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RESUMEN

Ortega Alvarez Daniel. SOBREVIVENCIA DE Salmonella gallinarum U2 EN
HETEROQOFILOS DE SANGRE PERIFERICA DE POLLO. Bajo la asesoria de: Dr
Gary Garcia Espinosa, Dr. Guillermo Téllez [saias.

Salmonella spp. es una bacteria intracelular facultativa que tiene la habilidad de
scbrevivir y multiplicarse en los compartimenios de macréfagos y neutrdfilos de los
mamiferos. Sin embargo, el papel central del heterdfilo ante la infeccién por
Salmonelfa gallinarum no ha sido completamenie estudiado, por lo que en este
trabajo se estudid si el heterdfilo es una célula huésped para Safmonella
gallinarurn, come se ha descrito en las Salmonelas gue infectan a los mamiferos.
Para determinar la participacion del heteréfilo, en este estudio se aistaron
heterofilos obtenidos de sangre periférica de pollo Leghorn, se infectaron con una
cepa silvestre de Salmonella gallinarum y se evalud la capacidad fagocitica, asi
como la sobrevivencia y la multiplicacion intracelular Los estudios revelaron que fa
cepa silvestre de Salmonella gallinarum U2 es capaz de sobrevivir de manera
intracelular hasta por un periodo de 4 h, pero no de multiplicarse despues de ser
fagocitada. En los ensayos de fagocitosis se observa mayor fagocitosis en la
relacion célula:bacteria 1:100, en comparacion con las relaciones 1-10, 1.20, 1-50,
sin embargo en la relaciéon 1:200 existe menor nimero de bacterias, aun por debaio
de la refacion 1:10, sugiriendo gue posiblemente a ésta concentracion bacteriana
Salmonella gallinarum produzca un efecto de toxico en los heterdfilos. Estos
resultados indican que el heterdfilo puede ser utilizado como una célula huésped

para Saimonella gallinarum.

Palabras claves: Sobrevivencia intracelular, Salimonella gallinarum, heterdfilos,
polios Leghorm.
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1.0 INTRODUCCION

Salmonella spp. es una bacteria nfracelular facultativa capaz de causar
enfermedad en una gran variedad de especies animales, incluyendo los seres
humanos'. Algunos serctipcs de Salmonella estén adaptados a un huésped
especifico {p.e., S. {yphi puede infectar a los seres humanos, S. gallinarum y S.
pulforum a la mayoria de las aves). En contraste, otros serotipos pueden infectar a
una amplia variedad de huéspedes (p.e., S. enferitidis). Las bases moleculares por la
que algunos serctipos especificos estdn adaptados a un sdlo huésped. son
comprendidas escasamente. Una caracteristica comdn de la patogénesis de tcdas
lzs Salmonelas es su habilidad para accesar en las células que normalmente no sen
fagociticas, como las células del epitelio intestinal, que son la puerta de enirada de
este microorganismo, asi como en los neutrdfilos que constituyen un “sitio seguro”

para el periodo posterior del ciclo patogénico de las Salmonetas 2% %5 €

1.1 Caracteristicas de la infeccién por Salmonelia gallinarum en jos pollos

Salmonelia gallinarum, es el agente etioldgico de la tifoidea aviar en polios’,
enfermedad sistémica que involucra principaimente al sistema fagocitario
mononuciear®, Salmonelia galinarum es capaz de producir enfermedad
principaimente a los pollites recién nacidos hasta sus primeros 7 dias de edad,
posteriormente los pollitos adquieren una resistencia natural de la enfermedad
incluso a dosis de 10° unidades formadoras de colonia (UFC) por la via natural * '°,
Sin embargo, algunas lineas de pollos pueden enfermar @ incluso hasta morir en su
edad joven o adulta con dosis de 10* UFC"". El curso de la infeccidn puede ser
agudo o crénico. La mortalidad asociada con a enfermedad es frecuentemente aita,
en condiciones experimentales con pollos recién nacidos puede ser del 100% °
Diversos investigadores han descrito los factores de virulencia presentes en
Saimonelia gallinarum (Cuadro 1).



Cuadro 1. Factores de vinulencia descritos en §. galfinarum

Factor Referencia

Pldsmido de alto peso molecular (85 kb) Barrow PA, et af., 1987

Gene de la proteina reguladora del pldsmido (spvR) de | Pascopelia L y Smail PLC
85 kb (datos no publicados)

Genes del plasmido de virulencia de la subunidad|Rychlik |, ef al, 1998
estructural menor de la fimbria FaeH y Fael

Gene de la proteina de invasion (invA) IPS-1 Boyd EF, ef al, 1996

Genes de las proteinas de invasidén SpaO (spaQ),iLiJ, efal., 1995
SpaP (spaP) y SpaQ (spaQ) IPS-1

Genes pipA, pipBy pipD IPS-5 Wood MW ef al., 1998

1.2 PATOGENESIS MOLECULAR EN LAS INFECCIONES POR Salmonella
typhimurium Y LA RESPUESTA DEL HUESPED

Las especies de Salmonella (sobre todoe S. fyphimurium) representan
organismos gue pueden usarse para investigar la compleja Interaccidn que ocurre
entre un patégeno y su huésped tanto en estudios, in vifro, como, in vivo. La
facillidad con que puede cultivarse S. fyphimurium y manipularse genéticamente,
asi como la disponibilidad de modelos de cuitivo de tejidos y modelos animales, ha
hecho de S. fyphimurium un organismo deseable para este tipo de estudios. El
modelo mas popular de infeccion de Salmonellz es el modelo de tifoidea en
murinos,




El estudic molecular en procanontes, ha facilitado la identficacion de 108
principales factores de wirulencia de S. fyphimurnium y la caracterizacion de [0s

mecanismos moleculares Involucrados en la interaccion huésped-bacteria®” 1812,
1.2.1 Determinantes genéticos de virulencia v su regufacion

La mayoria de los genes de virulencia de S. fyphimurtium estan agrupados vy
cada grupo distinto recibe el nombre de isla de paiogenicidad (IP}. Las IP se
encuentran también en varias enterobacterias incluyendo Yersinia enterocolitica,
Shigella flexneri, y Escherichia coli enteropatogénica (EPEC, por sus siglas en
Ingiés)?, entre otras. La figura 1 ilustra la distribucién de las 1P de S. typhimurium

{IP8}, asi como otros componentes esenciales de virulencia.
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rigiita 1. Algunos detesminanies genéiicos de viruiencia de S. fyphimurium. A. Distripucién
fisica de [as islas de patogenicidad {tmdngulos} y los principales factores de virulencia. Las
distancias del cromosoma bacteriano estan indicadas en minutos. B. Organizacién genéfica de las
isias de patogenicidad. Figura de Jean-Ciaude Sirard, Florence Niedergang, Jean-Pieme
Kraehenbuhl. Live attenuated Salmonelfa: a paradigm of mucosal vaccine Immunclogical Reviews
1999,171:5-26.

Las [PS-1 y IPS -2 codifican un aparato de secrecion de tipo HI, que permite

la iInyeccién de proteinas efectoras dentro del citoplasma de la célula del huésped,



a través de un canal molecular especializado®™ £l sistema de secrecién tipo 1,
gncontrado en otras entercbacterias, es independiente de la ruta de secrecion por

sec'® 2,23

La maguinaria de iPS-1 inyecta dentro de células de mamifero
proteinas efectoras, gue inducen al acomodo de actina del citoesqueleto, dando

como resultado, membranas onduladas e internacion de Salmonella 24 2% % 2. 77,
28,29, 30

La IP8-1 efectora también participa en |a reaccién inflamatoria generada por
la bacteria en la mucosa infestinal La [PS-2 consiste en genes gue controlan la
multiplicacion  bacteriana en los compartimentos intracelulares de  células
epiteliales y fagociticas® ** *. |a IPS-3 es requerida para la sobrevivencia
intracelular en macrofagos, debido a que provee productos esenciaies para el
crecimiento en condiciones limitadas de Mg® ** . La IPS-4 codifica un sistema
de secrecion de tipo | mediante secrecion de toxinas y puede llegar a participar en
la adaptacion de Salmonefia en el ambiente intracelular de los macréfages™
Finalmente, la iPS-5 codifica factores involucrados en la secrecion de fluidos v ia
reaccién inflamateria en ta mucosa intestinal ocasionados por Salmonella dublin e
invasion ocasionada por S typhimurium, como SopB {SigD), una proteina efectora
secretada por fa SP-1'® %, En cuanto al papel de las protefnas codificadas por los

plasmidos de Salmonella, éstos participan en la lisis de los macrofagos™.

Los microorganismos patdgenos se tienen que adaptar a los drasticos
cambios ambientales al viajar a lo largo del fracto digestivo y cuando elios pasan
del ambiente extracelular al intracelular™ “° Los microorganismos se preparan
para modular su metabolismo produciendo factores téxicos El metabolismo de la
bacteria es limitado durante el ciclo de infeccidn. La maquinaria con fa cual se
lleva a cabo la infeccidn es regulada por una gran varedad de sefales
amblentales gue controlan los genes de virulencia que activan, reprimen o ambas,
totalmente fas propiedades del microbio®™ Para llevar a cabo semejante control,
Salmonella usa diversos sistemas de dos componentes regulatorios, los cuales

ncluyen al sensor histidina cinasa y al grupo regulador transcripcional {Figura 2)
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Figura 2. Los sistemas sensor y regulador de S. fyphimurium. Las sefisles ambientales
modulan la expresion de los factores de virulencia de S. typhimurium Los sensores bacterianos,
presentados como una proteina de membrana integral, reciben sefiales y activan al regulader
transcripcional por fosforilacion. La activacin (flechas negras continuas) o la supresion (ineas
punteadas) de la expresion del conjunto de los genes. El regulador SirFA es encendido en el
compartimento extracslular por las condiciones ambientales del lumen intestinal. En contraste, la
virulencia intraceiular es inducida por los factores especificos en las vacuolas fagociticas. Figura de
Jean-Claude Sirard, Florence Niedergang, Jean-Pierre Krachenbuhl. Live attenuated Salmonelfia: a

paradigm of mucasal vaccine. Immunological Reviews 1998 171 A-26.

También participan PhoQ/PhoP, el sensor SirA, PmrB/PmrA, SsrA/SsrB, v
EnvZ/OmpR que le permiten a la bactena adaptarse al ambiente hosti de ios

compartimentos de los fagocitos profesionales® ** 444548



1.2.2 Salmonella typhimurium invade tejidos de mucosa

Posterior a la ingestién de alimente o agua contaminada con Salmonefla se
inicia el ciclo de infeccién una vez que ha pasado el ambiente del acido gastrico
Un requisito previo a la infeccién es la adherencia a las vellosidades del epitelio
del fleon o al epitelio asociado a foliculo {EAF) sobre las placas de Peyer. Se ha
observado que en ratcnes y terneros, S. fyphimurium es capaz de adherirse a las
vellosidades de células de absorcion, pero teniendo preferencia para adherirse en
células M del EAFY % %8 450 Bebido a la ausencia de vellosidades apicales y &l
glicocalix asociado, las células M aunque expresan actividad de franscitosis.

representan la puerta de entrada ideal para bacterias enteropatogénicas %2,
1.2.3 Salmonelia fyphimurium invade células fagociticas

Los macréfagos han sido considerados la principal célula blanco encontrada
por ia bacteria, desde que ésta atraviesa la barrera epitelial. Se ha observado que
S. typhimurium es fransportada entre las veilosidades de |os enterocitos del ileon,
usande como modeio de estudio ifeon ligado proveniente de terneros y es liberada
dentro de la lamina propia donde es tomada por un macrofago®. Las células
dendriticas presentes en las vellosidades, también pueden jugar este papel Los
macrofagos residentes consfituyen una linea de defensa para prevenir el progreso
de infecciones por Salmonefia, pero esto también puede representar un reservorio,
en el cual ia bactena se esconde y escapa del sistema inmune. En las placas de
Peyer, los macréfagos estan ausentes en el area domo sobre los foliculos En esta
region hay presencia de EAF, células M, células dendriticas, linfocitos B, asi como

expresion de [a integrina especifica CD18/CD11¢™ .
1.2.4 Salmonella typhimurium es transportada por macréfagos

Salmonella, leios de ser destruida por macrofagos, es capaz de sobrevivir

en éstas células = El blogueo de la fusién del lisosoma con el fagosoma, para



evitar iocs mecanismos con actividad bactericida independiente de 02 y N, es un
evenio que se ha sugerido por algunos investigadoresSB'ST, aungue existe
evidencia opuesta a ello®®%. Lo ciertc es que a pesar de gue el lisosoma lograra
fusionarse, la bacteria es capaz de ulilizar mecanismos alternativos de defensa
contra el contenido enzimatice del lisosoma Unc de eslos mecanismos es ia
acitacion del LPS de la membrana exierna de ia Salmonella, reguiada por
FhoQ/PhoP, que evita el anclaje de los peptidas catidnicos antimicrobianos y por

lo tanto el blogueo de {a formacion de poros en su membrana®.

Para sobrevivir en macrdfagos, S. fyphimurium toma ventagja de un grupo de
genes regulados por el sistema regulador PhoQ/phoP, incluyendo los genes
activados PhoP (pag); el PmrA/PmrB sistema de dos componentes que controlan
genes involucrados en |z resistencia de peptidos catidnicos, y genes que codifican
transporte de magnesio {SPI1-3) La inactivacion de la sefial de genes pag no tiene
efecto en la virulencia, refleando un alto grado de redundancia como es
observado en los genes de invasion® Estos datos sugieren que Salmonelia se
adapta optimamente para sobrevivir tanto en huéspedes diferentes y celulas

fagociticas incluyendo macréfagos, neutrdfilos v célulag dendriticas.

1.2.5 Diseminacion

Posterior a la infeccion de los tejidos de mucosas, S. fyphimurium alcanza
subsecuentemente el bazo y el higade donde puede multiplicarse inicialmente
dentro de neutrofilos vy macrofagos, posteriormente solo dentro de los
macréfagos®™ Se ha propuesto gue la bacteria alcanza los distintos drganos
dentro de macréfagos. No hay evidencias experimentales que indiguen que el
macrofago pueda vigjar de sitios de mucosas para filtrarse en nodos linfoides
entrar a la circulacian y migrar por el bazo. En la diseminacion sistémica participan

las célutas fagociticas, los ptasmidos de virulencia y la regién de la SPI-2°2 23 62,64,



1.3 Fagocitos profesicnales polimorfonucieares

Llos neutrdfilos al ser unz célula fagecitica profesional es unc de los
componentes mas importante del sistema de defensa innato del huésped, participa

en la fagocitosis y lisis del microorganismo que penetra la barrera del epitelio
intestinai

Los leucocitos polmorfonucigares (PMN) se forman a partir de un linge
mieloide en la médula dsea durante la hematopoyesis Estos son liberados a la
sangre penférica donde circulan de siete a diez horas antes de emigrar a los tejidos
donde tienen una vida media de 1 a 2 dias en humanos®. Posteriormente mueren

por apcptosis y sus restos celulares son removidos por macréfagos % %7

Los neutréfifos son las primeras células en llegar al sitio de inflamacion =
movimento de neutrdfilos en circulacion hacia los tejidos, recibe el nocmbre de
extravasacién, lo cual involucra diversos pasos: Primero, la céiula se adhiere al
endotelio vascular™, después penetra al espacio enire el endotefio adyacente de las

células epiteliales de la pared def vaso sanguineo™, v, finalmente penetra en fa
membrana basal dal tejido”.

1.3.1 Fagocitosis

La fagocitosis es la ingestion de particulas relativamente grandes (>0.5um),
llevada a cabo por las células fagociticas profesionales. Este mecanismo es
Yevado & cabo en la remodelacién de tejido, en la inflamacion v en la defensa
contra agentes infecciosos’. Paraddjicamente, la fagocitosis es también un
mecanismeo comin por medio del cual ciertos microorganismos invaden las céluias
del huésped y asi evaden los mecanismos de destruccion directa de los

anticuerpos ¢ el complemente.



El proceso fagocitico puede ser dividide dentro de diversos pasos: la
adhesién de la particula en la superficie celular, la formacion de una vesicula
endocitica llamada fagosoma, la maduracion del fagosoma para convertirse en
fagolisosoma, y, finalmente, la digestién dentro del fagolisosoma. El proceso es
inclado  por sefiales, dichas sefiales son orniginadas en ios receptores que
participan en la adhesion de la particula El proceso de la fagocitosis esta
intimamente relacionado con el proceso endocitico, el cual también esta
involucrado en la presentacion de péptidas antigénicos del material fagocitado
Una de las principales funciones de la fagocitosis es la destruccion de
rmicraorganismos, sin embargo, diversos patégenos son capaces de vivir dentro

del fagosoma y aun dentro del fagofisosoma’™.

1.3.2 Formacion del fagosoma

Cuando las particulas se adhieren en la superficie celular, la membrana
celular se invagina para formar el fagosoma Este proceso es llevado a cabo por
diferentes receptores (Cuadro 2) que facilitan la adhesion de las particulas en la
superficie celular. Estos receptores pueden interactuar direciamente con la
particulg a fagocitar, a través de sus determunantes estructurales presentes en ia
superficie de la particula (fagocitosis sin opsoninas), o indirectamente, por
reconocimiento de opsoninas proporcionadas por el huésped (fogootosis
dependiente de opsoninas). Los receptores de opsoninas que han sido
caracterizados son de ia porcion Fc de IgG (FeyR)™ y el receptor del
complemento 3 (CR3, por sus sigias en inglés) que fila la proteina del
complemento 3bi El FovR constitutivo permanece activo en la fagociosis,
mientras que el CR3 capta la particula, pero no participa en la internacion de la
misma, sélo a través de un estimulo adicional, como o son ésteres de forbol o

estimulacion de citocinas o por un enlace con proteinas de la matriz extracefular ”°.
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Cuadro 2.

Receptores que Promueven la Fagocitosis en Células* de Mamifero

Receptores dependientes de opscninas
Receptores F¢ (FoaR, FosR y FoyR) #HF 76 70
Receptores de! comptemente (CR1 y CR3) ¥ M8 70

Receptor de vitronectina (owps) ¥7&

Receptores independientes de opsoninas
Receptares del complementa (CR3) ™ N7
Receptores de endotoxina (CD18, CD14'M& ™
Integrinas B 1(inciuyendo receptores pffibronectina, colagenc y laminina) "7
Integnnas $3 M
Receptor de manosa "-N0877
Receptor BGlucano ™™
Receptor de galactosa M
Receptor carrofiero/limpieza """
M. Macréfago N: Neutrdfito

La fagocitosis mediante FcR y CR es llevada a cabo por la recrganizacion
de filamentos de actina (F-actina) ** *. El receptor FeyR inicia fa fagocitosis por un
mecanismo de cremallera, interactuando una IgG opzonizada con FoyR,
estimulando la extensidn de pseuddpodos alrededor de la particuta para producir
un fagosoma, acercando estrechamente a la particuta® ** ®. Sin embargo, las
particulas que son adhendas a CR se hunden directamente en el cuerpo de la
célula para formar un peqguefio pseuddpedo. Por lo tanto, la membranz del
fagosoma se une herméticamente a las particulas opsonizadas con el
complemento, como areas de contactc que separan regiones mas suelias de la

membrana (Kaplan G, 1977, Allen LAH y Aderem A, 1986 ** %4,

11




1.3.3 El destino intracelular del fagosoma

La formacién del fagosoma es llevada a cabo a través de una sefie de
procesos de fusionffision con vesiculas presentes en la célula, principalmente con
ios organeios de la ruta endociiica y eventualmente con el fagolisosorna. Asi, los
cambios graduales de ia membrana det fagosoma lfegan a ser mas similares gue

los endosomas tardios y lisosomas en la ruta endocitica *.

1.3.4 Degradacion de las particulas fagocitadas

Las particulas fagocitadas probablemenie son degradadas por la misma
maquinaria utilizada en el material internado por el proceso endocitico, vy la
acidificacion del fagosoma es un componente critico en el procesc de degradacion
como lo es en la ruta endocitica. La acumutacion de ATPasas en la membrana
fagosomal permite a maduracion® y puede estar involucrado en la acidificacion
del fagosoma. [a particula puede ser completamente degradada dentro de
compartimento fagolisosomal, ¢ ccurrir una degradacion parcial en el fagesoma
con un subsecuente fransporte al endosoma tardio para una protedlisis

completa®.

1.3.5 Mecanismos que evaden la defensa del huésped

Diferentes patdgenos pueden interferir en uno o mas de los diferentes
pasos en el proceso fagocitico para sabrevivir dentro de la célula huésped. Como

se menciond anteriormente, la principal funcion de la fagocitesis es la in

eshan y
gliminacion de agentes infeccioses, y la mayoria de las bactéenas, incluyendo
muchos patdgenos bacterianos, que son fagocitados por macréfagos y neutrdfilos
polimorfonucleares son eliminados. Sin embargo, diversos patdgenos han
desarrollado varias estrategias para sobrevivir y multiplicarse dentro de las células.
Para efectos de este fema de fesi's sélo se menciona la sobrevivencia de
Salmonella typhimurium dentro del fagolisosoma (Ver Salmonella typhimurium

es transportada por macréfagos pagina 7 y Diseminacién pagina 8}
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1.3.6 Mecanismos microbicidas en neutrdfilos

Los mecanismos microbicidas consisten en una cormbinacion de procesos
oxidativos y enzimaticos (independientes de oxigeno), que se activan
simultaneamente al iniciar la fagocitosis. Subsecusnte a la fagocitosis son
activados dos procesos microbicidas: (i) el estallido respiratorio, llamado ast por un
incremento 50 a 100 veces mas en el consumo de O, dando como résultado la
produccion directa de metabolitos intermediarios reactivos de oxigeno {(IRQ) e
indirectamente  metabolitos intermediarios reactivos de nitrogenc (IRN); (i) la
degranuiacidn, que corresponde a la liberacién de conienidos de granuios

azurofiticos (ptimarios) y especificos (secundarios), dentro del fagosoma para
formar e! fagolisosoma®®.

1.3.6.1 Mecanismos oxidativos

1.3.6.1.1 Metabolitos intermediarios reactivos de oxigeno. E| estallido
respiralorio u oxidalive en neutrdfilos, es desencadenado en la fagocitosis ©
cuando la ruta es activada, in vitro, por un estimulo sintético apropiado. El estallido
respiratorio da como resultado la produccidn secuencial de una variedad de
metaboiitos intermediarios reactivos de oxigeno [RO bacterioestaticos y
bactericidas. El superdxido (O} es formado, inicialmente, por la reduccion de
oxigeno molecular por electrones simples que son originados de NADPH,
generados via segmentos oxidativos de la via pentosa fosfato. Este proceso es
catalizado por la accion combinada de ta NADPH oxidasa en ia membrana
plasmatica y el citocromo bss . Sin bien O puede contribuir a la muerte
microbiana, ofros ICR mas potentes, son generados rapidamente de este
precursor. El perdxido de hidrégeno (H2Q2), es formade por dismutacion
espontanea, accion catalitca de superdxido dismutasa (SOD) o ambas La
mieloperoxidasa (MPQ) dependiente de oxihaluro, como el acido hipocloroso

(HOCI) es generada por la reaccién de H.O; con sbundantes iones de CI
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tomados del liquido extraceiular; secundariamente aminas cloradas son generadas
por Ia reaccion de HOCI con componentes que contienen nitrégeno™,

1.3.6.1.2 Mefabolifos intermediarios reactives de nitrogeno. Los
neutréfilos presentan metabolitos intermediarios reactivos de nitrogeno {IRN). El
mecanismo dependiente de nitrégeno, se inicia por la enzima dxido nitrico sintasa
(NQOs, por sus siglas en Inglés) de la cual se conocen 2 isoformas constitutivas
(cNO2, por sus siglas en Inglés, también llamadas NOS1) y una inducible iNOs,
por sus siglas en Inglés, tambidn llamada NOS2) La iscforma iNOs es la
involucrada directamente en la produccion de éxido nitrico (ON) y destruccién de

microorganismos intracetulares®,
1.3.6.2 Mecanismos no oxidativos

Los neutrofilos contienen abundantes enzimas hidroliticas y polipéptidos
antimicrobianos {Cuadro 3). Hidrolasas éacidas y defensinas estan contenidas
dentro de los granulos Los granulos azurofilicos contienen muchas enzimas
proteoliticas y sacarcliticas, capaces de digerir proteinas estructurales
microbianas y mucopolisacaridos, donde |os contenidos de los granulos
especificos incluyen proteinas como lisozima y colagenasa, las cuales destruyen

ios componentes que envuelven |a célula®
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Cuadro 3. Proteinas presentes en los granulos de [os neutréfilos

Granulos Azurofilicos  Granulos Especificos Granulos

{Primarios) (Secundarios) Terciarios
Mieloperoxidasa Fosfatasa alcalina Tetranectina
Fosfatasa acida Histaminasa Fosfatasa alcalina

latente
Glucosaminidasa Colagenasa Gelatinasa
5'-Nucloetidasa Proteina gue fig vitamina
Bz

o-Monesidasa Receptar laminina
Arilsufatasa Receptor C3Bi
a-Fucosidasa FMLP
Esterasa Lactoferrina
Catepsina G Citocrome b245
Elastasa Flavoproteinas
Histonasa Lisozima

Fosfolipasa A

Proteinas catidnicas
Proteina

que ncrementa  la
permeabilidad (BPI1)
Defensinas
Glicosaminoglicano
Sulfato de condrontina
Sulfato de heparmna
Lisozima

Tomado de. Cohen MS. Molecular events in the activation of human neutrophils for
micrabial killing. Clin Infect Dis 1994, 18(Suppl 2):5170-179.

Las enzmas hidroliticas en neutrdfilos aumentan el dafio microbiano
iniciado por IRO y participan en la digestidn de microorganismos muertos y células
dafiadas del huésped. Las proteasas de serina como lo es elastasa y catepsina G
hidralizan proteinas de la pared celular bacterana y la lisozima degrada
componentes del polisacaride Las enzimas también pueden limitar la
diseminacion de [a inflamacion dentro del microambiente local por degradacion de
agentes primarios como lo es el TNF-o y linfotoxina®™. Catepsina G también
contribuye a la muerte bacteriana a traves de un mecanismo Independiente de la
actividad enzimatica®. La proteina que incrementa la permeabilidad bactenana

(BPI, por sus siglas en Inglés) se encuentra presente en los grénulos primarios *.
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La potente acividad litica de Iz BPI en las bacterias Gram negative, se debe a su alia
afinidad {< 10 nM) de BP para ef lipopolisacarido bacterianc™.

Las defensinas, las cuales constituyen 30-50% de las proteinas de los
granulos azurofilicos, son pequefios péptidos antimicrobianos tdxicos contra una
amplia variedad de bacterias, hongos y algunos virus. Su toxicidad puede ser

debida a la permeabilizacion de membrana de la célula blanco®.

1.3.6.3 Interaccién enire mecanismos dependientes e independientes de
oxigeno

Los procesos oxidativos y no oxidativos pueden destrur algunos
microorganismos de manera independiente, pero la combinacion de los dos
incrementa substancialmente el potencial de destruccién micrebiana de los
neutrdfilos. Desgraciadamente, el potencial de dafio en el tejido del huésped
también se incrementa De hecho, la interaccién cooperativa es vital en muchos
casos. Bacterias Gram negativas, por ejemplo, son resistentes a la lfisozima a
menos que sea expuesto simultdneaments a oxidantes, factores del complemento
o ambos® Oxidantes clorados también sostienen la actividad de algunas
proteasasgo. Las proteasas de serina como la elastasa constituyen una parte del
circuito regulador que modula las funciones oxidativas y fagociticas de neutréfitos,

|l activacion de linfocitos y las actividades de factores del complemento®.
En las aves, el grupe de leucocitos palimatfonucleares (PMN) incluye a los
heterdiilos, equivalente a los neutrofilos en mamiferos, eosinofiios vy baséfilos,

siendo estos dos Ultimos fenotipos celuiares muy escasos™.

1.3.7 Mecanismos microbicidas descritos en heteréfilos

El contenido de fos granulos de los heterdfiios sanguineos aviares esté

presente en dos principales tipos de gréanulos ¢ posiblemente tres (Cuadre 4) Los

16



granulos largos son elipticos {0.8 a 3 um} y contienen péptidos catiénicos lisozima,
fosfatasa acida y mieloperoxidasa, pero carecen de fosfatasa alcafing'® 11 102 1%,
104.385,106 { o5 granulos pequefios son esféricos (0.2 a 1um) contienen hidrolasa
acida como lo es B-glucoronidasa'®. Catepsina y o-glucosidasa activa estan

presentes en heterdfilos, pero no ha sido designade a cusl de los dos tipos de
granuios pertenece’® 1%,

Cuadro 4. Proteinas presentes en los granulos de los heterdfilos

Granules Azurdfilicos Granulos Especificos Granulos
oo . \Primaros} (Secundarios)  _  Terciarios
Mieloperaxidasa Hidrolasa acida Gelatinasa {Rath ef al
(Lam, 1997) {Brune, 1973} 1998)
FFosfatasa &cida f-glucoronidasa

(Brune, 1973)

Esterasa Colagenasa
(Topp ef a/ 1972) (Rath et af,, 1998)

Proteinas catidnicas
(Evans ef af,, 1994)
p-Defensinas
{Evans ef al 1994)
Catepsina

{Brune, 1973)
a-glucosidasa
Lisczima

La presencia de las proteinas catidnicas con actividad bactericida en los
granulos de los neutréfilos en mamiferos se conoce desde hace mas de 20 afios,
pero las protefnas no habian sido purificadas y caracterizadas''® " "% Estas
proteinas catidnicas son localizadas en los granulos largos elipticos de los
heterdfilos'' "2, Extractos crudos de granulos heterofilicos destruyen, m vitro, a
£ coli, Serratia marcescens y Staphylococcus albus a concenfraciones de 20 & 35
ug/mL'® . Heterdfilos lisados son capaces de destruir, in vifro, a E. coli v S. aureus,
pero no es efeclivo para destruir P. muftocida, sin embarge heterdfilos intactos

pueden destruir completamente las tres bacterias'**
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Por otra parte los miembros de un grupo de granulos heterofilicos aviares
son ios péptidos antimicrobianos gue han side purificados y caracterizados. Estos
péptidos son llamados gallinacinas (Gal 1o, Gal 1, Gal 2), péptidos
antimicrobianos de heterdfilos de polle {CHP 1, CHP 2} y peptidos antimicrobianos
de heterofilos de pavo (THP 4, THP 2, THP 3)'*> '™ |os ocho péptidos
pertenecen a la clase de péptidos antimicrobianos de B-defensinas. Coma grupo,
las defensinas tienen un amplio especiro de actividad contra bacterias Gram

positivas y Gram negativas, protozoarios, hongos, y algunas veces hacia los

VI!'USHB' 17

1.4 JUSTIFICACION

Dado que ef heterdfilo es la primera linea celufar de defensa, que posee
mecanismos microbicidas que no requieren ser activados, se estudio, in vitro, si
Salmonella gallinarum puede sobrevivir en los heterdfilos como es bien conocido

en los neutrdfilos de mamiferos

1.5 HIPOTESIS

Debido a gue los pollos Leghorn son resistentes a la infeccidn por Salmonefla
spp y que ios heterdfilos han mostrado tener capacidad litica hacia ofros

microorganismos, entonces Safmonella gallinarum sobrevivird dentro de heterdfilos.
1.6 OBJETIVOS
1.6.1 GENERAL

¢ Evaluar la capacidad de sobrevivencia y multiplicacion de Salmonella galfinarum
dentro de heterdfilos de pollo Leghom.
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1.6.2 PARTICULAR
s Evaluar la capacidad fagocitica de los heterdfilos provenientes de sangre

periférica de pollo Leghomn hacia la cepa silvestre patégena de S. galflinarum.

2.0 MATERIAL Y METODOS

2.1 Animales. Se usaron gallinas adultas de 40 a 50 semanas de edad de |3 estirpe
Leghom blanca, clinicamente sanas; alojadas en una de las unidades de aislamiento
del Departamento de Produccidn Animal: Aves de la Facuitad de Medicina
Veterinaria v Zootecnia de la Universidad Nacional Autdnoma de México. Las aves

fueron alimentadas con una racion balanceada sin medicar y con agua ad libifum

2.2 Aislamiento de heterofilos a partir de sangre periférica. Los heterdfilos
fueron obtenidos a partir de 10 mL de sangre completa con EDTA at 10% (SIGMA).
Parz el aislamiento de las células, la sangre se obtuvo asépticamente de la vena
braguial con jeringa de 10 mL y aguja de 22 X 32 mm y fue diluida en un volumen
igual de medio de cultivo celular DMEM a 41°C (GIBCO).

El procedimiento basado en la sedimentacién de células mediante gradientes
de una suspension coloidal de particulas de silice con polivinilpirrolidona, Percoll™,
es totalmente inocuo para las células, por lo cual se utilizd la téenica para ia
obtencién de heterdfilos de sangre periférica descrita por Mills y Wilcox''®, con

algunas maodificaciones que se describen brevemente a continuacion: se prepard
una solucién madre adicionando § volumenes de Percoll {densidad 1.13 g mL™)
. (SIGMA)} a un volumen de solucién salina amortiguadora de Hanks' (GIBCO)
concentrada 10 x, sin Ca® y Mg®". De dicha solucidn se prepard ia solucidn de
trabajo a una concentracion del 70% (densidad 1.087 g mL™") y 80% (densidad 1.110
g mL™"). Se colocd 3 ml. de cada gradiente discontinuo en tubos de plasfico para
centrifuga de 12 mL. Se colocd 3 ml. de la sangre mezclada con DMEM (GIBCO)
sobre los gradientes, posteriormente se centrifugd a 550 x g por 20 minutos a 20¢ C.

Los heterdfilos se colectaron entre la interfase de los gradientes de Percoll. Las
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16.2 PARTICULAR
s Fvaluar la capacidad fagocitica de los heterdfilos provenientes de sangre

periférica de pollo Leghorn hacia ta cepa silvestre patogena de S. galflinarum.

2.0 MATERIAL Y METODOS

2.1 Animales. Se usaron gatlinas adultas de 40 a 50 semanas de edad de la estirpe
Leghom blanca, clinicamente sanas; alojadas en una de las unidades de aislamiento
del Departamento de Produccidn Animal: Aves de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Auténoma de México. Las aves

fueron alimentadas con una racion balanceada sin medicar y con agua ad libitum

2.2 Aislamiento de heterdfilos a partir de sangre periférica. Los heterdfilos
fueron obtenidos a partir de 10 mL de sangre completa con EDTA al 10% (SIGMA).
Para el aislamiento de las células, la sangre se obtuvo asépticamente de la vena
braquial con jeringa de 10 mlL y aguja de 22 X 32 mm y fue diluida en un volumen
igual de medio de cultivo celular DMEM a 41°C (GIBCO).

El procedimiento basado en la sedimentacion de céiuias mediante gradientes
de una suspension coloidal de particulas de silice con polivinilpirrolidona, Percoii™,
es totalmente inocuo para las células, por lo cual se wilizd la técnica para la
obtencién de heterdfilos de sangre periférica descrita por Mills y Wiicox''®, con
algunas modificaciones que se describen brevemente a continuacion: se prepard
icionando 9 volmenes de Percoll {densidad 1.13 g mi™)
. (SIGMA) a un volumen de solucidn salina amortiguadora de Hanks' {GIBCO)
concentrada 10 x, sin Ca® y Mg®. De dicha soiucidn se prepard la solucién de
trabajo a una concentracion del 70% {densidad 1.087 g mL™) y 80% {densidad 1.110
g mL™"). Se colocd 3 mL de cada gradiente discontinuo en tubos de plastico para
centrifuga de 12 mL. Se colocd 3 mL de la sangre mezclada con DMEM (GIBCQO)
sobre los gradientes, posteriormente se centrifugd a 550 x g por 20 minutos a 20° C.

Los heterdfilos se colectaron entre la interfase de los gradientes de Percoll Las



células fueron lavadas dos veces en DMEM a 250 x g por 10 min a 41° C y fueron
resuspendidas en DMEM suplementado con 10% de suero de pollo (el complemento
fue inactivado por calor a 56 °C per 30 min) (GIBCO) a 41° C con 5% de CO, EI
medio recibird el nombre de DMEM-10. La pureza vy viabilidad de las células se

determinaron por la coloracion de exclusion de azul de tripano {SIGMA)

2.3 Preparacion de la bacteria. Se usd la cepa silvestre de Salmonella gallinarum
(cepa U2) altamente virulenta para pollos de engorda neonatos, obtenida en e
Departamento de Produccion Animal; Aves de [a Facultad de Medicina Veterinana y
Zootecmia de la Universidad Nacional Autdénoma de México. Una colonia de la
bacteria fue crecida en 10 mL de caldo de soya tripticaseina (TSB-DIFCO), incubada
por 16 h, g 37° C y en agitacién a 200 rpm. Transcurrido el tiempo, se transfirieron
100 pL del cultiva a un matraz con 10 mL de TSB fresco y se volvio a incubar bajo
las mismas condiciones por 3 h para alcanzar ia fase logaritmica temprana. La
bacteria fue posteriormente lavada con solucién amortiguadora de fosfatos {PBS} y
centrifugacion a 41°C dos veces. La bacteria fue resuspendida en PBS a 41°C y
agjustada a 600 nm en un espectrofotémetro a una concentracion de 10° unidades

formadoras de colonia (UFCYmL v mantenida a 41°C antes de su uso.

2.4 Capacidad fagocitica de los heterdfilos provenientes de sangre periférica.
En placa de 96 pozos se depositaron 1x1 0° heteréfilos por poze en 100 ul de
medic DMEM-10 con HEPES 10 mM (SIGMA) a 41°C y 5% de CO,,
inmediatamente después, fueron Infectados con diferentes concentraciones de
bacteria, 11, 1.10, 1-20, 1:50, 1:100, 1:200, para conocer la médxima capacidad
fagocitica de los heterdfilos. Para sincronizar la infeccion, la placa fue centrifugada
a 1000 rpm por 5 min entre 39 a 41°C y posteriormente incubada a 41°C con 5%
de CO; por 30 min para permitir la fagocitosis Para quitar ef exceso de bacterias
no internadas, cada pozo fue lavado 2 veces con medio DMEM con 250 pug/mL de
gentamicina (Shering Ploug), al final de los tavados se agregaron 100 pl. de medio
DMEM con 250ug/mt. de gentamicina v se mantuvieron en cultivo a 41°C con 5%

de CO; por 30 min para eliminar el resto de bacterias no internadas . Después se
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procedi® & lavar 2 veces cada pozo con DMEM pare guitar el antibibtico. Para
determinar la cantidad de bacterias presente dentro de los heterdfilos se lisaron las
céluias. El lisado celular se lievo a cabo con 1 mL de PBS con Tritén X-100 al 20%
(J.T BAKER) por un minuto en un mezclador. Del lisado se realizaron diluciones
decuples seriadas para ser sembradas en agar de soya fripticaseina (TSA-DIFCO)
en cajas de Petri y se incubaron por 24 h a 37°C para conteo de UFC,

2.5 Sobrevivencia de Salmonella gallinarum dentro de los heterdfilos, Para
determinar la capacidad de S. gallinarum para sobrevivir dentro de los heterdfilos, las
céluias fagociticas y las bactenas se incubaron juntas como se describio
anteriormente para el ensayo de fagocitosis. Sin embargo, posterior a la remocion de
las bacterias no internadas por lavados e incubacién con medic con gentamicina, 1as
placas fueron incubadas a 41°C con 5% de COz por 1, 2, 3y 4 h y fueron

sembradas como se describio anteriormente para su cuantificacion
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3.0 RESULTADOS

3.1 Capacidad fagocitica de los heterdfilos. Como se muestra en la figura 3, los
heterofilos de pollo Leghomn, fueron capaces de fagocitar, in vitro, a S. galfinarum
desde 10 hasta 100 UFC, sfends la méaxima capacidad fagocitica de ios heterdfilos
con la bacteria de 1:100. Es imporiante sefialar, como se muestra en la gréfica, que

existe menor ndmero de bacterias cuando se utilizé la relacién 1:200, aun per debajo
de la relacién 1:10.

4.5

o

3.5
2.5 4
1.5 -

S
0

Saltmonefla warac thalas UTT ~ 104

1 10 20 50 100 200

Relacidn de las UFC adicionadas por heterédfilo

Figura 3. Capacidad de los heterdfilos de polio Leghorn para fagocitar la cepa
silvestre de S. galinarum U2, Los 10° heterdfilos fueron infectados con diferente
concentraciones de bacteria por 30 min a 41°C. Después de eliminar ias bacterias
no internadas, las células fueron lisadas para recuperar la bacteria viva La

bacteria fue cuantificada por el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC)
en agar de soya tripticaseina (TSA-DIFCO}

2.2 Sobrevivencia de S. gaffinarum dentro de los heterofilos. Como se muestra
en la figura 4, S. gallinarum fue capaz de sobrevivir perc no de multiplicarse dentro

de los heterdfilos de pollo Leghom, aislados de sangre periférica durante 4 h.
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También se observd gue los heierdfilos destruyeron al 65% de las baclerias
intracelulares durante los primeros 60 min de Incubacién. Posteriormente, S.

gallinarum se mantuvo intracelularmente hasta 4 h posinfeccion.
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Figura 4. Sobrevivencia intraceluiar de la cepa silvestre de S. galfinarum U2 en los
heteréfilos de pollo Leghorn. 1 x 106 heteréfilos fueron infectades con una relacion
célula bacteria de 1:100. Después de la fagocitosis y remocién de las bacterias
exiracelulares las células fueron lisadas a diferentes tiempos para recuperar la
hacteria viva. La bacteria fue cuantificada por el nimere de unidades formadoras

de colonia (UFC) en agar de soya tripticaseina.

4.0 DISCUSION

Este es el primer estudio donde se describe |a sobreviviencia intracelular de
Saimonella gallinarum en heterdfilos de pollc Leghorn cobenidos de sangre
periférica. Ds acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion se

observa que los heterdfilos de pollo Leghorn ne activados, fagocitan y permiten la
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También se observd que ios heterdfilos destruyeron al 65% de las bacterias
Infraceiuiares durante los primeros 60 min de incubacion. Posteriorments, S.

gallinarum se mantuvo intracelularmente hasta 4 h posinfeccién
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Figura 4 Sobrevivencia intracelular de la cepa silvestre de S. gaffinarum U2 en los
heterdfilos de pollo Leghorn. 1 x 106 heterdfitos fueron infectados con una relacion
célula bacteria de 1:100 Después de la fagocitosis y remocion de las bacterias
extracelutares las células fueron lisadas a diferentes fiempos para recuperar la
baciena viva. La bactena fue cuantificada por el ndmero de unidades formadoras
de colonia (LIFC) en agar de soya tripticaseing,

4.0 DISCUSION

Este es el primer estudio donde se describe la sobreviviencia infraceluiar de
Salmonella gallinarum en heterofilos de pollo Leghorn obenidos de sangre
periférica De acuerdo a los resultados obtenidos en |a presente investigacion se

observa que los heterdfifos de pollo Leghorn no activados, fagocitan y permiten ia
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sobrevivencia de la cepa silvesire de Salmonella gallinarum U2, hasta por un

periodo de 4 h, pero no de multipicarse de manera intracelular.

Los pallos después de los 7 dias de edad incrementan su resistencia
natural hacia a la infeccidn por Salmonella. este mecanismo de resistencia adn no
ha sido dilucidade Sin embargo se sabe que cuando Salmonella enterifidis es
administrada intravenosamente y alcanza el sistema fagocitario mononuclear éste
répidamente controla a la bactera per se''®. Lo mismo es observado en los pollos
Leghorn de un dia de edad, que son desafiados con S. ententidis por la via natural
con una dosis de 4x10° UFC/mL, siendo resistentes a la infeccion (Garcia-
Espinosa G, observacionas clinicas y experimentales no publicadas). Se sabe que
los macrofagos y heterdfitos del bazo, los monociios y hetercfilos de sangre
periférica de pollos aduitos fagocitan y fienen una achividad baciericida contra
Safmanella enteritidis'™ ', \o que ha sugerido que éstas células participarian en
la resistencia del huésped hacia |2 bacteria Sin embargo, el papel del heterdfilo
como célula huésped ante la infeccion con Salmonelfla no es conocido. Diversos
Investigadores han deserito algunos factores de virulencia presentes en Salmonelia
gallinarum, como el plasmido de alto peso moiecular (85 kby'®. Los genes del
plasmido de virulencia de la subunidad estructural menor de la fimbria FaeH y
Fael™; los genes pipA, pipB y pipD pertenecientes a la IPS-5'"®. Sin embargo
hasta el momento no ha sido caracterizada la IP-3 en S. gallinarum, en S.
typtumurium  parficipa en la  sobrevivencia ntracelular en los fagocitos
profesionales. Tampoco ha sido caracterizada la 1P-2 en 3. galfinarum, en S
typhimuriumm  participa en la multiplicacién  intracelular en los fagocites
profesionales. la ausencia de multiplicacion intracelular de 5. gallinarum
cbservada en el presente estudic podria ser debido a una rapida respuesta de los
mecanismos microbicidas de los heterdfitos. Debido a que se ha reportado un
aumento considerable de las UFC en bazo e higado de pollos neonatos
susceptibies y la presencia de proteinas codificadas por genes cromosomales de
Salmonelfa gallinarum gue participan en el incremento del nimero de UFC en ios

drganos blanco’# es probable que la multiplicacidn intracelular sea bloqueada por
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el heterdfilo de poilos Leghorn. La presencia de los mecanismoes microbicidas de
ios heterdfilos hacen pensar gue elios serian los responsables de bloquear la
muttiplicacion bacteriana, sin embarge se a observado que los mecanismos
microbicidas de los neutréfifos de humanos no son suficientes para bloguear la
multiplicacion de Salmonelia typhimurium'> probablemente los heterdfilos tengan
algdn mecanisme mas rapido y eficiente para controlar ia bacieria intracelular que
los neutréfiios de humanc En estudios, in vitro, se ha observadco el mismo
comportamienio micrebicida en macrofagos de pollo no activados (Garcie-

Espinasa, sometido a publicar en FEMS).

Cuandc se determind la capacidad fagocitica de los heterdfilos hacia
Salmeonella gallinarum, es interesante observar la pobre capacidad fagocitica de
los heterdfilos hacia la Saimonella especifica de la especie, se ha observado el
mismo compertamiento en macréfagos de pollo no activados (Garcia-Espinosa,
sometido a publicar en FEMS), asimismo se observa mayor fagocitosis en la
relacion célula:bacteria 1:100, en comparacion con las relaciones 1:10, 120, 150,
sin embargo en la relacion 1:200 existe menor nimero de bacterias, aun por debajo
de la refacion 1 10, suginendo que posiblemente a ésta concentracién bacteriana
Salmonelia galfinarum produzea un efecto de tdxice en el heterdfilo, come ha side

observado en neutréfilos de humane que fagocitan Salmonella typhimurium'®.

Se ha cbservado que ios polios Leghorn son resistentes en forma natural a la
enfermedad causada por Salmonella gaflinarum'**, Salmonella enteritidis (Garcia-
Espinosa G, sometde a publicar en Acta Vet) y Salmoneffa typhimurium'™®, sin
conocer actualmente el mecanismo involucrade, Debido a la susencia de
enfermedad a altas concentraciones de Salmonelle administrada a estos pollos, el
mecanismo de resistencia estéd involucrado en la etapa temprana de la infeccion
sin embargo no se conoce la participacion de la inmunidad celular innata, despugs

de la internacion de la Salmonelia al tracto intestinal
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Este es el primer estudio donde se describe la sobrevivencia intracelular de
Salmonella gallinarum en heteréfilos provenientes de sangre periférica de pollo
Leghomn, sin embargo es necesario realizar experimentos con hsterdfilos de aves
jovenes y de estirpes semipesadas y de pollos de engerda, los cuales son
susceptibles a la infeccién por Safmonella galfinarum vy asi obtener elementos para
conocer el papel del heterdfilo en aves susceptibles. De igual forma, estudiar otras
especies de Salmonella como enteritidis. pullorum, typhimurium, para conocer su

comportamiento infraceiular, en esta ¢élula fagocitica profesional.

5.0 CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de este trabajo, se puede conclur que
Salmonella gallinarum U2 es capaz de scbrevivir pero noc de multiplicarse
Intracelutarmente en heterdfilos provenientes de sangre periférica de polio
Leghom.

Estos resultados indican que el heterdfilo puede ser utilizado como una

célula huésped por Salmonelia gallinarum.
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Y dyo al hombre:
He agui que el temor del Sefior es ia sabiduria,

Y &f apartarse del mal, la inteligencia.

Job 28:28

Vuelve anora en amistad con El. y tendras paz,
Y por ello te vendra bien.

Toma ahora la ley de su boce,

Y pon sus palabras en tu corazén.

Si te volvieres al Omnipotente,

Serés edificado;

Alejaras de tu tienda la afliccion;

Tendras mas oro que tierra,

Y como piedras de arroyos oro de Ofir;

El Todopoderoso seré tu defensa,

Y tendrés plata en abundancia

Porque entonces te deleitaras en el Omnipotente,
Y alzaras a Dios tu rostro

Oraréas a Ei, y El te oirg;

Y tU pagaras tus votos.

Determinaras asimismo una cosa,

Y te serd firme,

Y sobre tus caminos resplandecera luz.

Job 22:21-28
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