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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion se desarrollé en base a una metodologia documental, donde
se analizaron las secuencias codificantes de los genes relacionados con la respuesta inmunitaria de
los parésitos Trematodos para diferentes especies de animales. Se elabor6 una base de datos, la
cual estd conformada por: gen, especie animal, localizaciéon del gen o cromosoma (descripcion,
localizacion y &rea), exon relacionado con la inmunidad, intrén relacionado con la inmunidad,
secuencia de proteinas, inmunidad con la cual esta relacionado, patologia con la cual se lo
evidencio y referencia. Los genes investigados fueron los que se relacionan directamente con la
inmunidad ante paréasitos trematodos en diferentes especies de animales, estos genes son: IFN-y
(bovinos, ovinos, porcinos, equinos, felinos, lagomorfos y camélidos sudamericanos), IL-4
(ovinos, equinos, caninos, y aves), IL-10 (aves), IL-13 (Aves) y TCD4 (Aves). La informacion
recopilada en esta investigacion se la obtuvo por medio del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) en donde se pudo encontrar informacion especifica de los genes
relacionados con la inmunidad ante parasitos trematodos de las diferentes especies animales
abarcadas en el presente proyecto de investigacion. Se investigaron 26 genes (varios genes en
diferentes especies) de los cuales se encontrd informacién del 54% (14 genes) y de estos se
identifico que el 77% (10 genes) de las localizaciones relacionadas con la inmunidad se encuentran
en los exones y el 33% (3 genes) restantes se encuentran en los intrones.

Palabras clave: Secuencia codificante, Parasitos, Trematodos, Gen, Cromosoma, Exoén, Intrén,
Proteinas, Patologia e inmunidad.
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ABSTRACT

The present research project was developed based on a documentary methodology, where the
coding sequences of the genes related to the immune response of the Trematode parasites for
different species of animals were analyzed. A database was prepared, which is made up of: gene,
animal species, location of the gene or chromosome (description, location, and area), exon related
to immunity, intron related to immunity, protein sequence, immunity with which is related,
pathology with which it was evidenced and referenced. The genes investigated were those that are
directly related to immunity against trematode parasites in different species of animals, these genes
are IFN-y (bovine, ovine, porcine, equine, feline, lagomorphic, and South American camelid), IL-
4 (ovine, equines, canines, and birds), IL-10 (birds), 1L-13 (Birds) and TCD4 (Birds). The
information collected in this research was obtained through the National Center for Biotechnology
Information (NCBI), where specific information could be found on the genes related to immunity
against fluke parasites of the different animal species covered in this research project. 26 genes
were investigated (several genes in different species) of which 54% (14 genes) information was
found and of these, it was identified that 77% (10 genes) of the localizations related to immunity
are found in the exons and the remaining 33% (3 genes) are found in introns.

Keywords: Coding sequence, Parasites, Trematodes, Gene, Chromosome, Exon, Intron, Proteins,
Pathology, and immunity.
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JUSTIFICACION

Esta investigacion se realizo debido a la necesidad de disponer de informacién especifica de
las secuencias codificantes de los parasitos trematodos de los animales domésticos con el
propdsito de analizar los genes relacionados con la respuesta inmunitaria de estos parasitos,
mediante la recopilacion de informacion de articulos cientificos, revistas cientificas, articulos
académicos, libros, como también el sistema Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI), que es un sistema encargado de agrupar una base de datos muy amplia,
que nos permitiran identificar y determinar la secuencia codificante de los genes de cada uno
de los parasitos (trematodos) que tiene cada especie animal. (1)

El aporte que se hizo es la creacion de una base de datos la cual contendré informacion
especifica de las secuencias genéticas de paréasitos trematodos, y beneficiara a Biotecndlogos;
productores de animales de granja y duefios de mascotas; especies animales mayores y
menores. El impacto de esta investigacién es de tipo Técnico y brindo informacién que servira
para la creacion de vacunas de ADN mediante la obtencion del antigeno, ayudando a entender
de mejor manera la estructura y la funcidn que tienen las secuencias codificantes de los genes

de cada parasito.

BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
Directos:
Biotecndlogos
Proyecto de investigacién Mecanismo Inmunoldgico Humoral en Animales Domésticos.
Indirectos:
Productores de animales de granja y duefios de mascotas.

Especies animales mayores y menores.

EL PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

El desconocimiento del significado y funcidon de la secuencia codificante limita la comprensién
del efecto bioldgico de esta sobre los diferentes genes asociados con diversas enfermedades,
como las que se derivan de los parasitos trematodos (2). Esto a su vez ocasiona dificultades

para definir correctamente la influencia de la secuencia codificante en la susceptibilidad,



gravedad y actividad de las diferentes enfermedades causadas por parésitos trematodos
(trematodiasis) en animales (3).

Las trematodiasis causadas por parasitos trematodos afectan a los animales que pastorean en
algunas regiones donde se mezclan ciertas caracteristicas topograficas y ambientales que
ayudan al desarrollo de los parasitos e infeccion de las pasturas. Las enfermedades parasitarias
provocadas por trematodos afectan a los animales domésticos (bovinos, ovinos, caprinos,
equinos, cerdos, caninos y felinos), salvajes (herbivoros y omnivoros) y circunstancialmente al
hombre. Una de las enfermedades causadas por trematodos es la fasciolosis de la cual se estima
que afecta a méas de 300 millones de bovinos y 250 millones de ovinos del mundo, produciendo
pérdidas anuales superiores a los U$S 3 billones (4).

En la actualidad existen diversos estudios sobre la secuencia codificante de los parasitos
trematodos, sin embargo, la informacion generada esta orientada a un solo individuo o grupo
especifico de estos parasitos, por lo cual no existe una investigacién que recopile de manera
general a los parasitos trematodos y de manera especifica la secuencia codificante asociada a
los mismos. La importancia de una recopilacion de informacion de este tipo radica en la utilidad
que esta aporta para la generacion de vacunas de ADN capaces de codificar y modificar una

proteina viral para asi eliminar al virus o mitigar sus efectos (5).

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General
e Analizar las secuencias codificantes de los genes relacionados con la respuesta inmunitaria
de los parésitos (Trematodos).

5.2. Objetivos Especificos

e Investigar las secuencias codificantes de los genes de los parasitos (Trematodos) de la base
de datos de EI Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica.

e Elaborar una base de datos de las secuencias codificantes de los genes relacionados con la

inmunidad, reportados de los parasitos (Trematodos) de diferentes especies animales.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS PLANTEADOS

Objetivos Especificos

Actividades

Resultados de las actividades

Descripcién de las
actividades

Investigar las secuencias
codificantes de los genes de los
paréasitos (Trematodos) de la base
de datos de El Centro Nacional
para la Informacién
Biotecnoldgica.

Revisiéon bibliografica de los
parasitos nematodos de las
distintas  especies animales
domésticas y produccién.

Anélisis de las secuencias
codificantes de los genes en la
base de datos del Centro
Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI).

NUmero, localizacion y area especifica de los
exones de los genes en:

IFN-y

Bovinos: Cromosoma 5, Exén 1 de 4,
Localizaciones 139 y 169.

Ovinos: Cromosoma 3, Intrén 3 de 3,
Localizacién -641.

Porcinos: Cromosoma 5, Exén 4 de 4,
Localizacion 67.

Equinos: Cromosoma 6, Exdon 4 de 4,
Localizacion 21.

Felinos: Cromosoma B4, Intron 1 de 3,
Localizacién -155.

Lagomorfos.: Cromosoma 4, Exén 1 de 4,
Localizacién -173.

Camélidos sudamericanos: Cromosoma
12.

CL5

Bovinos: Sin Informacion
Caprinos: Sin Informacion

Th 17

e Articulos Cientificos

e Revistas cientificas

e Libros

e Libros electronicos,

e Base de datos del
Centro Nacional para

la Informacién
Biotecnoldgica
(NCBI)..




Ovinos: Sin Informacién
Equinos: Sin Informacion

IL4

Ovinos: Cromosoma 5, Exon 4 de 4,
Localizacion 72.

Equinos: Cromosoma 14, Ex6n 4 de 4,
Localizacién 67.

Caninos: Cromosoma 11, Exén 1 de 4,
Localizacién 63

Aves: Cromosoma 13, Exén 3 de 4,
Localizacién -369

Th2

Caprinos: Sin Informacion

Porcinos: Sin Informacion

Caninos: Sin Informacion

Felinos: Sin Informacion

Cobayos: Sin Informacion

Lagomorfos: Sin Informacion

Camélidos Sudamericanos: Sin
Informacién

Aves: Sin Informacion

IL10

Aves: Cromosoma 26, Exén 3 de 4,
Localizacion 786.

IL13




e Aves: Cromosoma 13, Ex6n 1 de 4,
Localizacién 104.

T CD4

e Aves: Cromosoma 1, Intrén 1 de 9,

Localizacién -151.

Elaborar una base de datos de las
secuencias codificantes de los

genes relacionados con la
inmunidad, reportados de los
parasitos (Trematodos) de

diferentes especies animales.

Comprobar los datos obtenidos
sobre las secuencias
codificantes de los genes
relacionados con la inmunidad
de los parasitos Trematodos,
implementando una base de
datos en Excel.

Parésitos Trematodos

Datos completos (gen, especie animal, # de
exon, localizacion y area, la relacion con la
respuesta inmunitaria, patologias donde se
evidencio y referencia): 54% / Sin Datos: 46%
(ver Anexo 6)

IFN-y Bovinos (ver Tabla 1)

IFN-y Ovino (ver Tabla 2)

IFN-y Porcino (ver Tabla 3)

IFN-y Equino (ver Tabla 4)

IFN-y Felino, (ver Tabla 5)

IFN-y Lagomorfos (ver Tabla 6)

IFN-y camélidos sudamericanos (ver Tabla 7)
IL4 QOvinos (ver Tabla 8)

IL4 Equinos (ver Tabla 9)

IL4 Caninos (ver Tabla 10)

IL4 Aves (ver Tabla 11)

IL10 Aves (ver Tabla 12)

IL13 Aves (ver Tabla 13)

T CD4 Aves (ver Tabla 14)

Atrticulos Cientificos
Revistas cientificas
Libros

Libros electronicos,
Base de datos del
Centro Nacional para

la Informacién
Biotecnoldgica
(NCBI).




7. FUNDAMENTACION CIENTIFICA

7.1. TREMATODOS

Son aquellos paréasitos que pertenecen al grupo de los platelmintos, son conocidos como duelas o
gusanos planos, son llamados asi por su cuerpo aplanado, carecen de segmentacion y son
particularmente cortos. Por lo general estos parasitos poseen dos aparatos reproductores es decir
son hermafroditas y carecen de ano; en el género Schistosoma es una excepcion, pues en este si
hay individuos macho y hembra. El sistema reproductor masculino esta conformado por testiculos
con conductos eferentes y deferentes, relacionados a las glandulas prostaticas, que conducen los
espermatozoides al 6rgano copulador; en cambio el drgano reproductor femenino posee ovario y
glandulas que proveen elementos necesarios para el desarrollo del huevo, tiene conductos genitales

con un trayecto complicado y variable segun las especies. (6)

La totalidad de los trematodos tienen ciclos vitales indirectos y complejos que afectan a diferentes
especies, cuando son adultos son endoparasitos de vertebrados o invertebrados, donde se produce
la generacion sexual y cuando son larvas son de moluscos gasteropodo de habitos acuaticos o

terrestres donde se produce la reproduccion asexual y, a veces necesita de un tercer anfitrion. (7)

7.1.1. Clasificacion de los trematodos

a) Digenea: Aquellos pardsitos del tracto digestivo de vertebrados, poseen ciclo evolutivo
indirecto y por lo general su hospedador intermediario es un molusco. Los trematodos
digénidos presentan ventosas y su forma es ovalada como una hoja.

b) Aspidogastrea: Por lo general son paréasitos de invertebrados, muy pocos lo son de tortugas o
peces. Se caracterizan por la presencia de un gran disco adhesivo ventral que consiste en una
serie surcos transversos y estos poseen como 6rganos excretores los protonefridios (enlaces de
tubulos de extremos ciegos conectados entre si).

c) Didymozoidea: Son parasitos de peces o calamares, en muchos casos se desconoce su ciclo
bioldgico y carecen de informacion ya que no son tan habituales en ninguna especie a excepcion

de los peces que no son muy estudiados. (8)


https://es.wikipedia.org/wiki/Protonefridios

7.1.2. Principales parésitos Trematodos que afectan a las diferentes especies animales

PARASITO ORGANO ESPECIE ANIMAL
Alaria spp Intestino delgado Caninos y Felinos
Dicrocoelium spp Conductos biliares y Bovinos, Ovinos,
vesicula biliar Caprinos, Porcinos, Caninos
Y Felinos
Eurytrema pancreaticum Conductos pancreaticos Bovinos, Ovinos,

Caprinos, Porcinos
Fasciola hepatica Higado y vesicula biliar Bovinos, Ovinos, Caprinos
Fasciola gigantica Conductos biliares y Bovinos, Ovinos, Caprinos

vesicula biliar

Fascioloides magna Higado Bovinos, Ovinos, Caprinos

Gastrodiscus aegyptiacus Intestino delgado y colon Caballos y Porcinos

Heterobilharzia americana  Venas mesentéricas Caninos

Opisthorchis felineus Vias hepéticas y biliares Caninos y Felinos

Paramphistomum spp Estdmago e intestino Bovinos, Ovinos, Caprinos
delgado

Prosthogonimus spp Oviducto, bolsa de Fabricio  Aves

Schistosoma spp Vasos sanguineos Bovinos, Ovinos,

Caprinos, Caballos, Felinos

Fuente: Junquera. P., 2017
7.2VACUNAS

Son aquellas soluciones producidas con toxoides, bacterias, virus atenuadas o muertos; estos se
administran en seres vivos para generar inmunidad activa y de larga accion contra alguna
enfermedad de cualquier origen entonces estimulara la produccién de defensas y anticuerpos que
luego actuara frente a futuras infecciones, ya que el sistema inmune podra reconocer el agente

infeccioso y lo destruira. (9)



7.2.1. Vacunologia reversa

Es la que permite realizar innovadoras aproximaciones para el desarrollo de vacunas basadas en un
determinante antigénico o también Ilamado epitopo que provienen del genoma completo, esto
ayudara a disefiar una vacuna sintética conformada por cadenas de epitopos codificados por
microorganismos, siendo poco inmunogenicos o que demuestren reactividad cruzada con otros
genes que posea el propio organismo y asi se comprobaria la existencia de una inmunidad

protectora. (10)

7.2.2. Vacunologia inversa

Es un abordaje basado en la gendmica que ayuda en el desarrollo de vacunas es decir en este
procedimiento se examinara el genoma de un patégeno mediante enfoques bioinformaticas y que
consta de una base de andlisis de las secuencias del mismo genoma, esto a su vez permitira
identificar los antigenos con mas posibilidades para desarrollar una vacuna, donde se incluye genes
codificados para proteinas con localizacién extracelular, péptidos sefializados, y epitopos de células
B. cabe recalcar que esta vacunologia inversa no tiene necesario cultivar el microorganismo ya que
el proceso comienza con la informacion recopilada de la base de datos mencionada anteriormente.
(11)

7.3.VACUNAS DE ADN
También conocidas como vacunas genéticas, vacunas de acidos nucleicos o vacunas de ADN
desnudo, entre otros términos, emplean una metodologia relativamente simple que ha abierto una

nueva era en la inmunologia, con un alto potencial como vacunas profilacticas y terapéuticas.

En lugar de incluir al agente infeccioso (atenuado 0 muerto) o proteinas del mismo, estas vacunas
estan conformadas por genes que codifican antigenos clonados en plasmidos incapaces de producir
infeccion, pero al ser inoculados expresan antigenos en la célula huésped. Las vacunas de ADN
pueden acarrear genes que codifican una o mas proteinas antigénicas de uno o varios agentes
patdgenos y que son capaces de inducir inmunidad protectora; ademas, se pueden incluir genes que

potencian la respuesta inmune. (12)

Las vacunas de ADN inducen a la produccion de anticuerpos y respuestas en células T CD4+ que

ayudan en animales, pero su mayor utilidad es a nivel inmunologico por su capacidad de inducir
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respuestas de células T CD8+, lo cual es el mecanismo mayor de proteccion contra patdgenos

intracelulares. (13)

7.3.1. Ventajas de las vacunas de ADN

e Brindan seguridad, dado que no usan microorganismos vivos capacidad de inducir una
respuesta inmunitaria celular y humoral; al igual que tienen facilidad de modificar los antigenos
codificados en los plasmidos;

e Tienen una vida media mayor, por lo que se consigue una mejor estabilidad en cuanto a la
temperatura de almacenamiento y transporte, lo que permite prescindir de la cadena fria

utilizada en las vacunas convencionales. (14)

7.3.2. Desventajas de las vacunas de ADN
e EI ADN se podria integrar en el cromosoma si no se tiene cuidado con el promotor de
transcripcion utilizado.
e Las vacunas de ADN deben ser aprobadas durante mas tiempo para ver sus efectos in vivo a

largo plazo. (15)

7.3.3. Plasmidos o Vectores

Son la unidad funcional de las vacunas de ADN, en estos vectores se insertan los genes que
codifican a las proteinas de interés y son de origen bacteriano. Los plasmidos bacterianos son
moléculas de ADN circular que se autorreplican de forma extracromosémica en las bacterias y se
han utilizado de forma amplia para la expresion de proteinas en sistemas de mamiferos. Los genes
codificados en estos plasmidos se encuentran bajo el control de promotores, casi siempre de origen
viral. Los promotores son secuencias cortas de ADN; a este se unen diversos factores de
transcripcion que ayudan a guiar y activar a las polimerasas y se encuentran activos de forma
constitutiva en la mayor parte de las células eucariotas. Seguido del promotor se encuentra el gen
de interés, que a su vez esta seguido por una sefial de poliadenilacion, por ejemplo, la region no
traducida 3" del gen de la hormona bovina del crecimiento (BGH-3"-UTR), que contiene las
secuencias apropiadas para estabilizar los transcritos del gen de interés. Los plasmidos tienen
ademas diversos genes de resistencia a antibidticos, como son la ampicilina lo cual permite su

seleccidn en cultivos de bacterias transformadas. (14)
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7.4. GEN

Es todo segmento de ADN que se encuentra luego de un promotor y que puede ser transcrito por
un RNA funcional, siendo la unidad molecular de la herencia donde se almacena toda informacion
genética. Es decir que cada gen es una unidad molecular que codifica un producto funcional
especifico, como puede ser una proteina. Al mismo tiempo, es responsable de transmitir dicha
informacion a la descendencia del organismo, los genes se encuentran dentro de los cromosomas.
Cada gen ocupa una posicion especifica, denominada locus, a lo largo de la gigantesca cadena
secuencial que compone el ADN (16).

La manera que estd organizada la informacion es a través de letras genéticas o letras del alfabeto
genético estas son la adenina, citosina, guanina y timina, es decir lo que hace que cada gen sea
diferente con el orden de estas letras del cddigo del ADN, respectivamente estas constituyen las
bases de nucledtidos del ADN (17).

7.4.1. Estructura de un gen

La estructura de un gen a nivel estructural se amplia la idea de un gen como un segmento de ADN

constituido por intrones y exones, para concebirlo como una estructura que ademas contiene

secuencias reguladoras y regiones promotoras (18).

e EXxones: es aquella region del gen donde contiene ADN codificante para una proteina, es decir

esta region no es separada durante el proceso de corte, por lo tanto, se mantienen en el ARN
mensajero maduro (18). En los genes que codifican una proteina, son los exones los que
contienen la informacion para producir la proteina codificada en el gen, ademas, cada exon
codifica una porcién especifica de la proteina completa, por lo tanto, el conjunto de exones
forma la region codificante del gen (19).
Cuando el ARN se transcribe por primera vez, es una molécula demasiado larga y las partes
importantes del ARN son los exones, cabe recalcar que a veces ay trozos grandes de ARN que
son eliminados. Finalmente, el concepto de exones son los que permanecen en el ARNm
maduro Yy, finalmente, son el cadigo de los amino&cidos. (20)

e Intrones: es aquella seccion del gen donde no contiene ninguna instruccion para la sintesis
proteica, es decir que esta parte no codifica ningin amino&cido. Las zonas que no se expresen
dentro del gen son los intrones y estos permiten comunicarse entre los exones (21). Ademas,

estos intrones son quitados por el ARN que empalma como el ARN se madura, significando
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que no estan expresados en el producto final del ARN de mensajero (mRNA), mientras que los
exones continlian covalente ser pegados a uno otro para crear el mMRNA maduro (22).

7.4.2. Splicing alternativo

El Splicing o empalme alternativo en el ARN mensajero (ARNm) es el proceso donde se cortan
los intrones y se empalman los exones del preARNm para generar un ARNm que se traducird a
una proteina. Es decir que este proceso contribuye de una manera esencial a la diversidad proteica
de los organismos y genera segmentos de mRNA de gran variabilidad que pueden insertar o

eliminar aminodcidos, cambiar la pauta de lectura, o introducir un codon de parada (23).

7.4.3. Tipos de genes

o Genes estructurales: Son aquellos que codifican para proteinas, que podrian ser reguladoras
de genes, o codifican ARN especificos que sélo se transcriben. Muchos genes se encuentran
constituidos por regiones codificantes (exones) interrumpidas por regiones no codificantes
(intrones) que son eliminadas en la formacion del ARN. La secuencia de bases presente en el
ARN determina la secuencia de aminoacidos de la proteina por medio del codigo genético (24).

o Genes reguladores sin transcriptos, como los genes o secuencias de replicacion que
especifican el sitio de iniciacion y terminacion de la replicacion del ADN. Es decir son los
genes que carecen de informacion codificante, pero que en cambio cumplen funciones
reguladoras y de ordenamiento, tienen roles puntuales durante la mitosis y la meiosis, 0 que

denotan el lugar en que deberan combinarse enzimas u otras proteinas durante la sintesis (25).

7.5.SECUENCIA CODIFICANTE DE GENES

La secuencia codificante es una tecnologia que permite conocer y descifrar el codigo genético que
tienen todos los seres vivos. Se trata de ‘leer’ ese cddigo, que contiene informacién imprescindible
para su desarrollo y funcionamiento, como si de un libro de instrucciones genéticas se tratase. Estas
sefias de identidad, que definen las caracteristicas y la firma genética de los organismos bioldgicos,
vienen inscritas en moléculas Ilamadas acidos nucleicos, formadas por nucleétidos (26). La
secuencia del ADN consiste en determinar el orden de las bases A, C, Gy T en un fragmento de
ADN y permite obtener la secuencia de un fragmento determinado de ADN, un gen o parte de este
(27).

La secuencia les informa a los cientificos la clase de informacion genética que se transporta en un

segmento especifico de ADN. Por ejemplo, los cientificos pueden usar la informacion de las


http://enciclopedia.us.es/index.php/Prote%C3%ADna
http://enciclopedia.us.es/index.php/Ex%C3%B3n
http://enciclopedia.us.es/index.php/Intr%C3%B3n
http://enciclopedia.us.es/index.php/Amino%C3%A1cido
http://enciclopedia.us.es/index.php/C%C3%B3digo_gen%C3%A9tico
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secuencias para determinar qué tramos de ADN contienen genes y qué tramos transportan
instrucciones regulatorias, que activan o desactivan genes. Ademas, y de manera muy importante,
los datos de las secuencias pueden resaltar los cambios en un gen que pueden causar enfermedades
0 en el caso de los virus hay un importante debate cientifico sobre si son realmente organismos

Vivos, ya que no son capaces de realizar algunas de las funciones bioldgicas primordiales. (28)

7.6.GENES DE ACCION INMUNITARIA

Th2: es aquella respuesta inmunitaria tipo 2 humoral se encarga de la eliminacion de
microorganismos extracelulares y parasitos como helmintos. Favorecen la proliferacion de células
B y el cambio de isotipo a IgE, ademas este tipo estd asociado con una serie de enfermedades
autoinmunes como la hipersensibilidad tipo 1 (29).

Th17: son aquellas células que median las respuestas contra las bacterias extracelulares y hongos.
Favorecen la respuesta inflamatoria y el reclutamiento de neutrdéfilos.

CL5, CL4: catepsina-L5, L4 recombinante enzimas proteoliticas involucradas en la alimentacién
e invasion del parasito, asi como en la evasion inmune (30).

IFN-y: Es aquel interferon gamma, este gen codifica una citosina soluble que es miembro de la
clase de interferdn tipo Il (31). Este interferdn tipo 11 no comparte receptores con los interferones
tipo 1 y tipo 111, su estructura es distinta y su gen esta localizado en un cromosoma diferente, aunque
sus efectos bioldgicos son similares (32).

IL-4: denominada interleuquina-4, es una citoquina que ejerce efectos biologicos de tipo
antiinflamatorios ya que bloguea la accion de la citoquina IL-1, promueve el establecimiento de
una respuesta inmune de tipo humoral estimulando de esta forma el crecimiento y diferenciacién
de los linfocitos B (33).

IL-10: es aquella citoquina de mayor poder antiinflamatorio ya que disminuye la inflamacién
mediada por macrofagos y linfocitos T. Posee una accion muy importante de esta interleucina es
la supresion de las células Thi, un subtipo de células T que sintetiza citoquinas inflamatorias.
Ademas, esta citoquina cumple un rol importante para diferenciar los linfocitos B, células
dendriticas o células endoteliales (34).

IL-13: Es aquella citoquina producida por linfocitos T, cuyos efectos bioldgicos se solapan en gran
medida con los de la IL-4. Ambas citoquinas inducen proliferacion y diferenciacion de linfocitos
B, asi como cambio de clase a IgE (35). Esta reduce la inflamacion al impedir que los macréfagos

produzcan citocinas (36).


https://www.agenciasinc.es/Reportajes/El-coronavirus-es-un-ser-vivo
https://www.agenciasinc.es/Reportajes/El-coronavirus-es-un-ser-vivo
https://www.misistemainmune.es/4-respuestas-sobre-los-macrofagos/
https://www.misistemainmune.es/los-linfocitos-t-mediadores-de-la-inmunidad-celular/
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T CD4: Son aquellas células que constituyen una parte esencial del sistema inmunitario, su funcién
principal es la de activar al propio sistema alertdndole de la presencia de patégenos o de una

replicacion errénea de células humanas, para que pueda hacerles frente y corregir la situacion (37).

7.7. INMUNOGLOBULINAS

Son aquellas proteinas vitales que circulan en el torrente sanguineo y tienen funciones relevantes

sobre el equilibrio del sistema inmunitario del organismo. Estas proteinas son sintetizadas por los

linfocitos B maduros y las células plasmaticas, en respuesta a la estimulacion por un antigeno, y

este actlia como un anticuerpo en defensa protegiendo al organismo.

Las inmunoglobulinas tienen una parte especifica del complejo de las células B a nivel de la

membrana con moléculas circulantes es decir secreta anticuerpos a través de las células plasmaticas

procedentes de la proliferacion y diferenciacion de células B. algunas inmunoglobulinas en
animales son:

e 1gG: son las inmunoglobulinas mas abundantes, esta subclase es la que posee capacidad
neutralizante, precipitante de unirse a células NK y a macr6fagos y con esto son capaces de
atravesar las membranas bioldgicas. Esta inmunoglobulina tiene una funcion principal de las
defensas mediada por anticuerpos y es la Gnica inmunoglobulina que atraviesa la placenta. (38)

e IgE: son aquellas inmunoglobulinas que se asocian fundamentalmente con las reacciones
alérgicas en este proceso ocurre la union de los basofilos en el torrente sanguineo y los
mastocitos en los tejidos, entonces los basofilos con IgE unidos, se encuentran con algun
alérgeno dan origen a la liberacion de sustancias, como la histamina, que producen inflamacion
y dafian los tejidos, es decir lo que sucede cuando el sistema inmunoldgico funciona de manera
anormal a los antigenos del medio ambiente y finalmente se encuentra en los pulmones, la piel
y las membranas mucosas. (39)

e IgY: Son aquellas inmunoglobulinas presentadas en el suero de las aves, diferenciandose de la
IgG de los mamiferos, estas son la primera linea de defensa de las crias de las aves cumpliendo
un mecanismo natural de proteccion para fabricar anticuerpos. (40)

7.8.RESPUESTA INMUNITARIA A PARASITOS

Los mecanismos inmunologicos desencadenados en las infecciones por parasitos y hongos son

variados y complejos, estimulando mecanismos de defensa mediados por anticuerpos y por celulas.

La efectividad de la respuesta depende de: Tipo de parasito, estadio evolutivo. etapa de la infeccion

y localizacion.



15

El éxito del parasito se mide, no por los trastornos que le causa a su huésped, sino por su capacidad
para adaptarse e integrarse al medio interno de éste. Desde un punto de vista inmunol6gico, un
parasito puede considerarse “triunfador” si se integra al huésped de manera que no se lo considere
exogeno (41).

7.9.INMUNIDAD PARASITARIA

La implementacion de la inmunidad parasitaria requiere de elementos como (antigenos,
anticuerpos, receptores de células T, proteinas de histocompatibilidad, complejos de
diferenciacion, linfocitos, macrofagos, neutréfilos, eosinéfilos, baséfilos, mastocitos, citoquinas)
que ejercen funciones promotoras, reguladoras o efectoras. Cuando hablamos de inmunidad
parasitaria nos referimos a que el parasito trata de evitar el efecto de las moléculas y células
efectoras del sistema inmunitario del hospedero (anticuerpos, citosinas, linfocitos citotdxicos entre

otros) y por el otro lado, el hospedero trata de destruir al parasito (42).

7.10. INMUNIDAD HUMORAL

Es uno de los mecanismos principales de defensa contra los microorganismos extracelulares y sus
toxinas, ademés de reconocer a los antigenos, ademéas que los anticuerpos que genera, pueden
neutralizar la capacidad de infeccidn de los microorganismos, marcando asi a los patégenos para
facilitar su eliminacién. Esta inmunidad humoral esta mediada por las células B, encargadas de
generar anticuerpos especificos en el organismo en el cual se produce una diferenciacion en el
plasma y en las células memorizadoras que se encuentran de forma libre en diferentes liquidos
corporales alcanzando concentraciones altas en la sangre, teniendo la capacidad de fijar antigenos
especificos como precipitinas, aglutininas, opsoninas y anticuerpos fijadores del complemento,

neutralizantes y citofilos (43).

7.11. INMUNIDAD CELULAR

La inmunidad celular es la respuesta especifica en la que intervienen los linfocitos T en la
destruccion de los agentes patdgenos. Los linfocitos T atacan y destruyen células propias,
tumorales o infectadas. El agente patdgeno es capturado por las llamadas células presentadoras de
antigenos (CPA), generalmente, macrofagos, que degradan esos antigenos. Al degradarlos,
pequefios péptidos de las proteinas externas del agente patdgeno se unen de forma especifica en
un surco existente en el MHC del macréfago. El tindem MHC y el péptido de la célula
presentadora del antigeno es expuesto en la membrana. Este macréfago activado se moviliza por

el torrente sanguineo hasta encontrar linfocitos, a los que activara (44).


http://servicios.educarm.es/cnice/biosfera/datos/alumno/2bachillerato/inmune/ampliacompeljo.htm
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7.12. CENTRO NACIONAL PARA LA INFORMACION BIOTECNOLOGICA (NCBI).

El sitio del NCBI, conformado por un amplio y diverso banco de bases de datos, herramientas y
otros medios, posibilita la exploracion integral de sus recursos mediante un sistema de recuperacion
de interfaz unica denominado Entrez, The Life Sciences Search Engine, en el cual es posible
acceder, tanto a las principales bases de datos de secuencias de proteinas y ADN disponibles como
Nucleétido, dbSNP, Proteinas, PubChem Substance, Gene, entre otras como a una gran parte de la
mejor literatura biomédica mundial procesada por bases como PubMed-Medline. EI NCBI agrupa
sus bases de datos esenciales en tres grandes sectores: Literatura Databases, Molecular Databases
y Genomas. La informacion contenida en estas bases de datos comprende: funciones, estructura y
localizacion de los genes, los efectos clinicos de las mutaciones, asi como las similitudes entre

secuencias y estructuras bioldgicas (45).

8. PREGUNTAS CIENTIFICAS

e ;CoOmo se relacionan las secuencias codificantes de los genes con la respuesta
inmunitaria de parasitos (Trematodos)?
La secuencia codificante es la que permite leer el cddigo genético de los seres vivos y asi hace
posible identificar las caracteristicas y la firma genética del individuo. La secuencia genética
al tener estas capacidades permite modificar el cdigo genético de las proteinas que tienen los
parasitos trematodos para asi eliminarlos o mitigar sus efectos en los animales que son
comunmente infectados por dichos parasitos.

e ;Cuales son los parasitos (Trematodos) en los que se han realizado investigaciones para
encontrar la secuencia codificante de los genes?
Dentro de los parasitos trematodos que han sido estudiados para analizar la secuencia
codificante de los genes que corresponden a la inmunidad de los animales se encuentran: la
fasciola hepatica, el Gastrodiscus aegyptiacus y el Opisthorchis felineus. Siendo la fasciola
hepatica el parasito trematodo con mas estudios realizados.

e ;Cual es la secuencia codificante de los genes relacionados con los parasitos
(Trematodos) de las diferentes especies animales?
Se encontro la secuencia codificante de los genes: IFN-y (bovino, ovino, porcino, equino,
felino y de lagomorfos), IL-4 (ovino, equino, canino y de aves (gallina)), IL-10 (aves), I1L-13
(aves) y TCD4 (Aves)
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9. METODOLOGIA

9.1.Tipo de Investigacion

O

Documentales: Se recopil6 informacion acudiendo a fuentes previas, como investigaciones,
libros, articulos cientificos, libros electronicos, tesis doctorales, base de datos del “Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica” (NCBI), los cuales ayudaron a la elaboracion
de la base de datos de la secuencia codificante de los genes de los paréasitos Trematodos de

las distintas especies animales domésticas.

9.2.Métodos
o Analitico: Se procedi6 a la investigacion de cada uno de los parasitos trematodos de las

especies domésticas, y asi poderlos distribuir por especies con la informacion de su

respectivo gen identificado y analizado por el NCBI.

9.3.Técnicas

o Ficha Bibliogréafica: Este tipo de técnica se utiliz para la respectiva investigacion por

medio de libros, de los cuales se saca la informacion mas importante para de esta manera
recopilarla.

Ficha de Informacién Electronica: De igual manera en este trabajo se realiz6 la
investigacion por medio de articulos cientificos, libros electronicos, tesis doctorales, base
de datos del NCBI, de donde se recopilo la informacion necesaria, para empezar a armar la
base de datos de las secuencias codificantes de los genes de los parasitos Trematodos
Tabla de Excel: la informacion recopilada fue organizada mediante la ayuda de una tabla
de Excel, en donde se distribuydé de manera adecuada esta informacion para una facil

comprension e interpretacion de los datos.
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10. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

10.1. Interferon gamma (IFN-y) en Bovinos

Dentro de los estudios recopilados se identificé que el IFN-y bovino es un gen candidato de
resistencia a las garrapatas, esto se debe a sus efectos inmunoestimuladores e inmunomoduladores.
Se encontrd que las posiciones 139 y 169 del gen IGN- y que se ubican en el exdn 1 tienen
resultados significativos debido a que la posicion 139 indica la sustitucién de aminoacidos de
treonina a isoleucina, que es el cambio de un hidroxilo no aromatico, un aminoacido polar e
hidrofilo a un aminoéacido alifatico y no polar. Como la naturaleza de ambos aminoacidos es
completamente opuesta, esto es una clara indicacion de la naturaleza cambiante del producto
proteico final del gen. Mientras que la posicion 169 indica la sustitucion de aminoacidos de glicina
(un alifatico, no polar) a valina (un alifatico, no polar). Como la naturaleza de ambos aminoacidos
es similar, el producto proteico final puede no mostrar mucha desviacién de su configuracion y

funcion normales.( Maryam J., 2011) (46)

El IFN-y tiene la facultad de favorecer la transcripcion de genes relacionados con actividades
inmunomoduladores, antivirales, anti proliferativas y antitumorales. Este gen es capaz de
incrementar la actividad citotoxica y fagocitica de los macréfagos, ademas estimula la expresion
de moléculas de mayor histocompatibilidad (MHC) en células dendriticas y diferentes tipos de
células que presentan antigenos. De igual forma el IFN-y tiene la capacidad de aumentar el
desarrollo y diferenciacion de células T cooperadoras 1 (Th1l). Esto hace del IFN-y un elemento
principal en el control de infecciones bacterianas, flngicas, virales y parasitarias. (Dulce A Mata
Espinosa, 2008) (47)

La fasciola hepética es un parasito trematodo que afecta a los bovinos y el IFN-y permite una
respuesta inmunomoduladores a medida que la enfermedad avanza, esto es, en las primeras
semanas de contagio se da una produccion de IFN-y como respuesta tipo Thl y cuando la
enfermedad llega a etapas criticas la respuesta cambia a tipo Th2 teniendo una disminucion de la

produccion de IFN-y e incrementando la produccion de IL-4. (Silva-Diaz H., 2015) (48)
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Tabla 1. Interferén Gamma en Bovinos

Cromosoma Ex6n  Posicion Secuencia de Proteinas Relacion de Patologia con
inmunidad la que se
evidencio
5 lde4 139 MKYTSYFLALLLCGL[L]JGFS células Ty 3 + Ectoparésitos
NC_037332.1 GSYGQGQFFRE y células NK garrapatas
(45624513..45 169 LLCGLLGFSGSYGQGI[Q]FFR Fasciola
629336) EIENLKEYFNA hepética

Fuente: Maryam J., 2011

10.2. Interferon gamma en Ovinos

Dentro de los estudios recopilados del IFN-y ovino se identificaron sus caracteristicas estructurales
y funcionales donde se evidencid la asociacion existente entre las variaciones de este y la respuesta
de inmunidad que se presenta ante el Haemonchus contortus (H. contortus), la resistencia que se
presenta y la susceptibilidad que se da en diferentes condiciones fisiologicas. Se identificé que
existe un haplotipo en la localizacién -641 del gen IFN-y ubicada en el intron 3 y un microsatélite
5 que se asocia con el aumento de Huevos Secuenciales Fecales (FEC), y esto determina una mayor
susceptibilidad a H. contortus en ovejas adultas. Sin embargo, el IFN-y probablemente puede no
ser directamente el responsable de la variacion fenotipica en la resistencia a H. contortus, pero si
tiene vinculo a un Loci de Rasgos Cuantitativos (QTL) con algun efecto sobre este. (Dervishi E.,
2011) (49)

El IFN-y es un gen candidato funcional para la resistencia a los parasitos nematos y trematodos
debido a que cumplen un papel importante asociado a su funcion en la respuesta inmune. Las
células T CD4, Thl y Th2 son, entre otras, las encargadas de la produccion de citocinas. Las
citocinas creadas por el subconjunto de Thl incluyen IL-2, IFN-y, y factor de necrosis tumoral
(TNF), mismas que inducen a la inmunidad celular. Las citocinas producidas por el subconjunto
Th2 incluyen IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, las cuales tienen las funciones de mediacién a las

respuestas inmunes e inflamatorias. (Dervishi E., 2011) (49)

Los parasitos intracelulares provocan una respuesta inmunoldgica del tipo Thl, mientras que los

parésitos helmintos producen una respuesta tipo Th2. EI IFN-y es una citocina inmunitaria que se
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relaciona con la regularizacion positiva del grupo de Thl, pero elevados niveles de IFN-y podrian
arriesgar la capacidad del huésped para inhibir una infeccion por helmintos ocasionado por el
cambio en el equilibrio Th1/Th2 al dominio de Thl. (Dervishi E., 2011) (49)

La fasciola hepatica es un parasito trematodo que afecta a los ovinos y ademas estos no son capaces
de desarrollar resistencia inmune ante una segunda infeccién por este parasito después de un
contagio primario. (Leva RZ., 2007) (50)

Tabla 2. Interferon Gamma en Ovinos

Cromosoma  Intron  Posicion Secuencia de Proteinas Relacion de  Patologia con la que

inmunidad se evidencio
3 3de3 -641 SSEKLEDFKRLIQIP[...] (IL-4, IL-5, Caracterizacion
NC_040254.1 VDDLQIQRKAINELI IL-9, IL-10, e estructural y
(162701025..1 IL-13), células funcional del
62705420) B interferén ovino
Gen gamma

(IFNG): su papel
en la resistencia a
nematodos

Fasciola hepética

Fuente: Dervishi E., 2011

10.3. Interferon gamma en Porcinos

Dentro de la informacién recopilada del IFN-y en porcinos se identificd que existen ciertos
polimorfismos (A269G y A251G) de un solo nucle6tido (SNP) que resultan en reemplazos en la
proteina madura con las posiciones Q67R y K61R. Estas posiciones permiten codificar la proteina
para tener variantes en esta, y que a su vez tienen efecto como variante de proteinas en Escherichia
coli. Q67R es capaz de reducir la actividad antiviral del IFN-y puesto que existe un SNP funcional

en la region de codificacion del interferon. (Hsin Fan Yi., 2007) (51)

Se ha demostrado in vitro actividad antiviral de IFN-y en varios virus porcinos, incluyendo la peste
porcina africana (Esparza et al., 1988) (52), el virus de la gastroenteritis transmisible, el virus de la

influenza (Horisberger, 1992) (53), y el virus del sindrome respiratorio (PRRSV) (Bautista y



21

Molitor, 1999; Buddaert et al., 1998) (54), y el virus de la peste porcina clasica (CSFV) (Suradhat
etal., 2001) (55). Todos estos virus son virus de ARN que son muy sensibles al mecanismo antiviral

del interferon.

El IFN-y es una citocina pleiotropica que es producida por los linfocitos T y las células asesinas
naturales (NK). Este gen posee actividad antiviral y ademés regula las respuestas inmunes por
medio de sus actividades inmunorreguladoras, que incluyen la mediacion de la diferenciacion de
las células tumorales, la mediacion de la expresion de moléculas de complejo de mayor
histocompatibilidad, activacion de macréfagos/monocitos, el efecto antiproliferativo sobre células
normales y tumorales y el cambio de isotipo de inmunoglobulina de las células B. (Hsin Fan Yi.,
2007) (51)

El IFN-y es un gen que es capaz de inhibir el crecimiento del virus de la pseudorrabia (PRV), un
virus de ADN, ya que existe dependencia entre la dosificacion del IFN-y y el incremento del PRV.
La inhibicion del crecimiento, activacion de macréfagos / monocitos es otra importante actividad
inmunorreguladora de IFN-y. La estimulacion de IFN-y provoca respuestas en los monocitos
periféricos porcinos ya que estos producen 6xido nitrico (NO) de manera dependiente a la dosis de
excitacion. Q67R en conjunto con el péptido de fusion pueden reducir, respectivamente, la
actividad antiviral y la actividad de antiproliferacion del IFN-y, con un bajo efecto sobre la creacion
de NO. Con Q67R se puede reducir considerablemente la actividad antiviral de la proteina IFN-y,
lo cual podria ocasionar una alta susceptibilidad a la infeccion por virus en caso de existir una

enfermedad cuya respuesta inmune conduzca a esta situacion. (Hsin Fan Yi., 2007) (51)

El parasito trematodo fasciola hepatica afecta a los porcinos en donde el sistema inmunolégico de
estos estd controlado por el balance de citocinas que son secretados los por linfocitos y los
macrofagos. Existe una division en base a la funcion de los linfocitos T en donde IL-1, IL-2 e IFN-
v pertenecen al subgrupo de respuesta Thl los cuales son estimuladores de la inmunidad de las
células. Mientras que en el subgrupo de respuesta Th2 se encuentran IL-4, IL-5 e IL-10 los cuales
se encargan de la inmunorregulacién y promueven la eosinofilia. Con esta actividad de inmunidad
en conjunto con la inmunorregulacion se puede producir granos de eosinofilos los cuales tienen

efecto parasiticida al ser descargados sobre la membrana de la Fasciola. (Bravo TC., 2005) (56)
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Cromosoma Ex6n  Posicion Secuencia de Relacion de Patologia con la
Proteinas inmunidad que se evidencio
5 4ded 67 TAATGTAACTTTTA  Producido por células Escherichia coli
NC_010447.5 T[GITGATGAAAAT NK, células T y Fasciolahepatica
(32477906..32 GGGT macrofagos. Inhibicion Virus de ARN
482670) del crecimiento, la (peste  porcina

activacion de
macréfagos / monocitos

africana, virus de
la gastroenteritis

transmisible,

virus de la
influenza, virus
del sindrome
respiratorio y
reproductivo

porcino, y peste
porcina clasica).
Virus de
ADN:Virus de la
pseudorrabia

es otra  actividad
inmunorreguladora
importante de IFN.

Fuente: Hsin Fan Yi., 2007

10.4.
Dentro de los estudios recopilados se encontr6 una correlacion entre la hipermetilacion del ADN

Interferén gamma en Equinos

en la regién promotora del IFN-y con la edad de los potros y caballos adultos. Esta relacion de
metilacidn se encontrd en una regién con localizacidn 58. La correlacion existente indica que dicha
region del IFN-y juega un papel importante en la regulacion de la expresion de IFN-y en caballos.
El grado de metilacion del ADN en la regién promotora del gen IFN-y equino (alrededor de 58)
afecta la expresion del ARNm del IFN-y en caballos jovenes. (Sun L., 2012) (57)

El Gastrodiscus aegyptiacus (GA) es un parasito trematodo hermafrodita con huevos ovalados,
blanquecinos y operculados que afecta a los equinos. Este parasito se aloja tanto en el intestino
delgado como en el intestino grueso de equinos. Las infecciones por estos parasitos suelen ser
benignas y tiene como sintomas diarrea, edema, pérdida de peso y bajo rendimiento del
hospedador. Actualmente no se dispone de informacion referente a la actuacion de las citocinas de

Th1 o Th2 como respuesta ante una infeccion por GA en equinos en el banco de genes NCBI. (58)
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Tabla 4. Interferon Gamma en Equinos

Cromosoma Ex6n  Posicion Secuencia de Relacion de Patologia con la
Proteinas inmunidad gue se evidencio
6 4ded4 58 ELIKVMNDLSPKAN células T, T CD4 Gastrodiscus
NC_009149.3 L[RIKRKRSQNPFRG linfocitos aegyptiacus
(84510150..84 RRA
513295, Escherichia coli

complement)
Fuente: Sun L., 2012

10.5. Interferén gamma en Felinos

Dentro de los estudios recopilados del IFN-y felino se encontr6 una relacion significativa ente la
peritonitis infecciosa felina (FIP), una enfermedad inmuno mediada y muy letal causada por la
infeccion por coronavirus felino (FCoV), debido a que los gatos enfermos muestran a menudo un

decremento significativo de produccion de IFN-y. (En Hsieh Li., 2014) (59)

El IFN-y es una citoquina reguladora crucial en la inmunidad mediada por células (CMI) y es
indispensable para controlar los patégenos intracelulares. Cuando se presenta una infeccion por
FCoV resulta en una disminucion de la produccién de IFN-y y esto se presenta de igual forma en

los gatos con FIP segiin multiples estudios (Kiss 1., 2004) (60).

Hay SNP asociados con FIP los cuales se encuentran en la region del intrén 1. En esta region
existen SNP en las posiciones -183 y -155 que influyen sobre la union del factor de transcripcion
activador-1y el sitio de células T relacionado con el factor nuclear (Barbulescu K., 1997) (61). En
la posicion 874 existe un numero de repeticiones de microsatélite de CA estrechamente asociado
con el SNP que influye en la produccion de IFN-y ya que altera la actividad de union del factor
nuclear potenciador de la cadena de kappalight de las células B activadas (Pravica V., 2000) (62).
De igual forma existe una correlacion de la respuesta del IFN-y y el genotipo en la posicion 428.
El alelo T resistente en la posicion 428 puede tener la capacidad de servir como una pieza
fundamental en el mejoramiento de la produccion de IFN-y en infecciones de patdogenos
intracelulares. (En Hsieh Li., 2014) (59)

El parasito Opisthorchis felineus (duela del higado de gatos) es un tremado que afecta a los felinos

(poco casual en perros). Este parasito se hospeda en los conductos hepaticos, biliares y pancreaticos
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del hospedador causando enteritis y diarrea, asi como dafios en el pancreas e higado del gato, sin
embargos es raro que se presenten casos criticos, y lo comun es que la infeccion se desarrolle sin
la presencia de sintomas. En la actualidad no existen estudios relacionados con citocinas que
ayuden a producir una respuesta inmunoldgica que inhiba la actividad e infeccion de Opisthorchis

felineus en el banco de genes NCBI. (Junquera. P., 2017) (63)

Tabla 5. Interferon Gamma en Felinos

Cromosoma  Intrén  Posicién Secuencia de Relacion de Patologia con la que
Proteinas inmunidad se evidencio

B4 1de3 -155 CQAMFFKEIEELKG  Células B, células T Peritonitis Infecciosa
NC_018729.3 YF[..]NASNPDVAD asociado al factor Felina, Virus de la
(95329479..95 GGSLF nuclear, IgG leucemia felina,
334070, virus de la
complement) inmunodeficiencia

felina

Opisthorchis

felineus

Fuente: En Hsieh Li., 2014

10.6. Interferon gamma en Lagomorfos

Dentro de la informacion recopilada sobre el gen IFN-y de lagomorfos no se encontré un estudio
especifico que investigue este gen dentro de los lagomorfos, mas si un estudio general que incluye
a breve rasgos al IFN-y en donde se encontré la secuencia analizada en la investigacion
(TGTCACTCTCCTCTTTCCAATTCC) misma que apunta a la posicion -173 que se encuentra en
el exdn 1 de 4 del gen IFN-y.(NCBI., 2020) (64)

El parasito trematodo fasciola hepéatica también afecta a los lagomorfos, especialmente a conejos
en los cuales provoca lesiones cirréticas del higado, variaciones degenerativas y fibrosis de los
canaliculos. Al igual que en las demés especies el IFN-y presenta variaciones como respuesta

inmunitaria a medida que la infeccion avanza. (Alcaino. H., 2009)(65)

Tabla 6. Interferon Gamma en Lagomorfos

Cromosoma Exén  Posicion Secuencia de Relacion de Patologia con la que
Proteinas inmunidad se evidencio
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4 lded4  -173 LAFQLCLILGSYGC  Thi, Th2, IL-12, Trichuris suis ova
NC_013672.1 Y[C]QDTLTRETEHL sefalizacién de Th1l7 Fasciola hepatica
(47129947..47 KAY particularmente  en
134880, células  epiteliales,
complement) enriquecimiento  de

citosinas relacionadas

con IL-4

Fuente: NCBI., 2020

10.7. Interferon gamma en Camélidos Sudamericanos

Actualmente no existe informacion documentada en la base de datos de NCBI correspondiente al
IFN-y en camélidos sudamericanos, unicamente se encontrd el cromosoma del gen.(NCBI., 2020)
(64)

Tabla 7. Interferon Gamma en Camélidos Sudamericanos

Cromosoma

12 Unlocalized Scaffold
NW_021964178.1
(16139166..16144574, complement)

Fuente: NCBI., 2020

10.8. Interleucina 4 (IL-4) en Ovinos

Dentro de los estudios recopilados de la IL-4 ovina (OvIL-4) se encontrd que esta pertenece a una
clase de citosinas helicoidales alfa que incluye IL-2, IL-7, IL-9, IL-13 e IL-15. Estas citosinas
comparten una cadena g del receptor IL-2 comun y de varias citosinas en esta familia que reacciona
de forma cruzada entre humanos y rumiantes, entonces hay probabilidades de que la OvIL-4 tenga
una estructura simular a la IL-4 humana (HulL-4). Existen varios restos de cisteina relacionados
con enlaces disulfuro en HulL-4 que se encuentra bastante conservados en OvIL-4, tales como la
cisteina 3 y la cisteina 111 que unen el terminal N y el terminal C, y la cisteina 46 y 81 que unen
la hélice B con el bucle CD. (Collins, R., 1994) (66)

OvIL-4 expresa actividad en Escherichia coli (E. coli) puesto que provoca que la proteina

recombinante de 13 kDa se inactive. Esto induce a la proliferacion de células B y T activas, lo que
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conlleva a que OviL-4 puede desempefiar un papel importante en la generacion de respuestas
inmunes en ovejas. OvIL-4 tiene un efecto leve en la proliferacion de células T en reposo y, ademas
tiene la facultad de inhibir la capacidad de las células T para responder a una estimulacién
mitogena, lo que indica el efecto regulador de OvIL-4 sobre las células T que dependan de una
etapa de activacion. En la comparacion de las secuencias de aminoacidos en diferentes especies
(ovino, bovino y humano) se observd que todas las especies conservan un sitio potencia de N-
glicosilacién en aa 38 (con numeracion ovina) y existe un segundo sitio potencial y exclusivo para
OvIL-4 en la posicion 72 del gen.( Chaplin P., 2012) (67)

Tabla 8. Interleucina 4 en Ovinos

Cromosoma Ex6n  Posicion Secuencia de Relacion de Patologia con la que
Proteinas inmunidad se evidencio
5 4de4 72 LERLKTIMKEKYSK linfocitos TH2, Haemonchus
NC_040256.1 Cl] neutrdfilos contortus
(20199654..20 (helmintos). 1gG e (Nematodo),
207472, IgE. Heligmosomoides
complement) polygyrus
(Nematodo),

Trichuris muris
Fasciola hepética

Fuente: Chaplin P., 2012

10.9. Interleucina 4 en Equinos

Dentro de los estudios recopilados del IL-4 equino se encontrd que existe una reactividad cruzada
del factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) de equinos con las
células TF-1 humanas. Esta reactividad cruzada de GM-CSF se puede dar debido a una
conservacion de la proteina en las regiones 21-31 y 78-94. La IL-4 equina es especifica de la
especie y no tiene reacciones cruzadas con la IL-4 humana, pero se identificd que la glicosilacion
no solo es importante para la bioactividad de la IL-4, sino también para la generacion de anticuerpos
monoclinicos (mADbs). ( Steinbach F., 2005) (68)

Tabla 9. Interleucina 4 en Equinos
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Cromosoma Exén  Posicion Secuencia de Relacion de Patologia con la que
Proteinas inmunidad se evidencio
14 4de4 21 KSTLKDFLERLKTI Células dendriticas, Clonacion molecular
NC_009157.3 M[K]EKYSKC células de Kupffer, paracélulas
(42204072..42 macrofagos mieloides
212060, Fasciola hepética

complement)

Fuente: Steinbach F., 2005

10.10. Interleucina 4 en caninos

Dentro de la informacion recopilado de la IL-4 canina se encontr6 analogias entre la IL-4 canina 'y
la IL-4 humana. Se encontrd que existen posibles regiones de glicosilacion ligados a N presentes
en la IL-4 canica, de estos sitios en la posicién 62-64 se conserva una similitud en todas las
especies. Hay sitios de glicosilacion en las posiciones 28-30, 45-47, 83-85 y 95-99 que se conservan
unicamente entre la IL-4 canina y felina. De igual forma existe un sitio de glicosilacién extra en la

posicién 101-103 de la secuencia canina. (Tanvir S., 2009) (69)

Tabla 10. Interleucina 4 en Caninos

Cromosoma Ex6én  Posicion Secuencia de Relacion de Patologia con la que
Proteinas inmunidad se evidencio
11 lded 63 [M]GLTSQLIPTLVCL linfocitos T activados Escherichia coli
NC_051815.1 L y los mastocitos
(21758633..21
767487)

Fuente: Tanvir S., 2009

10.11. Interleucina 4 en Aves

Dentro de los estudios recopilados se encontré que el gen IL-4 en aves es estimulado y su
produccidn es potenciada por el estrés por frio (CS). La exposicion a CS en aves permite mejorar
los niveles de ARNm de IL-4. De igual forma se encontr6 que la inmunizacion con adyuvante
completo de Freund (CFA) suprime en buena medida el nivel de ARNm de citosina de IL-4. La
respuesta de Th2 se asocia con la liberacion de IL-4 e IL-10, mismas que potencian la produccion
de anticuerpos. EI CS permite aumentar la expresion de ARNm para los genes IL-12 (relacionado
con Thl) e IL-4 (relacionado con TH2), esto indica que el CS ayuda de para fortalecer el sistema

inmune con la creacién de antigenos. ( Basavarajappa N., 2006) (70)
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Tabla 11. Interleucina 4 en Aves

Cromosoma Exén  Posicion Secuencia de Relacion de Patologia con la que
Proteinas inmunidad se evidencio
13 3de4 -369 HKNLQGLFLNMRQ  Citosinas pro Estrés por frio
NC_006100.5 LL[NJASSTSLKAPCP inflamatorias, Thl y
(17657776..17 TAA Th2 citoquinas.
659512)

Fuente: Basavarajappa N., 2006

10.12. Interleucina 10 (IL-10) en Aves

Dentro de la informacion recopilada del gen 1L-10 en aves (chlL-10) se encontré que este puede
inhibir la actuacion de interferon (IFN) de los esplenocitos que son estimulados por mitdégenos a
nivel de ARNm vy proteinas. EI promotor de chIL-10 y otros sitios de union del factor de
transcripcion se encuentran dentro de este. Existe una relacion entre la estimulacion mitégena de
las células B y la IL-10, puesto que estas células al ser estimuladas por mitégenos tienden a anular

la expresién de IL-10.

Los parasitos del genero Eimeria pueden afectar a aves en general, pero es en la especie Gallus
gallus (pollos, gallinas) de carne y reproduccion en donde existe una mayor afectacion econémica.
En aves susceptibles a infeccidén por Eimeria (infectadas) el intestino delgado de estas tiende a
incrementar el nivel de IL-10 hasta tal punto de mitigar el efecto protector del IFN lo que conlleva
a que en las aves infectadas el sistema inmune carezca de capacidad para limitar el crecimiento del

parasito.

IL-10 es un gen que tiene un papel importante en el control del equilibrio de Th1-Th2y en fenotipos
resistentes o susceptibles al momento de existir una infeccion por algln tipo de parasito protozoo
y debido a esto IL-10 puede ayudar o afectar la respuesta inmunoldgica del hospedador ante una
infeccion de tipo parasitaria. Debido a esto el gen IL-10 es esencial para el control de produccion
de algun tipo de Th durante una infeccion por Eimeria y asi regular las respuestas de IFN que son

de suma importancia para mitigar la infeccion por este parasito. (Rothwel L., 2004) (71)



29

Tabla 12 Interleucina 10 en Aves

Cromosoma Exén  Posicién Secuencia de Relacion de Patologia con la que
Proteinas inmunidad se evidencio
26 3de4 786 QTSTSHQQSMGDLG Thl, Th2, citosinas Caracterizacién del
NC_006113.5 N[M]LLGLKATMRR luminales intestinales, primer grupo de
(2562703..256 CHRF quimiocinas, células genes de citosinas
7283, T, macréfagos y T2 de no mamiferos:

complement) células dendriticas el grupo contiene
genes funcionales de
copia Unica para IL-

3, IL-4, IL-13

Fuente: Rothwel L., 2004

10.13. Interleucina 13 en Aves

En el banco de genes de NCBI actualmente no existe una amplia recopilacion de informacion
concerniente con el gen IL-13 en aves, mas si un estudio relacionado con la caracterizacion del
primer grupo de genes de citocinas T2 de no mamiferos. En este estudio se examina
superficialmente, entre otros genes, a la 1L-13 teniendo como referencia de estudio la secuencia
CACCCAGGGCATCCAGAA que apunta al exon 1 de 4 y con localizacion inicial de 104. (Avery
S., 2004) (72)

Tabla 13. Interleucina 13 en Aves

Cromosoma Ex6n  Posicion Secuencia de Relacién de inmunidad  Patologia con la que se
Proteinas evidencio
13 lde4 104 STPLAMNLSKL 1gY, células B activadas Caracterizacion del
NC_006100.5 KLSD[IITQGIQ  por mitdgenos, impulsan primer grupo de genes
(17651727..17 KLNRGVQVP reacciones de gusanos de citosinas T2 de no
653397) antihelminticos y mamiferos: el grupo

reacciones alérgicas y
promueven anticuerpos.

contiene genes
funcionales de copia
Unica para IL-3, IL-4,
IL-13

Fuente: Avery S., 2004
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10.14. T CD4 en Aves

Dentro de los estudios recopilados sobre el gen CD4 en aves se encontré que el promotor de CD4
de pollos tienen ubicaciones potenciales de union al factor de transcripcion, mismas que son
cruciales en la actividad transcripcional de CD4. Este promotor se encuentra en un sitio con alto
potencial para factor de transcripcion Myb en la posicion -151 del primer intrén del gen CD4.
Ademas, existe una secuencia AGGAGG correspondiente al sitio de union consenso de la proteina
de zinc asociada a Myc (MAZ) a exactamente tres nucleétidos de distancia de la localizacion del
sitio potencial para Myb. (Koskinen R., 2002) (73)

Tabla 14. T CD4 en Aves

Cromosoma  Intrén  Posicion Secuencia de Relacién de inmunidad  Patologia con la que se

MRNA evidencio
1 1de9 -151 GAAACACAGA B2-microglobulin Enfermedad
NC_006088.5 GGGAGG]I...]JAA GAPDH (gliceraldehido infecciosa de la Bursa
(77874435..77 AAGAGGTTTG  fosfato deshidrogenasa) (Gumboro)
885902) CA inflamatorias de manera

analogo a los mamiferos.
También tienen menos
mastocitos y basofilos

gue los mamiferos.

Fuente: Koskinen R., 2002
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11. IMPACTO

11.1. Impacto técnico
El impacto de esta investigacion es de tipo Técnico, porque a traves de la revision bibliografica
se obtuvo una base de datos méas completa que permitird a Biotecndlogos encargados de la
elaboracion de vacunas, tener informacion disponible de las secuencias codificantes de los
genes relacionados con la inmunidad en los parasitos Trematodos que afectan a las distintas

especies animales e impulsar a realizar las respectivas vacunas de ADN.
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12. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

12.1.

CONCLUSIONES

Al analizar los genes que se relacionan con la inmunidad en las diferentes especies animales
tratadas en el presente proyecto de investigacion se identifico que los genes IFN-y e IL-4 son
los que mA&s presentes estdn en las respuestas inmunes, inmunomoduladoras e
inmunorreguladoras ante infecciones por parasitos trematodos en donde el IFN-y corresponde
a una respuesta de tipo Thl y el gen IL-4 corresponde a una respuesta tipo Th2, y ademas en
la mayoria de infecciones el IFN-y es el primero en reaccionar en el sistema del hospedador,
esto es, se produce un incremento de este gen (respuesta tipo Th1) y a medida que la infeccion
avanza se produce una disminucion del IFN-y e incremento del IL-4, cambiando asi a una
respuesta tipo Th2. Lo que implica que debe haber un equilibrio de la produccién de estos
genes en el sistema inmune del hospedador debido a que una sobreproduccion de un gen u
otro puede en ocasiones ayudar a que la infeccion crezca y ocasionar condiciones criticas en
los animales infectados.

De los genes investigados se encontrd informacion completa de IFNG, IL-4, IL-10, IL-13 y
TCD4 para las diferentes especies tratadas en el presente proyecto de investigacién, mismos
de los que se elabord una base de datos en la cual se identifica que los genes IFNG (bobino,
porcino, equino y lagomorfos), IL-4 (ovino, equino, canino y de aves), IL-10 (aves), 1L-13
(aves) y TCD4 (aves) el efecto de respuesta inmune se encuentra localizado dentro de los
exones de cada gen, mientras que para el resto de los genes el efecto de respuesta inmune se
localizd en los intrones.

Se identificd que los genes IFNG (bovino, porcino, equino y lagomorfos), IL-4 (ovino,
equino, canino y de aves), IL-10 (aves), IL-13 (aves) y TCD4 (aves) son posibles candidatos
para la elaboracion de vacunas de ADN debido a que en estos genes se encontré que la
informacion relacionada con la respuesta inmune y mutaciones o modificaciones de los genes
se localiza en los exones de estos y a su vez esta informacion genética puede llegar hasta el
ARM mensajero maduro y de esta manera modificar las proteinas para asi ayudar a fortalecer

la respuesta inmune de los animales.
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12.2. RECOMENDACIONES

e Existe poca informacion de los genes que se relacionan con la inmunidad ante paréasitos
trematodos en los diferentes animales, especialmente en los que no son utilizados para consumo
masivo o explotacion a gran escala, por lo cual es recomendable realizar investigaciones a nivel
genético para aportar con informacion referente a la inmunidad en especies animales como
lagomorfos, camelidos sudamericanos, cobayos y caprinos.

e A partir de la base de datos desarrollada en este proyecto de investigacion se debe estudiar
como afecta una modificacion en la cadena genética de la localizacion especifica de los exones
que se relacionan con la inmunidad para cada gen candidato que se encontrd y asi elaborar
vacunas de ADN que aporten a fortalecer la inmunidad de los animales ante infecciones por

parasitos trematodos.
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Exén1de4 MKYTSYFLALLLCGL[ Ectoparésitos
Cromosoma 5 Localizacién L]JGFSGSYGQGQFFRE/
BOVINOS(bos | NC_037332.1 139 LLCGLLGFSGSYGQG[ | linfocitos Ty5 | 92Tapatas Maryam
IFN-y taurus) (45624513..45629336) | 169 Q]JFFREIENLKEYFNA +y celulas NK J., 2012
(IL-4, 1L-5, IL-
9, IL-10, e IL-
13) células B
Caracterizacio
Cromosoma 3 Intron 3 n estructural y
NC_040254.1 de 3 funcional del
OVINOS (ovis | (162701025..16270542 Localizaci | SSEKLEDFKRLIQIP[...] interferén Dervishi
IFN-y aries) 0) ones: -641 | VDDLQIQRKAINELI ovino E., 2011
Haemonchus
contortus,
Cromosoma 5 linfocitos TH2, | Heligmosomoi
NC_040256.1 Exo6n 4 de 4 neutréfilos des polygyrus,
(20199654..20207472, | Localizacion LLERLKTIMKEKYSK][ | (helmintos). Trichuris Chaplin
IL4 complement) 172 C] 19G e IgE. muris P., 2012
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celulas
Cromosoma 14 dendriticas, Clonacion
NC_009157.3 Exon 4 de 4 células de molecular para | Steinbac
EQUINO (42204072..42212060, | Localizacion KSTLKDFLERLKTIMIK | Kupffer, células hF.,
IL4 (Equus complement) 21 JEKYSKC macrofagos mieloides 2005
caballus) Cromosoma 6
NC_009149.3 Exon 4 de 4
(84510150..84513295, | Localizacion MNDLSPKANLRKRKR] | células T, T Escherichia Sun L.,
IFN-y complement) 44 S]QNPFRGRRALQ CD4 linfocitos | coli 2012
CANINO Cromosoma 11 Exon 1 de 4 linfocitos T
(Canis lupus | NC_051815.1 Localizacién activados y los | Escherichia Tanvir
1L4 familiaris) (21758633..21767487) | : 63 [M]JGLTSQLIPTLVCLL | mastocitos coli S., 2009
Peritonitis
Infecciosa
Felina, Virus
de la leucemia
Cromosoma B4 Intron 1 celulas B, felina, virus de
NC_018729.3 de 3 CQAMFFKEIEELKGYF | células T la
FELINO (Felis | (95329479..95334070, Localizaci | [...J]NASNPDVADGGSL | asociado al inmunodeficie | En Hsieh
IFN-y | silvestris catus) | complement) ones: -155 | F factor nuclear ncia felina Li., 2014
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Thi, Th2, IL-
12, sefializacion
de Th17
particularmente
en células
epiteliales,
Cromosoma 4 enriguecimiento
NC_013672.1 Exén 1de4 de citocinas Trichuris suis
LAGOMORF | (47129947..47134880, | Localizacion LAFQLCLILGSYGCY|C | relacionadas ova Leonardi
IFN-y @) complement) :-173 JQDTLTRETEHLKAY con IL-4 (nematodo) 1., 2014
CAMELIDOS | Cromosoma 12
SUDAMERIC | Unlocalized Scaffold
ANOS NW_021964178.1
(Vicugna (16139166..16144574, NCBI.,

IFN-y

complement)

2020
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GEN ESPECIE CONSULTADO | ENCONTRADOS | LOCALIZADOS | LOCALIZADOS
ANIMAL EN EXON EN INTRON
IFN-y 1 1 1 0
CL5 BOVINOS(bos 1 0 0 0
taurus)
IFN-y OVINOS (ovis aries) | 1 1 0 1
Th 17 1 0 0 0
L4 1 1 1 0
Th2 CAPRINO (Capra | 1 0 0 0
cL5 aegagrus hircus) 1 0 0 0
Th2 PORCINO (Sus 1 0 0 0
IFN-y scrofa ssp) 1 1 1 0
Th 17 EQUINO (Equus 1 0 0 0
L4 caballus) 1 1 1 0
IFN-y 1 1 1 0
Th2 CANINO (Canis 1 0 0 0
L4 lupus familiaris) 1 1 1 0
Th2 FELINO (Felis 1 0 0 0
IFN-y silvestris catus) 1 1 0 1
Th2 COBAYOS (Cavia |1 0 0 0
porcellus)
Th2 LAGOMORFOS 1 0 0 0
IFN-y 1 1 1 0
Th2 CAMELIDOS 1 0 0 0
IFN-y SUDAMERICANOS 1 1 0 0
(Vicugna pacos)
Th2 AVES (gallinas / 1 0 0 0
IL4 pato) 1 1 1 0
IL10 1 1 1 0
IL13 1 1 1 0
T CD4 1 1 0 1
TOTAL 26 14 10 3
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