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RESUMEN

Uziel Castillo Velazquez Efecto de la resistencia natural a Mycobacterium bovis
en la activacién de los macrofagos bovinos por la via alterna. Bajo la Direccién del
Dr. José Angel Gutiérrez Pabello.

En el presente estudio se determinaron las diferencias en cuanto a capacidad
fagocitica, supervivencia intracelular, indice de apoptosis y expresion de citocinas
dadas por los diferentes esquemas de activacion del macrofago y el papel que
juega el fenotipo animal de resistencia o susceptibilidad a patégenos intracelulares
bajo un desafio con Mycobacterium bovis (M. bovis). Se seleccionaron 6 animales
previamente clasificados como Resistentes (R) y Susceptibles (S) Se obtuvieron
monocitos derivados de sangre periférica, posterior a 13 dias de maduracion y
diferenciacion a macréfagos fueron activados bajo los diferentes métodos de
activacion y desafiados con M. bovis BCG como cepa patégena y M. bovis 9926
como cepa patdgena, a una multiplicidad de infeccion de 10:1. Se logré la
induccion de la activacion alterna en macrofagos bovinos por efecto de la rbiL-4;
asimismo, dicha citocina produjo la disminucién en la produccion de ON bajo
condiciones de infeccién, un aumento en la expresion a nivel de transcritos de
receptores de superficie celular como es el Receptor de Manosa del Macrofago y
el Receptor Scavenger Al del macréfago y una disminucion en la expresion de
citocinas proinflamatorias en comparacion con la via clasica, aunque la presencia
de la micobacteria estimul6 la expresion de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias, siendo este efecto mas evidente en macréfagos procedentes de
animales R, los cuales muestran un indice de fagocitosis superior con ambas vias
de activaciéon celular y un mejor control de la proliferacion micobacteriana, bajo
condiciones de activacion alterna; sin embargo, al mantener la estimulacion con
esta citocina los animales S mostraron un control en la proliferaciébn bacteriana
similar al de los animales R, por ultimo se evidenciéo un mayor porcentaje en el
indice de Fragmentacion de ADN en animales S en presencia de M. bovis en
comparacion con animales R. Conclusion: Los animales R poseen la capacidad
de responder mejor hacia los estimulos mostrando una mayor expresion de
citocinas y quimiocinas, control intracelular de M. bovis, produccién de ON e indice
de apoptosis como mecanismo de control, siendo esta respuesta inflamatoria
conservada a pesar del tipo de activacion del macréfago, por lo tanto el fenotipo
podria influir en la resolucion de la infeccion independiente al tipo de activacion
celular.

Palabras clave: Mycobacterium bovis, macrofago bovino, activacion alterna,

resistencia natural.



ABSTRACT

Uziel Castillo Veldzquez Mycobacterium bovis natural resistance effect on
alternative activation of bovine macrophages
Directed by Dr. José Angel Gutiérrez Pabello.

In the present study phagocytic ability, intracellular survival, apoptosis index and
cytokine expression under the different macrophage activation schemes were
evaluated in bovine macrophages experimentally challenged with Mycobacterium
bovis (M. bovis), macrophages became from animals with intracellular pathogen
resistance or susceptibility phenotype. Six animals formerly classified as Resistant
(R) or Susceptible (S) were chosen. Monocytes from peripheral blood were
obtained and, after the 13 days maduration and differentiation, macrophages were
activated under different pathways and challenged with M. bovis BCG (non
pathogenic strain) and M. bovis 9926 (pathogenic strain) at multiplicity of infection
of 10:1.

Bovine macrophage alternative activation were successfully induced by rblIL-3, this
cytokine diminished ON production under infection conditions and increases
transcription of superficial cellular receptors as Macrophage Mannose Receptor
and Scavenger Al Receptor in macrophages, as well as reduces the pro-
inflammatory cytokines and chemokines expression; this effect was more evident
in macrophages from R animals which showed superior phagocytosis index under
both activation phenotypes and a better mycobacteria proliferation control under
alternative activation. When rblL-3 stimulation persists, S animals showed similar
bacterial proliferation control when compared with R animals. Higher levels of DNA
fragmentation were observed in macrophages from S animals when exposed to M.
bovis.

In conclusion, phenotype differences suggests that R animals have better ability to
face up stimulus showing higher cytokine and chemokine expression, M. bovis
intracellular control, ON production and phagocytosis index as a control
mechanism. This better inflammatory response is preserved no matter the
activation phenotype; therefore R phenotype could influence infection resolution
independently from cellular activation type.

Keywords: Mycobacterium bovis, bovine macrophage, alternative activation,

natural resistance.
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1.- INTRODUCCION.
La tuberculosis bovina es una enfermedad causada por Mycobacterium bovis, una

micobacteria que afecta principalmente el aparato respiratorio y se manifiesta en
forma cronica, ademas de que guarda una estrecha relacion genética y estructural
con Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la tuberculosis humana.
(Brosch, 2002).

La patogenia de la infeccion ocurre en condiciones similares en ambas especies,
comenzando con la entrada de la bacteria a los pulmones por inhalaciones aéreas
y la posterior fagocitosis por los macroéfagos alveolares que son considerados
como la primera linea de defensa ante la micobacteria, ademas de ser las células
donde subsiste (Fenton, 1996; Keane,1997).

Durantes las primeras etapas de reconocimiento, los macrofagos pueden
interactuar de dos maneras con las micobacterias; puede haber una interaccion
directa entre los diversos receptores del macréfago con los componentes
constitutivos de la superficie de la bacteria, o bien, el macréfago puede reconocer
de manera especifica diversos elementos séricos como los anticuerpos, o de
manera inespecifica como los componentes del complemento o proteinas de fase
aguda, los cuales actiian como opsoninas. Aunque el reconocimiento puede darse
en presencia o ausencia de componentes del suero, las vias de activacion del
macréfago infectado pueden variar y esto repercutir en la viabilidad del
microorganismo (Schlesinger, 1993 y 1996; Hirsch, 1994).

Se ha propuesto que la via de entrada de la micobacteria determina su destino
dentro de los macroéfagos; por ejemplo, la internalizacion por medio de receptores
Fc de la micobacteria opsonizada induce la produccion de intermediarios reactivos
del oxigeno y favorece la fusion fagosoma-lisosoma, mientras que si la entrada es
a través de CR3 inhibe el estallido respiratorio y no hay maduracion de los
fagosomas. (Ferguson, 2000; Aderem, 1999).

La alteracibn de la respuesta inmune puede resultar en la reactivaciéon y
replicacion del bacilo, con necrosis y dafio al tejido pulmonar. La respuesta inmune
es capaz de prevenir la enfermedad activa en la mayoria de los casos, pero no

elimina la infeccion.
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La habilidad de la micobacteria para mantener una infeccién crénica y producir la
enfermedad en un individuo infectado, depende de sus factores de virulencia que
capacitan al microorganismo para entrar y sobrevivir indefinidamente dentro de las
células fagociticas mononucleares, se sabe que los macréfagos juegan un papel
importante en la patogénesis de la tuberculosis bovina, debido a que estos son la
primera linea de ataque, actian como hospederos y son el principal mecanismo

de control.

1.1.- Agente etioldgico de la tuberculosis bovina.
Mycobacterium bovis, forma parte del complejo Mycobacterium tuberculosis. Es

un microorganismo acido alcohol resistente de crecimiento lento con un intervalo
generacional de 16 a 20 horas (Cole, 2002) debido a la gran cantidad de lipidos
gue conforman su pared (60 % de peso seco). El tiempo de crecimiento en medios
de cultivo es de 3-4 semanas a una temperatura éptima de 35-37 °C, es exigente
en sus requerimientos nutricionales por lo que necesita medios especificos para
su cultivo, tales como Middlebrook 7H9, 7H10, 7H11, 7H12, Dubos, Petragnani,
Stonebrink-Leslie y Lowenstein Jensen. La adicidn de glicerol inhibe el crecimiento
de M. bovis a diferencia de M. tuberculosis el cual se ve favorecido (McKinney,
2000; Milner, 1969; Dubos, 1946; Kilburn, 1968; Mitchison, 1971). Es aerobio
facultativo, tiene la capacidad de cambiar su ruta metabdlica para la produccién de
energia a partir del ciclo de Krebs al ciclo del glioxilato, utilizando la enzima
isocitrato liasa (Icl). (Carter, 1986).
El complejo tuberculosis incluye a las siguientes especies micobacterianas: M.
tuberculosis, M. canetti, M. pinnipedii, M. microti M. africanum y finalmente M.
bovis, el cual comparte el 99% de homologia con las otras bacterias que
conforman este complejo, asimismo la enfermedad es considerada como una
zoonosis (Costello, 1998; Mostowy, 2002; Rastogi, 2001).
Adicionalmente esta bacteria, cuenta con mecanismos de virulencia los cuales le
permiten evitar la fagocitosis, acelerar su replicacion, de igual forma posee
algunas proteinas que sirven para la supervivencia, como son catalasa peroxidasa
o KatG (Cohn, 1968; Marcinkeviciene, 1995; Wilson, 1995) la superdxido
12



dismutasa o SodA y SodC y glutamina sintasa o ginAl, (Yuan, 1996; Harth, 2003)
gue son enzimas que degradan reactivos intermediarios de oxigeno. (Li, 1998;
Dussurget, 2001) HspX (Acr) que es una proteina cuya expresion es inducida bajo
condiciones de anoxia, estando presente en organismos infectados aunque aun se
desconoce su funcién (Piddington, 2001; Yuan, 1998).

Otras proteinas que se encuentran asociadas a los lipidos de la pared son OmpA
gue actla como porina, encontrada solo en cepas virulentas de M. tuberculosis,
(Horwitz, 2000; Senaratne, 1998). Adicionalmente, la proteina de 19 kDa
interactia con lo receptores TLR-2 siendo importante en la via de entrada de la
micobacteria (Harth, 1999; Brennan, 1999; Hickman, 2002.)

Algunos elementos de la pared bacteriana como es el lipoarabinomanano (LAM)
puede actuar como un importante inmumodulador de la respuesta inmune

disminuyendo la produccion de IFN-y (Raynaud, 2002).

1.2.- RESPUESTA INMUNE CONTRA Mycobacterium bovis.

1.3.- Respuesta inmune innata.
La patogenia de la tuberculosis bovina empieza con la entrada de un pequefio

namero de bacilos a los pulmones por via aérea. Una vez que el bacilo es
inhalado se aloja en las vias primarias, es fagocitado por los macrofagos
alveolares (Fenton, 1996; Keane, 1997).

En el espacio alveolar los mecanismos innatos de defensa involucran a diferentes
tipos celulares como macrofagos, células dendriticas, neutrdfilos, linfocitos B,
células epiteliales, células alveolares tipo | y Il y factores solubles como mucina,
defensina, lisozima, lactoferrina, proteinas surfactantes, fosfolipasa Ay,
inmunoglobulinas y proteinas del complemento, cuya funcibn es mantener la
homeostasis pulmonar y eliminar particulas o bacterias que entren por el tracto

respiratorio (Knowles, 2002).

13



La respuesta inmune innata ante infecciones por el género Mycobacterium
comienza con el reconocimiento de diversas estructuras moleculares de origen
micobacteriano por algunos receptores como los TLR (Toll Like Receptors), los
cuales inducen la producciéon de TNF-a y oxido nitrico (ON) que directa o
indirectamente contribuyen a la muerte de los microorganismos, ademas de
inducir la activacion y orientacién de la respuesta inmune adquirida a través del
reclutamiento de linfocitos T al sitio de la lesion; asimismo, se induce la activacion
de las células dendriticas, favoreciendo la produccion de citocinas y quimiocinas.
(Vasselon, 2002; lwasaki, 2004). Una vez que la micobacteria es degradada en su
totalidad, entran en accion los mecanismos proteoliticos encargados de la
generacion y presentacion de péptidos y otros antigenos. (Korbel, 2008)

Posterior a la fagocitosis, la micobacteria es incluida en el fagosoma para formar el
fagolisosoma donde, en un proceso dinamico, es destruida por los mecanismos
bactericidas de los macréfagos que incluyen la generacion de especies reactivas
de oxigeno las cuales causan dafios a las proteinas estructurales y de membrana,
asi como a los 4cidos nucleicos, ocurriendo fragmentacion de DNA e inactivaciéon
de enzimas etc...

Por otro lado, pueden intervenir especies reactivas de nitrégeno que por medio de
la enzima Oxido nitrico sintasa forman el 6xido nitrico el cual debido su caracter
inestable y junto con los radicales libres de oxigeno interaccionan avidamente con
un sinfin de grupos quimicos presentes en muchas moléculas causando en ellas
alteraciones estructurales y funcionales, como bloquear la respiracién bacteriana,
inhibir la sintesis de ADN, ocasionar la pérdida de bases, y la desaminacién de la
citocina en uracilo causando mutaciones al momento de la replicacién y la ruptura
de una o las dos hebras del ADN (Kwon, 1997).

Por otro lado la micobacteria tiene la capacidad de producir cantidades
significativas de amoniaco y asi evadir el ambiente téxico dentro de la vacuola
lisosomal, reduciendo la potencia de las enzimas intralisosomales via
alcalinizacion; enzimas como la glutamino-sintetasa y la ureasa micobacteriana,

inhiben la fusién fagolisosomal promoviendo la supervivencia de ésta.
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1.4.- Respuesta inmune adquirida.
El proceso de presentacion de antigenos constituye un paso importante en la

transicion de la respuesta inmune innata a la respuesta inmune adaptativa, que se
basa en el reconocimiento especifico de antigenos por los diferentes tipos
celulares. El control inmunoldgico de la infeccion por Mycobacterium esta basado
en la respuesta inmune de tipo celular caracterizada por la producciéon de citocinas
y quimiocinas como: IL-12, IFN-y, IL-18, TNF-a, RANTES, MCP-1, MIP-1a e IL-18.
Las diferentes poblaciones celulares y mediadores solubles en su conjunto forman
una compleja red de sefiales que participan en el control de la enfermedad.
También puede aparecer una respuesta no protectiva caracterizada por la
produccion de citocinas Th2 como: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 y TGF-B, que
antagonizan la respuesta inmune celular, y como consecuencia, no hay un buen
control de la infeccion favoreciendo la enfermedad.

Algunos componentes de la micobacteria como el LAM, la lipoproteina 19 kDa y
algunas glicoproteinas, inducen la produccién de moléculas como IL-1, TNF-a y
ON, la union de estas tres activa diferentes vias de sefalizacién que tienen en
comun el factor nuclear kB (NF-kB), induciéndose la expresién de citocinas y
proteinas involucradas en la respuesta inmune para favorecer la eliminacion o
inhibicion del crecimiento micobacteriano o servir como switch entre la respuesta
inmune innata y la adquirida. (Lopez M, 2003)

Los linfocitos T participan en la respuesta inmune adquirida con dos funciones
fundamentales, una de ellas es la produccién de citocinas como el INF-y el cual
activa las funciones efectoras por parte del macrofago, y es producido por todas
las células T: como CD4+, CD8+, Tyd. De igual forma, las células T tienen
actividad citolitica sobre células infectadas, aunque la lisis de los macrofagos
infectados no elimina completamente a la micobacteria (Flesch, 1995).

Durante la fase de estimulacion de la respuesta inmune los antigenos
micobacterianos de naturaleza proteica son acoplados a moléculas del Complejo
de Histocompatibilidad tipo | (MHC-I) y presentados por los macréfagos a los
linfocitos T CD8", los cuales tienen capacidad de producir INF-y, reconocer

antigenos proteicos y glicolipidos micobacterianos acoplados a moléculas del
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MHC | o CDL1. Dichas células poseen funciones citotdxicas para lisar a las células
infectadas a través de un mecanismo dependiente de granulisinas, el cual implica
un reconocimiento entre las células presentadoras de antigenos (CPA) y los
linfocitos T CD8+ (Flynn, 2001).

Asimismo, los antigenos proteicos pueden ser acoplados a moléculas del
Complejo de Histocompatibilidad tipo 1l (MCHII) y presentados a los linfocitos
TCD4+, que los reconoceran e iniciaran la produccion de INF-y, cuya accion
mantendra la activacion de macréfagos. Por su parte el macréfago tiene la
capacidad de producir IL-1 e IL-2 citocinas que promueven la expansion clonal de
los linfocitos T CD4+ y su activacion lo que resultara en una mayor produccion de
INF-y.

Por otro lado, los antigenos de naturaleza glicolipidica (fosfatidil mandsidos,
lipoarabinomananas, acidos micdlicos y hexosil-1-fosfoisoprenoides) son
reconocidos por moléculas CD1 y presentados a linfocitos TCD8" y linfocitos T
dobles negativos (CD4CD8") (Schluger, 2001).

Otra poblacion importante de linfocitos son los Tyd los cuales desempefian un
papel importante en la infeccion ya que son las primeras células reclutadas hacia
el sitio de infeccion donde secretan citocinas y quimiocinas que tienen la
capacidad de eliminar macréfagos infectados mediante un mecanismo de
citotoxicidad dependiente de granulos, similar al de los linfocitos CD8+.

Las infecciones por microorganismos que producen una reaccién granulomatosa
cronica son el mejor ejemplo de la falta de eficiencia de los mecanismos
bactericidas en la defensa del huésped o una pobre respuesta por parte del
sistema inmune. Las razones son multiples e incluyen un defecto en la activacion
por parte de los macréfagos, que es secundario a la fagocitosis mediada por
receptores que no activan el mecanismo productor de reactivos intermediarios de
oxigeno (ROI), aunque también existe una resistencia intrinseca de la
micobacteria a dichos compuestos y es necesario que se combinen con los
reactivos intermediarios de nitrogeno (RNI) para aumentar significativamente la

capacidad micobactericida (Zhu, 1992).
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1.5.- Apoptosis como mecanismo de control de M.bovis
La apoptosis se define como un proceso de muerte celular programada, descrita

por primera vez por Ker y colaboradores en 1972. La apoptosis es una funcién
fisioldgica basica durante el desarrollo embrionario, en el crecimiento y para el
mantenimiento de la homeostasis en las células, su objetivo es eliminar las células
dafiadas o innecesarias para el beneficio del organismo (MacFarlane y Williams,
2004). Por ejemplo, la mitad de los linfocitos son eliminados por apoptosis, asi
como células defectuosas y con un potente mecanismo destructivo como
neutroéfilos (Winau, 2004).

La apoptosis es un mecanismo involucrado en la defensa del macrofago contra la
micobacteria, se sabe que la infeccion por M. tuberculosis en macréfagos de ratén
y de humano puede inducir o inhibir la apoptosis tanto in vitro como in vivo (Keane,
1997; Placido,1997; Klinger, 1997; Watson, 2000; Hirsch, 2001; Rojas, 1999). La
inducciéon de apoptosis por M. tuberculosis, es parcialmente mediada por la unién
de los componentes de la pared celular bacteriana al receptor tipo TLR-2 (Aderem,
1999). De manera que las actividades pro y anti-apoptéticas inducidas por M.
tuberculosis, que posiblemente se manifiestan durante los diferentes estados de la
infeccién, pueden ser necesarias para el establecimiento de una infeccién
persistente (Liang-Yong, 2000).

Asimismo, la apoptosis de los macrofagos infectados inhibe el crecimiento
intracelular y la diseminacion bacteriana (Fratazzi, 1997). Por otra parte, se ha
demostrado la induccion de apoptosis en macréfagos de bovino tras la incubacién
con M. bovis virulento en ensayos in vitro, lo cual sugiere que existe una relacién
directa entre la multiplicidad de infeccion (MOI) utilizada y el tiempo de
presentacion de este fendmeno (Gutiérrez-Pabello, 2002). Ademas, los
macrofagos provenientes de bovinos resistentes o susceptibles a M. bovis BCG
presentan diferencias significativas en el control de la cepa virulenta y otros
agentes, siendo mayor el control en los resistentes (Qureshi, 1995; Vallecillo,
2003).
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1.6.- Activacion clasica del macré6fago.
Se sabe que la activacion “clasica” de los macrofagos, es conocida desde los

estudios realizados por Mackaness et al, (1964) quienes demostraron que la
infecciébn de ratones con Mycobacterium bovis BCG o Listeria monocytogenes
aumentaba la actividad microbicida de los macr6fagos de manera estimulo-
dependiente pero no antigeno-especifica (Gordon, 1999; Hamilton, 2002).

La activacion de los macréfagos permite la erradicacion de estas bacterias y
ocurre cuando diversos mediadores solubles (citocinas) producidas por los
linfocitos T, potencializan los mecanismos bactericidas de los macrofagos los
cuales destruyen a los microorganismos través de mecanismos dependientes e
independientes del oxigeno.

La funcidén bactericida de los macréfagos se fundamenta en la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROI) y del nitrégeno (RNI) a través del estallido
respiratorio, los primeros incluyen la participacion de los radicales libres del
oxigeno (ROI) generados por el sistema de la NADPH-oxidasa al transformar al
oxigeno molecular en anion superoxido (O) y el peroxido de hidrégeno (H203)
(Walter, 1981).

Algunas citocinas involucradas y que modulan la activacion clasica de los
macrofagos como el IFN-y y otras como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-
a), la interleucina-1 e interleucina-6 las cuales son producidas por los mismos
macréfagos infectados con Mycobacterium tuberculosis (a excepcion del IFN-y) y
por linfocitos expuestos a productos micobacterianos, ejerciendo efectos
inmunorreguladores y mediando muchas de las manifestaciones clinicas de la
tuberculosis. El INF-y es clave en el control de infecciones por especies del
género Mycobacterium, es producido por células T CD4*, CD8" y Tyd asi como
también por células NK. Asimismo, se cree que podria estar involucrado en un
aumento en la presentacion de antigenos, reclutamiento de linfocitos T CD4" y/o
linfocitos T citotoxicos, los cuales podrian participar en la eliminaciéon de la
infeccion. Si bien la sola produccion de INF—y es ineficiente en el control de la

infeccidbn por Mycobacterium, éste es requerido para una adecuada respuesta
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protectiva hacia el patégeno. Aunque la producciéon de IFN-y, esta principalmente
limitada a las células T y a las células NK, también se ha comprobado su
produccion por macréfagos alveolares de humanos tras la infeccion por M.
tuberculosis (Fenton, 1997). Por otra parte, se ha demostrado que la 1,25
Dihidroxivitamina D3 (1,25-(OH),D3), sola o en combinacion con IFN-y y/o TNF-a
es capaz de activar a los macréfagos para inhibir el crecimiento o eliminar a M.
tuberculosis. (Denis, 1991). En conclusién la actividad conjunta de los ROI, el ON
y los componentes lisosomales son la principal causa de muerte del

microorganismo ingerido.

1.7.- Activacion Alterna del macro6fago.
Gordon (2003) define a la activacion alterna como la activacion de los macrofagos

inducida por IL-4 e IL-13, citocinas que son producidas generalmente por una
respuesta tipo Th2, inhibiendo la respuesta Thl por antagonismo con el IFN-y,
este fendmeno se ha asociado particularmente a procesos alérgicos, respuesta
humoral y celular a parasitos y patdogenos extracelulares.
Mantovani (2004) menciona que la IL-4 e IL-13 son mas que simples inhibidores
de la activacion del macréfago, e inducen una activacion diferente refiriéendose a
ella como una activacién alternativa, la cual es inducida por las citocinas antes
mencionadas y caracterizada por la presencia de receptores no-opsonicos, bajos
niveles de la enzima o6xido nitrico sintasa inducible (iNOS; NOS2), asi como una
marcada disminucion en la produccién de citocinas pro-inflamatorias como es la
IL-1, TNF-a e IL-6 (Esquema.l).
Estudios recientes agrupan los efectos de estas citocinas sobre los macréfagos
junto con los efectos de la interleucina 10, (IL-10) como “desactivadores ” de los
macrofagos, aunque ya es sabido que estos efectos son producidos por la IL-4 e
IL13, la cuales inducen cambios fenotipicos en la superficie celular distintos a los
inducidos por el IFN-y y la IL-10 (la cual desactiva el mecanismo de estallido
respiratorio y la produccién de citocinas inflamatorias, particularmente el TNF-a
por los macrofagos). La IL-4 e IL-13 aumentan la expresion de moléculas del MHC
Il por parte de los macrdfagos, lo cual estimula la endocitosis y el aumento en la
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expresion de los receptores de manosa (MR) vy, por lo tanto, el flujo de ligandos
dentro de los lisosomas, de igual manera se favorece el incremento de la
presentacion de antigenos e induccién en la expresion de quimiocinas selectivas
como es la quimiocina derivada del macrofago (MDC), también conocida como
CCL22, y la quimiocina reguladora de activacion y timo (TARC) o CCL17; este tipo
de activacion por parte del macrofago favorece la produccién de la L-arginina
como precursor en la biosintesis de prolina y poliamina, promueve el crecimiento
celular, formacion de colageno y reparaciéon del tejido, todo esto implicado en la
formacion y funcionalidad del granuloma (Hesse, 2001). Ademas se sabe que la
IL-4 y otras citocinas del tipo Th2 incrementan el metabolismo de la L-arginina por
parte del macrofago via la enzima Arginasa, lo cual produce ornitina y urea
(Munder, 1999).

Mooser (2003) menciona que este tipo de activacion esta dada por la exposicion
de los macrofagos hacia la IL-4 o glucocorticoides lo que induce a la
sobrerregulacion de receptores fagociticos, pero tiene fallas en la produccion de
radicales de nitrégeno, que da como resultado una pobre eliminacién de
patogenos intracelulares (Modolell, 1995) y parece estar mas involucrada en
procesos de inmunosupresion y reparacion de tejidos. La actividad supresora de
este tipo de macréfagos influye sobre células T activadas por mitdgenos los cuales
muestran una significativa reduccidbn en sus capacidades secretoras y
proliferativas, donde hay un aumento en la produccion de IL-10 y del receptor
antagonista de la IL-1 (IL-1Ra) (Goert, 1999-b).

Estudios recientes mencionan que los macrofagos activados de forma alterna
muestran un aumento en la produccion de componentes involucrados en la
sintesis de la matriz extracelular como el BIG-H3 que promueve la fibrogénesis por
medio de células fibroblastoides, asi como altos niveles de fibronectina, (Gratchev,
2001; Song, 2002) e induce la expresion de moléculas del MHC IlI, matriz
metaloproteinasa-12 (MMP-12) y receptores de transferrina (TfR) (Antje, 2006).
También se ha encontrado evidencia que los macréfagos responden
diferencialmente a los estimulos de citocinas Thl y Th2, por ejemplo, los

macréfagos asociados a estimulos Thl son activados de una forma méas temprana
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para producir ON en comparacion con macrofagos asociados a Th2, los cuales no
solo no producen ON, sino que incrementan el metabolismo de la L-arginina, lo
cual sugiere que la influencia inmune de las citocinas ya sean Thl o Th2 van en

caminos opuestos. (Nathan, 1991; Williams-Ashman, 1979).

Esquema 1.-Polarizacion de macrofagos. Bajo diferentes sefiales y sus funciones en
el modelo murino (Mantovani, 2004)

Los mecanismos que un animal puede utilizar para resistir la enfermedad se
dividen en mecanismos inmunes y no inmunes. Dentro de estos ultimos, los
macrofagos son considerados como uno de los elementos mas importantes en
este proceso. Diferentes estudios utilizando macrofagos de origen bovino han
demostrado que la condicién genética del ganado asociada a la resistencia natural
a patdgenos intracelulares es muy importante en el resultado final de la interaccion

microorganismo-huésped (Gutiérrez, 2003).
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1.8.- Resistencia natural del ganado a patdgenos intracelulares.
El termino resistencia natural a las enfermedades se refiere a “la capacidad

heredable de un animal de evitar el desarrollo de una enfermedad cuando se
expone al agente causal que la provoca, pero sin haber tenido previa exposicion o
haber sido inmunizado” (Hutt, 1958). Bajo estas condiciones se presenta una falta
de susceptibilidad al proceso de enfermedad, aun si existe contacto entre el
huésped y el agente infeccioso debido a que el agente patdgeno no puede
desarrollarse a causa de a una incompatibilidad de tipo estructural o fisiol6gico con
el huésped (Skamene, 1983).

Prueba de ello, son los resultados de algunos estudios que se han realizado en el
modelo bovino; por ejemplo, Qureshi (1995) demostraron que los macréfagos de
ganado resistente fueron significativamente superiores en el control del
crecimiento intracelular de varios patégenos como B. abortus, M. bovis BCG,
Salmonella dublin aunque no asi para la especie Salmonella typhimurium, en
comparacion con macréfagos de animales susceptibles.
De acuerdo con los resultados de Qureshi, los criterios para realizar la
clasificacion de los animales en resistentes 0 en susceptibles a parasitos
intracelulares bacterianos, se basan en la capacidad de los macréfagos para
permitir el crecimiento bacteriano; cuando dicho crecimiento sea superior en un
65% se consideraran como susceptibles y los que logren reducir el crecimiento
bacteriano a 65% 0 menos, se designaran como resistentes.
Al respecto, se han realizado estudios que evalian el crecimiento intracelular de
M. bovis virulento, multiplicaciéon bacteriana e indice de fagocitosis en macréfagos
derivados de monocitos provenientes de ganado genéticamente resistente y
susceptible a parasitos intracelulares, a las 0 y 24 hrs. con una MOI de 10:1,
donde se reporté que la proporcién de fagocitosis bacteriana fue de 1.4+ 0.17 y
2.1+ 0.54 bacterias/macréfago, la multiplicacién bacteriana fue de 165% y 263%
en macréfagos de ganado resistente y susceptible, respectivamente. Mencionando
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gue los macréfagos de animales resistentes y susceptibles difieren en el control
intracelular de la multiplicacion de M. bovis (Gutiérrez-Pabello, 2003).

Por otra parte, Esquivel (2003) realiz6 un estudio de induccién de apoptosis en
macrofagos en reposo y activados de animales resistentes y susceptibles
desafiados con una cepa patdgena (M. bovis 9926) y una cepa atenuada (M. bovis
BCG) a una MOI de 10:1, donde se estudiaron la variables de condensacion de
cromatina y fragmentacién del DNA. Los resultados de este estudio concluyen que
los macrofagos de animales resistentes presentan mayor indice de apoptosis con
ambas cepas de M. bovis que los macréfagos de animales susceptibles y que la
cepa patégena induce mayor apoptosis que la cepa atenuada. Adicionalmente, se
identificé que la activacion clasica de los macrofagos incrementa el porcentaje de
apoptosis conservando la misma relacion descrita con células en reposo, lo cual
sugiere que el fendmeno de apoptosis juega un papel importante en la patogenia
de la tuberculosis.

Caracteristicas de macroéfagos, linfocitos T y respuesta a anticuerpos en ganado
naturalmente resistente y susceptible a patégenos intracelulares. (Adams, 1998)

Caracteristicas. Naturalmente Naturalmente
Resistente. Susceptible.

Crecimiento intracelular in vitro | Restrictivo Permisivo

% fusion fago-lisosomal Incrementado Reducido.

Produccion de ROI Alta Baja

ON producido por LPS o INF—y | Alta Baja

Respuesta a anticuerpos Masiva y prolongada | Minima y de poca

duracién
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2.- JUSTIFICACION:
La importancia de la tuberculosis bovina radica en las pérdidas econdémicas

gue ocasiona a la ganaderia, en el riesgo que representa para la salud publica
y su papel como barrera no arancelaria para la exportacién del ganado.

Aunqgue los métodos de alimentacion y cria de los animales influyen sobre la
variabilidad en la expresion de la enfermedad, ha podido observarse que la
resistencia natural es hereditaria y se puede transmitir de un progenitor a su
descendencia, por lo tanto, es importante generar informacion de como este
fenotipo de resistencia natural pudiera ser modificada por el efecto de la
activacion alterna del macrofago o la relacion que existe entre el fenotipo de
resistencia y la presentacion de una activacion alterna por parte de los
macroéfagos.

Se sabe que los macréfagos de animales resistentes montan una mejor
respuesta inmune contra la tuberculosis bovina ya que son capaces de
disminuir la viabilidad de la micobacteria dentro de las células del hospedero
debido a su capacidad de respuesta ante patdégenos intracelulares, el proposito
de este trabajo es conocer los eventos relacionados con el control de dicha
infeccién, tales como es la produccion de citocinas y quimiocinas, eventos
celulares asociados a apoptosis como medida de control y la produccién de
mediadores solubles que disminuyan el crecimiento intracelular y por ende la
diseminacion de la micobacteria, lo anterior se estudiara bajo un esquema de
activacion alterna dado por efecto de la Interleucina-4 y como este tipo de
activacion podria modificar tales caracteristicas.

De tal manera se considera importante generar informacién sobre este tipo de
activacion en el control de la infeccion, usando como modelo animal al bovino,
ya que la informacién existente respecto a este tipo de activacion es limitada y
se desconocen los efectos, consecuencias y posible relacién con la resistencia
natural de los bovinos a los patégenos bacterianos intracelulares y los tipos de

activacion celular de los macrofagos.
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3.- HIPOTESIS:

La activacion alterna de los macréfagos disminuira la capacidad microbicida, el
proceso de muerte celular y la respuesta inflamatoria de macrofagos
procedentes de donadores naturalmente resistentes y susceptibles a

patdégenos bacterianos intracelulares.

4.- OBJETIVOS:

Objetivo general:

Identificar el efecto de la resistencia natural en la interaccion de

Mycobacterium bovis con macréfagos bovinos activados por la via alterna.

Objetivos especificos:

e Inducir in vitro la activacion alterna de macréfagos procedentes de
bovinos por efecto del tratamiento con IL-4.

e Evaluar el efecto de la virulencia de Mycobacterium bovis en la
expresion de citocinas a nivel de mRNA y proteina, en macréfagos
procedentes de individuos resistentes y susceptibles a patégenos
bacterianos intracelulares activados por la via alterna.

« Identificar el indice de supervivencia intracelular de Mycobacterium bovis
en macréfagos activados por via alterna procedentes de donadores
resistentes y susceptibles a patdgenos bacterianos intracelulares.

e Identificar el indice de apoptosis inducida por Mycobacterium bovis en
macrofagos activados por la via alterna procedentes de individuos

resistentes y susceptibles a patégenos bacterianos intracelulares.
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5.- MATERIAL Y METODOS:

Modelo Experimental.

( A
e Activacion x ¥2 de rbIL-4*— | Macrofagos e MOI 10:1 con M.bovis

durante 4 hrs

- J
e Medicion de ON - I / RNA total y R-T

e Arginasa Activacion para mRNA

e Produccion de IL’s \ L Via alterna

e Ensayo de Apoptosise——-_ InfeCC|on M
x Fragmentacion de
DN L b0|//s

. _ RNA |
e Fagocitosis y Supervivencia

Intracelular.
5 o cDNA ]

e Expresion génica de mMRNA ¢/ —
gPCR

Fases del modelo experimental y secuencia de los experimentos.

5.1.- Animales.
Para el presente estudio se seleccionaron bovinos sanos previamente

clasificados como resistentes y susceptibles a patdgenos bacterianos
intracelulares (Vallecillo, 2003), utilizando los ensayos microbicidas propuestos
por Qureshi (1996). Los animales cuyos macrofagos in vitro permitieron no mas
del 65% de supervivencia intracelular de M. bovis BCG (Bacilo Calmette-
Guerin) se clasificaron como resistentes, mientras que aquellos animales que
sus macrofagos permitieron un porcentaje de supervivencia mayor al 65%
fueron clasificados como susceptibles. Los animales provienen del Centro de
Ensefianza Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA),
un hato libre de tuberculosis (no expuesto, vacunado o desafiado) que
pertenece a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad

Nacional Auténoma de México.
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5.2.- Macrofagos Derivados de Monocitos de Bovino (MDMB).
La obtencion de los MDMB, es una modificacion del protocolo desarrollado por

Campbell y Adams (1992). La sangre se colect6 asépticamente por puncion en
la vena yugular, utilizando jeringas de 60 ml con 3.5 ml de anticoagulante ACD
[75 mM de citrato trisodico, 41.6 mM de &cido citrico y 135 mM de glucosa a un
pH de 5.0] por cada 30 ml de sangre y se proceso6 durante las primeras 4 horas
inmediatas a su coleccion.

La sangre completa se centrifug6 durante 30 min a 1000 X g a temperatura
ambiente (TA). Se apartd el plasma para hacer lavados y se recupero la capa
flogistica. Esta capa se diluyé a una proporcion de 1:1 con PBS-Citrato (PBS-
C) [Cloruro de sodio 1.5 mM, Fosfato de sodio monobéasico 9.1mM, Fosfato de
sodio dibasico 1.25 mM, Acido citrico trisédico 12.5 mM, a un pH de 7.4].
Posteriormente, se depositdé sobre un gradiente de Percoll (Pharmacia Biotech
AB, Uppsala, Suecia) con una gravedad especifica de 1.0770 a una proporcion
de 2:1 con el Percoll. Se centrifug6 a 1000 X g durante 30 min a 4 °C y se
colecto la interfase de leucocitos tratando de no tomar eritrocitos, ni cantidades
excesivas de Percoll. Posteriormente se lavaron los leucocitos con PBS-C mas
20% del plasma antes obtenido y se centrifugaron a 500 Xg durante 10 min a
TA, conservando solo el paquete celular, este lavado se repitié tres veces mas
para asegurar la eliminacion del Percoll. El paquete celular fue resuspendido en
8 ml de medio CRPMI 1640 con suero autélogo al 4%. (Complete-Roswell Park
Memorial Institute 1640) [L-glutamina 2 mM, aminoacidos no esenciales 0.1
mM, C3H3O3Na 1 mM y NaHCO3; 20 mM] (Gibco BRL, Life Technologies, Grand
Island, NY. EUA), una vez esto, se transfirieron a matraces tipo Erlenmeyer
recubiertos con Teflobn (Nalgene, Thermo Fisher Scientific Inc USA.) para
facilitar y asegurar la adherencia de los monocitos al fondo del matraz. Se
incubaron por 18 a 24 hrs. en atmoésfera humeda y 5% de CO, a 37 °C.
Transcurrido este tiempo, se cambid el medio a los matraces con CRPMI
suplementado con 10% de suero autdlogo (CRPMI-10%) y el medio al 4% se
colect6é en un tubo Falcén y se centrifugé a 500 Xg por 10 min para recuperar
las células que no se adhirieron al fondo del matraz y se colocaron en otro
matraz con CRPMI-10%, se cultivaron de igual forma durante 12 a 14 dias,

tiempo en el cual se diferencian a macréfagos (Campell, 1992). Se realizaron

20



cambios de medio en un intervalo de 3 dias, para asegurar el desarrollo de los

macroéfagos.

5.3.- Cosecha de los Macroéfagos.
Se colocaron los matraces en un recipiente con hielo, hasta cubrir 2/3 partes de

los matraces y en esta condicidon se dejaron por un lapso de 35 a 45 min. Una
vez esto, los matraces se golpearon levemente para desprender las células. El
contenido de los matraces se transfirié a un tubo de 50 ml. Se realiz6 el conteo
de las células con un hemocitometro (camara de Neubauer). Se centrifugo el
tubo a 500 X g por 10 min a temperatura ambiente. Al terminar la
centrifugacion, se retird el sobrenadante y la pastilla de células se resuspendid
en medio CRPMI-10%, ajustando la concentracién de células para obtener una

concentracion final de 1 X 10° células por ml de medio.

5.4.- Induccidn de activacién alterna por efecto de IL-4
Los macréfagos una vez cosechados en la forma antes descrita fueron

depositados en cajas de cultivo celular de 25 cm? a una concentracién de 3.5 X
10° células y tratados con una dosis de 10, 25, 50, 100 y 200 ng/ml de IL-4
recombinante bovina (rbiL-4) (R&D Systems 614 MacKinley place N.E.
Minneapolis, MN 55413-2610) como inductor de activacion alterna, otra
alicuota de macrofagos fue incubada con LPS de E. coli 026:B6 (Sigma-Aldrich
CO: St. Louis MO USA) a una concentracion de 50 ng/ml, otro grupo fue
tratado con IFN-y recombinante bovino a una concentracién de 100 ng/ml (R&D
Systems 614 MacKinley place N.E. Minneapolis, MN 55413-2610) y finalmente
otro grupo con las mismas caracteristicas pero sin ningun tratamiento como
testigo.

Todos los tratamientos se dejaron incubando durante 22 hrs. y al término se
obtuvo sobrenadante del medio de cultivo para cuantificar la produccion de
oxido nitrico por medio de un kit comercial (Reactivo de Griess Promega) y

arginasa (QuantiChrom arginase assay Kit Bioassays Sistems).
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5.5.- Cepas Bacterianas.
Se utilizaron 2 cepas bacterianas; Mycobacterium bovis BCG subcepa Danesa,

donada amablemente por la Dra. Iris Estrada de la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional, y Mycobacterium bovis
9926 que es una cepa de campo aislada de un bovino hembra, criollo, de 8
afios de edad; sacrificado en septiembre de 1998, procedente de Acatic,
Jalisco, México; el cual presentd lesiones compatibles con tuberculosis al
examen postmortem.. De igual forma se utilizé6 una cepa de M. bovis BCG a la
cual se le insert6 la proteina verde fluorescente donada amablemente por el Dr.
Antonio Javier Vallecillo Maza del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM.

5.6.- Preparacion del inoculo.
Las cepas bacterianas se sembraron en placas de agar Middlebrook 7H11

(Bacto® Mycobacteria 7H11 Agar, Difco Laboratorios, Detroit MI USA) con
enriguecimiento OADC (BBL™ Middlebrook OADC Enrichment, Becton,
Dickinson and Company, Sparks, MD USA), cuando las colonias fueron visibles
se tomaron 5 de ellas, las cuales fueron sembradas en 30 ml de medio
Middlebrook 7H9 (BBL™ Middlebrook 7H9 Broth Base, Becton, Dickinson
Mycrobiology Systems, Cockeysville, MD USA) con enriquecimiento OADC y
0.5 g/l de Tween 80 (Sigma Chemical CO, St Luis, MO USA) se incubaron por
8 dias a 37 °C en agitacion constante a 100 r.p.m. El cultivo obtenido se
transfirio a 270 ml de medio Middlebrook 7H9 con enriquecimiento OADC y 0.5
de Tween 80, y se incubd en las condiciones antes descritas.

Cuando los cultivos de cada una de las dos cepas seleccionadas, alcanzaron el
periodo establecido para su coleccion, se centrifugaron a 2500 X g por 15 min.
a temperatura ambiente y se elimin6 el sobrenadante. La pastilla se suspendio
y lavo dos veces en PBS (cloruro de sodio 1.5 mM, fosfato de sodio
monobdésico 9.1 mM, fosfato de sodio dibasico 1.25 mM) y se centrifugd en las
condiciones antes descritas por 10 min. Después de retirado el sobrenadante,
se suspendié en medio CRPMI (RPMI Medium 1640 Invitrogen™ Corporation
Grand Island, NY USA) complementado (aminoacidos esenciales 0.1 mM,

piruvato de sodio 1 mM, L-glutamina 2 mM y bicarbonato de sodio NaHCO3;
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20mM) més 15% de suero fetal bovino (Gibco™ Invitrogen Corporation Grand
Island NY USA).

Para dispersar los agregados bacterianos, se pas6 dos veces la suspension de
bacterias con una jeringa a través de una aguja 27G x 13 mm. La suspension
obtenida se transfiri6 en cantidades de 1 ml a tubos con capacidad de 1.5 ml,
se guardaron por 12 hrs. a -20°C y posteriormente el lote de indculos se

almacenod a -80°C hasta su uso.

5.7.- Determinacion de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
La concentracion del inéculo bacteriano se determiné por medio del conteo de

Unidades Formadoras de Colonias (UFC), de cada cepa se descongeld un tubo
por incubacion a 37°C y se le realizaron una serie de diluciones décuples
seriadas de la suspension bacteriana sembrandose por triplicado 100 pl de
ésta, en placas de agar Middlebrook 7H11 enriquecido con 10% de OADC. Las
placas se incubaron de tres a cuatro semanas a 37 °C. La cantidad de UFC se
obtuvo por ml, aplicando la siguiente ecuacion:

(UFC)(FD)(10) = bacterias/ml

En donde: UFC = unidades formadoras de colonias y FD = factor de dilucion

5.8.- Infeccion de macrofagos.
Se realizaron diferentes infecciones de macrofagos para los diferentes

experimentos.
e Infeccidén para extraccion de RNA para medicion de transcritos y obtencién
de sobrenadante para deteccion de interleucinas, ON y arginasa.

Una alicuota de 3.5 x 10° macréfagos fueron infectados con M. bovis BCG y M.
bovis 9926 usando wuna multiplicidad de infeccion (MOI) de 10:1.
Posteriormente las cajas de cultivo (cajas de 25 cm?) conteniendo a las células,
se centrifugaron a 200 x g por 10 min. e incubaron a 37°C con 5% CO, por 4 h.
Después de que transcurriera el tiempo necesario para la fagocitosis, las
células se lavaron con PBS 1x para remover las bacterias extracelulares. Se
utilizaron como controles, macréfagos sin infectar y sin estimular. Estos
macréfagos fueron tratados de la misma manera para poder mantener
comparaciones validas. La obtencién y la infeccion de los macréfagos se

realizaron por triplicado de forma independiente.
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e |Infeccion para realizacion de ensayo bactericida y supervivencia
intracelular.
En placas de Terasaky se colocaron por triplicado 10 pl de una suspensiéon de
macréfagos a una concentracién de 1x10* células/pozo, el medio se retiré a
cada uno de los pozos y fue sustituido por medio de cultivo celular conteniendo
10 ng/ml de rblL-4 durante 22 h, al término de este tiempo se volvié a sustituir
el medio por medio de cultivo celular con una concentracién de bacterias de
2x10" bacterias/ml. Se utilizé6 una MOI de 10:1 como control, se colocaron en
un pozo sin células de cada una de las placas la misma cantidad de bacterias
mas 5 pl de medio de cultivo celular. Este procedimiento se utiliz6 de forma
similar para cada una de las cepas utilizadas, M. bovis BCG y M. bovis 9926.
e Infeccion para la deteccion de M. bovis BCG-GFP a nivel intracelular en
macrofagos bovinos.
En placas de 24 pozos se colocaron por triplicado 200 ul de una suspension de
macréfagos con una concentracion 2x10° células/pozo sobre un cubreobjeto
redondo, después de este tiempo el medio fue retirado de los pozos y sustituido
por medio de cultivo celular conteniendo 10ng/ml de rblL-4, 50ug/ml de LPS y
otro control de células sin tratamiento durante 22 hrs. , al término de este
tiempo se volvio a sustituir el medio por medio de cultivo celular con una
concentracion de bacterias de 2x10° bacterias/ml de la cepa M. bovis BCG-
GFP. Se utilizé6 una MOI de 10:1, se colocaron en un pozo solo células como
control negativo de infeccion.
e Infeccion de macrofagos bovinos para la deteccion de Fragmentacion de
ADN asociada al proceso de apoptosis.
Una alicuota de 3.5 x 10° macréfagos fueron infectados con M. bovis BCG y M.
bovis 9926 usando una multiplicidad de Infeccién (MOI) de 10:1 en matraces de
teflébn conteniendo a las células, por 16 hrs. a 37 °C con 5% CO,. Se utilizaron
como controles, macréfagos sin infectar y sin estimular.
Al final de la incubacion de 16 hrs. pi los macrofagos infectados con M. bovis,
fueron lavados 2 veces con PBS para eliminar las bacterias extracelulares y
fijados con 5 ml de parafolmaldehido al 1% en PBS durante 30 min. a 4 °C, se
cosecharon las células de la forma antes descrita, al igual que las células que

se utilizaron como testigo.
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5.9.- Tratamientos:
e 1.-NI (No infectados y No estimulados)

e 2.-Estimulados con IL-4
e 3.-1L-4 + M.bovis BCG
e 4.-1L-4 + M.bovis 9926.
e 5 -IL-4 + (IL-4+M.bovis BCG.)*
e 6.-IL-4 + (IL-4+M.bovis 9926.)*
* Los macrofagos fueron estimulados por 22 hrs. preinfeccion y el tratamiento

se mantuvo durante la infeccion.

5.10.- Extraccion de RNA.

Variacion del método de paso simple (Chomczynski, 1993)

Se decant6 el medio de cultivo (Caja de cultivo de 25 cm?), y se agregaron 3ml
del reactivo de lisis celular TriPurei. (Boehringer Mannheim) (1 ml de
TriPure/10 cm? homogenizandose con una pipeta de transferencia estéril, se
depositd6 1 ml del lisado en tres microtubos de 1.5 ml dejandose incubar
durante 5 min. a temperatura ambiente, posteriormente se afiadieron 0.2 ml de
cloroformo por cada 1 ml de TriPure mezclandose vigorosamente y se dejé
incubar de 5 a 15 min, se centrifug6 la muestra a 12000 Xg durante 15 min; se
transfirio la fase acuosa alrededor de 0.7 ml en cada uno de los microtubos
nuevos, se agregaron 0.5 ml de isopropanol a la fase acuosa y se mezclo
invirtiendo el tubo, se incubd por 5-10 min. a temperatura ambiente para
permitir la precipitacion y se volvié a centrifugar a 12000 X g durante 10 min a
4°C. Se observo la presencia de un botdén blanco en el fondo del tubo al
finalizar la centrifugacion, se decantd el sobrenadante con cuidado de no
perder la pastilla de RNA y se lavé con etanol al 75%, invirtiendo el tubo o
mediante vortex, se repitid una centrifugacion a 7500 X g durante 5 min a 4 °C
y se descartd el sobrenadante eliminando el exceso de etanol y se dejo secar
al aire, ya por ultimo se resuspendio el pellet en agua libre de nucleasas, se

dejo incubar la muestra a 60 °C durante 10-15 min y se cuantifico la pureza y

1 TriPure: Guanidium Thiocinato para lisis de células, solubilizacion de sus componentes y

desnaturalizacion de RNAsas enddgenas simultaneamente.
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concentracién por espectrofotometria mediante el uso de nanodrop 1000, la

muestra se mantuvo a -80 °C en alicuotas de 1-2 pg de RNA hasta su uso.

5.11.- Sintesis de ADN complementario (cDNA)
El ADN complementario (cDNA), fue sintetizado usando 4 U de enzima

transcriptasa reversa Omniscript® (QIAGEN® Valencia, CA USA) en un
volumen final de 20 pl conteniendo Buffer RT (1x), mezcla de dNTPs (0.5 mM
cada uno), iniciador oligo-dT (1uM), templete de ARN (1ug) y agua libre de
nucleasas hasta alcanzar el volumen necesario. La mezcla fue incubada
durante 60 min a 37 °C y la enzima inactivada a 95 °C durante 5 min. El
volumen final se ajust6 a 400 pl con agua libre de nucleasas y fue almacenado

a -80 °C hasta su uso.

5.12.- Cuantificaciéon de mRNA de citocinas por Reaccién en Cadena de la
Polimerasa en tiempo real (q-PCR)
Para la deteccion de las citocinas se disefiaron los iniciadores especificos (ver

tabla 1) y para el control interno en el programa IDT's PrimerQuest™™
desarrollado por Whitehead Institute for Biomedical Research. EI PCR en
tiempo real se realiz6 en un equipo LyghtCycler 480 Roche usando SYBR®
Green | (10,000X Cambrex Bio Science Rockland Inc USA) como sistema de
deteccion. La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en un volumen final de
25 pl los cuales contenian SYBR® Green | (0.165X), Buffer PCR 1X (20 mM
Tris-HCL pH 8.4 y 50 mM KCI), MgCl, (4 mM), dNTPs (200 uM cada uno),
iniciadores (0.5 nM de cada uno), Platinum® Taq ADN polimerasa (1.25 U)
(Invitrogen" S&o Paulo, SP Brasil) y 5 pl del ADNc diluido. Se colocaron en
placas épticas de 96 pozos después de una activacion de la enzima a 95°C por
10 min bajo las siguientes, extension a 72°C por 40 s; al final de los 35 ciclos
se dio una extensién de 5 min a 72°C. Finalizado el PCR, la temperatura fue
incrementando de 60°C a 95°C para construir una curva de disociacion. Se
coloc6 una reaccién control sin templete de cDNA (NTC) en cada placa y cada
muestra se ejecutd por triplicado. Utilizando los siguientes juegos de

iniciadores:
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Sentido. Antisentido.

G3PDH

5-CAT GTT TGT GAT GGG CGT GAA CCA-3’ 3-TAA GTC CCT CCA CGA TGC CAA AGT-5’
Arginasalll

5-ATG CAT TTG ACC CTA CAC TGG-3'

3-AGG TCA GTC CCC CTA CAA CA-5,

interleucina-18:
5-CTA GCC CAT GTG TGC TGA AG-3

3-CCACTT CTC GGT TCATTT CC-%

interleucina-6:
5'-GCC TGA GAG CTATTC GGA TG-3'

3-TGC CCA GGA ACT ACC ACA AT-5

interleucina 10:
5-ACT CTG TTG CCT GGT CTT CC-3'

3'-GAC AGG GTG CTC GCA TCT-5’

interleucina 12p40:
5-TTG CTC TCA GCA GAG AAG GTC-3'

3'-CTG CCC TCC TGA CAC TCC-5’

interleucina-18:
5'-CAC GTT TCC TCT CCT AAG AAG C-3

J-TACTTG TTC TGC AGC CAT CTT T-5'

Oxido Nitrico Sintasa Inducible:
5'-CCA TGG AAC ATC CCA GGT A-3

3'-GCA GGG CGT ACC ACT TGA-%

Proteina Quimiotactica de Macréfago-1:
5-CCA GAT GCA ATT AAC TCC CAA G-3

3-GCA TGG AGA TCT TCT TAC TGT TGA-%

Proteina Quimiotactica de Macrofago-2:
5'-AAG CAG AAG TGG GTC CAG ACT-3

3-CTT CGG TGT TCG GGA CTT T-5’

Proteina inflamatoria de Macro6fago-1:
5- ACC ATT TGG CGC TGA CAC-3

3-CGATTT TGC GAG AAA GCT G-5’

Proteina inflamatoria de Macr6fago-3:
5'- GCA AGT CAG AAG CAA GCA ACT-3

3-TGG GGT GAAGTATTC GTT CTG-5

Factor Transformante de crecimiento-g:
5- CCG AAC CTG TGT TGC TCT CT-3

3-CGT GCT GCT CCACTT TTA ACT-5’

Factor de Necrosis Tumoral-a:
5- GTG TGA AGC TGG AAG ACA ACC-3’

3'-CCC TGA AGA GGA CCT GTG AG-5’

Molécula sefializadora y act. de linfocitos
5'-AGG GGA CCA CGT GAC TTA CA-3’

3-AGC TAT TGG TGG GAC TCA GC-%’

Receptor de manosa del macréfago
5-GCT CAT GTC AAC TGC ATT CAA-3

3'- GGT AAC AAG TCT TTG GAA TCT CCT-5’

Receptor scavenger 1 del macréfago
5'-TCT GTG AAG TTC GAT GCT CGC TCA-3’

3-TTT CAG GAG CTG AGC TGC CAC TAT-%

Receptor tipo Toll-2
5'- TCC ACG GAC TGT GGT ACA TGA AGA-3

3'-GCT TAA AGG GAG GGT TGA AGT GCT-%’

Receptor tipo Toll-4
5'- TCA GAG TTT CCT GCA GTG GGT CAA-3

3-ACT AAG CAC TGG CAT GTC CTC CAT-5
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5.13.- Método de cuantificacion.
Existen dos métodos para la cuantificacién de la expresion génica por RT-PCR

en tiempo real, cuantificacion absoluta y cuantificacién relativa. EI método de
cuantificacion relativa fue el empleado en esta investigacion, éste consiste en
comparar el (threshold cycle o ciclo umbral) Ct de la muestra desconocida con
una muestra calibradora que sirve como referencia fisiolégica (muestras
provenientes de células no infectadas no estimuladas). Todas las
cuantificaciones, también fueron normalizadas con un control endégeno, en
este caso G3PDH, para tener en cuenta la variacion en la concentracion inicial,
calidad de ARN Yy la eficiencia de reaccion en la trascripcion reversa. Este
método fue seleccionado debido a que es sencillo, facil de manejar y de
analisis rapido.

Primero, el Ct de la muestra (Cy) y del control interno G3PDH (C+ G3PDH) son
determinados para cada muestra. La diferencia que resulta de Ct de la muestra
y Ct G3PDH es llamada ACr; y se calcula para normalizar las diferencias en la
extraccion de ARN y en la eficiencia de la reaccion de sintesis de cDNA. EI ACt
de cada muestra es restado del AC+ del calibrador. Esta diferencia es llamada
AAC+. Por ultimo, la expresién de la proteina en cuestion es normalizada con el

control interno (G3PDH) vy relativa al calibrador, se calcula por 2 24¢

1. Asi, la
diferencia en la expresion de la muestra se expresa como n-veces relativa al
calibrador (Applied Biosystems).
Las ecuaciones para calcular AACt para el método de cuantificacion relativa
son:

Cr de la muestra - Cr G3PDH = AC;.

AC+ de la muestra - ACt del calibrador = AAC;.

Cantidad relativa = 2 24°T-
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5.14.- Desarrollo del Ensayo Bactericida.
En placas de Terasaky se colocaron por triplicado 10 pl de una suspensién de

macréfagos con una concentracién de 1x10° células por pl, (1x10°
células/pozo). Las cuales se incubaron por 12 hrs. a 37 °C, con humedad y 5%
de CO;; después de este tiempo el medio se retiré a cada uno de los pozos y
fuesustituido por medio de cultivo celular con una concentracion de bacterias
de 2x10” bacterias/ml. Se utilizé una MOI de 10:1 como control, se colocaron
en un pozo sin células de cada una de las placas la misma cantidad de
bacterias mas 5 pl de medio de cultivo celular. Este procedimiento se realiz6 de
forma similar para cada una de las cepas utilizadas, M. bovis BCG y M. bovis
9926. Las placas se incubaron por 4 hrs. en las condiciones antes
mencionadas y antes de ser introducidas a la incubadora, se verifico que las
gotas de agua colocadas en las esquinas no se hubieran secado. Mientras
tanto se corroboré la concentracion del indculo utilizado. Se agregaron 5 pl de
la suspension de bacterias a 195 ul de PBS, a partir de ese tubo se realizé una
serie de 3 diluciones décuples (1:10). 100 pl de cada una de las diluciones se
sembraron en placas de agar Middlebrook 7H11 con enriquecimiento OADC,
este volumen se disperso por toda la superficie de la placa y se incubé por 2-3
semanas a 37 °C. Una vez transcurridas la 4 hrs. de incubacién a cada uno de
los pozos con bacterias y células de ambas placas de cada una de las cepas
de M. bovis se les retird el medio con bacterias, excepto donde solo se colocan
las cepas bacterianas. Los pozos se lavaron 5 veces con 10 ul de medio de
cultivo celular fresco. En los pozos de la caja se adicionaron 10 ul de solucién
de lisis (Tween 20 al 0.5% (Sigma Chemical CO, St Luis MO USA)) y se
dejaron incubar a temperatura ambiente por 10 min. Mientras transcurrian los
10 min, del pozo donde solo hay bacterias, se tomaron éstas y se adicionaron a
un tubo en el que previamente se colocaron 170 pl de PBS, se realizaron dos
lavados con medio de cultivo celular. A partir de este tubo se realizaron 3
diluciones décuples. De cada una de las diluciones se tomaron 100 pl, los
cuales fueron sembrados en placas de agar Middlebrook 7H11 con
enriguecimiento OADC, este volumen se dispersé por toda la superficie de la
placa y se incub6 por 2-3 semanas a 37 °C. Transcurridos los 10 min, de cada
uno de los tres pozos se tomaron 10 pl del lisado y se transfieren a tres tubos

respectivamente, a cada tubo previamente se les habia colocado 170 pl de
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PBS, de la misma forma que el control, se realizaron dos lavados con 10 pl de
medio de cultivo celular. Con el procedimiento antes descrito se realizaron dos
series de diluciones décuples de cada pozo y se sembrd un volumen igual de
cada una de las diluciones de los tres pozos en las en placas de agar
Middlebrook 7H11 con enriquecimiento OADC, las cuales e incubaron por el
mismo periodo de tiempo. Transcurridas las 24 hrs. de incubacion, de los pozos
de células mas bacterias, se tomo el medio y se adiciond a tres tubos en los
cuales se habia colocado un volumen de 160 ul de PBS. Las células de estos
pozos fueron lisadas con 10 pl de la solucién de lisis por un periodo de 10 min.
Mientras tanto, se realizé en la forma antes descrita la recuperacién, dilucion y
siembra de las bacterias del pozo control de cada una de las dos cepas.
Pasados los 10 min. del tiempo de lisis de las células, se recupero el lisado de
cada uno de los pozos y se adicion6é a cada uno de los tres tubos respectivos
en los que se habia colocado con anterioridad el medio de cultivo celular. Se
realizan dos lavados y la serie de dos diluciones decuples correspondientes a
cada uno de los tres pozos. Se sembraron 100 ul de cada una de las diluciones
de las tres series y se incubaron. Transcurridos 21 dias de incubacion de las
placas inoculadas se realiz6 el conteo de las UFC’s de cada una de las cepas.
Los datos obtenidos fueron capturados en una hoja de célculo disefiada para el
analisis del porcentaje de crecimiento intracelular para cada una de las cepas a
las 24 hrs. postinfeccién, dado asi para cada fenotipo entre Resistentes y

Susceptibles.
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5.15.- Deteccion intracelular de M. bovis BCG-GFP.
En placas de 24 pozos se colocaron por triplicado 200 ul de una suspension de

macréfagos con una concentracion de 1x10° células por pl, (2x10°
células/pozo) sobre un cubreobjeto redondo dentro de cada pozo. Las células
se incubaron por 22 hrs. a 37 °C, con humedad y 5% de CO,, después de este
tiempo el medio se retird de los pozos y fue sustituido por medio de cultivo
celular conteniendo 10 ng/ml de rblL-4, 50ug/ml de LPS y otro control de
células sin tratamiento durante 22 hrs, bajo las mismas condiciones de
incubacién, al término de este tiempo se volvié a sustituir el medio por medio
de cultivo celular con una concentracién de bacterias de 2x10° bacterias/ml de
la cepa M. bovis BCG-GFP. Se utiliz6 una MOI de 10:1, se colocaron en un
pozo solo células como control negativo de infeccion. Una vez transcurrido el
tiempo de fagocitosis (4 hrs. ) fueron lavados 2 veces con PBS 1x para eliminar
las bacterias extracelulares y fijados con 2 ml de parafolmaldehido al 1% en
PBS durante 30 min a 4 °C. Una vez fijadas las células, se procedi6 a
permeabilizar por medio de triton 1x y fueron lavadas 2 veces con PBS 1x; una
vez esto, se procedio a hacer la tincién con yoduro de propidio como tincion de
contraste por media hora cubriendo la placa de la luz, una vez transcurrido este
tiempo se realizaron 2 lavados con PBS para eliminar el exceso de tincion y se
montaron sobre portaobjetos utilizando el medio de montaje Vectashield. Las
laminillas se observaron en un microscopio de fluorescencia a un aumento de
100x para poder visualizar las bacterias fluorescentes dentro del macréfago y
se realiz6 el conteo de campos hasta completar 100 células por tratamiento,

por cada uno de los animales.

5.16.- Deteccion de Apoptosis.
La deteccion de células en apoptosis se determindé mediante la fragmentacion

de una o ambas cadenas de ADN nuclear, efectuada por las enzimas ADNasas
activadas durante la apoptosis, lo cual fue detectado con la técnica de TUNEL
(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated-dUTP Nick End Labelinng).
Los cortes en la posicion 3'(OH) se marcan con nucleétidos conjugados con
Bromo, adicionados mediante la accién especifica de la enzima Nucleotidil
Transferasa Terminal (TdT). Posteriormente, los nucleétidos se revelaron con

anticuerpos monoclonales anti-Bromo conjugados con Alexa Fllor 488.
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Se usé un grupo control positivo de macrofagos en apoptosis inducida
mediante el uso de camptotecina 20 pg/ml durante 16 hrs (Sigma,St Louis,MO)
para facilitar la identificacion de las caracteristicas apoptoticas de las células
bovinas (Gutiérrez-Pabello, 2002). Asimismo, se uso un grupo control negativo
de células sin tratamiento, lo cual facilito diferenciar las caracteristicas
morfologicas de tamafio y granularidad, asi como identificar el limite de

discriminacion con respecto a las células apoptéticas. (Fig. 20)

5.17.- Fragmentacién del ADN nuclear (FADN)
Una alicuota de 3.5 x 10° macréfagos fueron infectados con M. bovis BCG y M.

bovis 9926 usando una MOI de 10:1 en matraces de teflébn conteniendo a las
células, previamente estimulados por 22 hrs con rblL-4 a 37°C con 5% CO,. Se
utilizaron como controles, macréfagos sin infectar y sin estimular.

Al final de la infeccion por 16 hrs. fueron lavados 2 veces con PBS para
eliminar las bacterias extracelulares y fijados con 5 ml de parafolmaldehido al
1% en PBS durante 30 min. a 4 °C, se cosecharon las células de la forma antes
descrita (35 minutos en hielo) y se depositaron en tubos de poliestireno de 12 x
75 mm (Falcon Test Tubes, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ EUA), al
igual que las células que se utilizaron como testigo. Posteriormente, se
conservaron en etanol al 70% por un minimo de 12 hrs. a -20 °C y después
fueron lavadas tres veces con PBS 1x. La técnica de TUNEL se realizo con el
Kit comercial APO-BrdU (Pharmingen, San Diego, CA EUA) siguiendo las
instrucciones del fabricante y lo descrito por otros autores (Gutiérrez-Pabello,
2002; Esquivel, 2003). Se afadieron 50 pl de solucion de marcaje de ADN
(10ul de buffer de reaccién, 0.75 ul de enzima TdT, 8ul de Bromo-dUTP’s y
32.25 pl de agua destilada) y se incubaron a 37 °C durante 60 min en bafio
Maria agitando cada 15 min, se agregaron 500ul de buffer de enjuague al final
de la incubacion y se retir6 el sobrenadante después de centrifugar a 300 Xg
durante 5 min. Se repiti6 una vez mas el lavado y se agregaron 100 pl de
solucion de anticuerpo (5 pl de anticuerpo anti-Bromo conjugado con Alexa
Flaor 488 y 95 pl de buffer de enjuague) se incub6 por 30 min. en la oscuridad
a TA. Al final de la incubacion se pasaron las células en un clitbmetro de flujo
marca DB modelo FACS Canto Il .y se analizaron los datos con el programa

Software Flowjo 2.1.1 (Tree Star Inc. Oregon Corporation).
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6.- ANALISIS ESTADISTICO.
Cada experimento se realizd por triplicado y de forma independiente, los

resultados se expresaron como la media *+ el error estandar. Se utilizo la
prueba de t de student como prueba paramétrica y ANOVA de dos colas como

prueba no paramétrica seguida de la prueba estadistica de Bonferroni.
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7.- RESULTADOS.

7.1.- Los macrofagos bovinos de animales resistentes muestran mayor
producciéon de Oxido Nitrico bajo el tratamiento con LPS.
La produccion de 6xido nitrico (ON) se midié como indicador de activacion de

los macréfagos. Diferentes monocapas de macrofagos se incubaron con 50
ng/ml de LPS para verificar la concentracion in vitro antes descrita de
activacion de los macrofagos en forma clasica (Esquivel. 2003). Después de
22 hrs. de incubaciéon con 50 ng/ml de LPS la concentracion de 6xido nitrico
fue de 8.5+0.5 nM de nitritos para las células resistentes y 5+0.04 nM para
los susceptibles mostrando diferencias estadisticamente significativas
(p<0.0001). En consecuencia, se utilizé dicha concentracion de 50 ng/ml de
extracto puro de LPS, durante 22 hrs. de cultivo para dar el efecto de
activacion clasica de los macréfagos concordando con lo reportado por
Esquivel (2003) (Fig. 1).

7.2.- La Interleucina-4 recombinante bovina disminuye la produccién de
ON en macrofagos bovinos
Una vez que se demostrd que los macrofagos resistentes producian cantidades

superiores de ON comparados con los susceptibles, se procedié a activarlos
por la via alterna mediante la incubacion con Interleucina recombinante bovina
(rbIL-4). La disminucién en la produccién de ON se utiliz6 como indicador de
activacion alterna de los macrofagos. Se titulo la concentracion optima de rblL-
4 que indujera este fendbmeno. La incubacién con rbIL-4 disminuy6 un 20% la
produccion del ON en el caso de macrofagos estimulados con LPS y en un
33% en donde se combiné con el INF—y utilizado como inductor de activacion
clasica, siendo este efecto mas evidente en macréfagos de animales
resistentes comparados con el control negativo, lo cual evidencio la activacion
alterna de los macrofagos en una forma independiente al tipo de activador.
Inicialmente, se utilizé6 una concentracién de 50 ng/ml de rbIL-4 para verificar si
existian diferencias en la produccion de ON dadas por los diferentes
tratamientos de los macrofagos (LPS, INF—y e rblL-4) (Fig. 2 y 2b).

Una vez que se verifico que la rblL-4 disminuia la produccién de ON (p<
0.0001) se procedi6 a verificar cual era la mejor concentracion de rblL-4 y que
produjera el mismo efecto. La incubacion con diferentes concentraciones de
rbIL-4 a 10, 25, 50, 100 y 200 ng/ml a las 24 horas demostr6 que no habia
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diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas por lo que se
selecciond 10 ng/ml de rbIL-4 como la concentracién de trabajo (Fig.3).

Por otra parte, se midi6 la actividad de la enzima arginasa en los
sobrenadantes de los macrofagos tratados con la rblL-4 para identificar su uso
como marcador de activacion alterna, sin embargo dicha produccion (20 y 22
pmoles de L-arginina para macrofagos resistentes y susceptibles
respectivamente) no mostro diferencias estadisticas, lo cual sugiere al menos
en el modelo bovino no se podria considerar como un marcador especifico de
activacion alterna como se ha mencionado en el modelo de ratén (Mantovanni.
2004) o bien que pudiera ser una enzima con actividad a largo plazo bajo las

condiciones de activacion alterna.

7.3.- La activacion alterna del macréfago promueve la transcripcion
incrementada de receptores de superficie en macréfagos bovinos.
Se realizo la determinacion en la expresion génica de receptores de superficie

en los macrofagos, utilizando macréfagos incubados con rbiL-4, LPS y células
no tratadas, mediante PCR de tiempo real. En las células tratadas con riL-4 la
concentracién del mRNA para el Receptor de Manosa del Macréfago (MMR), el
Receptor Scavenger A del Macréfago (MSR-A), el Receptor Tipo Toll-2 (TLR-2)
y el Receptor Tipo Toll -4 (TLR-4) se incrementdé 650, 400, 40 y 65 veces
respectivamente, comparados con las células no tratadas. Mientras que el
incremento en células activadas por la via clasica fue de 4,1, 1 y 3 veces para
los mismos receptores (Fig. 4). Por lo tanto, se sugiere que los macrofagos
activados de forma alterna muestran un patron diferencial en la expresion
génica de receptores en comparacion con macrofagos activados de forma
clasica, siendo los animales resistentes quienes muestran una mayor expresion
sobre los susceptibles (Fig. 4b y 4c). Por otra parte, es importante mencionar
que el tratamiento con rblL-4, indujo la fusién de macréfagos con hasta 7-10
nucleos por célula, tanto en macréfagos de animales resistentes como

susceptibles bajo las mismas condiciones de activacion (Fig. 5).

7.4.- Lainfeccién con M. bovis no rescata la produccién de ON ni modifica
la concentracién de arginasa bajo condiciones de activacion alterna.
Se procedié a medir la produccion de ON y arginasa en el sobrenadante del

medio de cultivo de los macréfagos desafiados con las cepas de M. bovis BCG

35



y M. bovis 9926 previamente incubadas con rblL-4. El tratamiento con rblL-4
disminuyd la producciéon de ON en macréfagos infectados con M. bovis, aunque
el fenotipo de resistencia influyé en la concentracion dando lugar a diferencias
estadisticamente significativas (p<0.0083) entre fenotipos; sin embargo, no
mostro diferencias entre tratamientos, adicionalmente se observé que los
macrofagos de animales susceptibles no respondieron al estimulo de activacion
alterna de la misma manera que los macrofagos de animales resistentes pues
en estos ultimos se presentd una clara disminucion en la produccion de ON.
(Fig. 6)

En el caso de la produccion arginasa no se observaron diferencias
significativas inducidas por rblL-4 y la infeccion por M. bovis en forma general;
sin embargo, en el caso del tratamiento donde se mantuvo la estimulacién y se
desafio con la cepa de M. bovis 9926 encontraron diferencias significativas en

comparacion con las células control (p<0.0003) (Fig. 7).

7.5.- La activacion alterna del macréfago disminuye la expresion génica
de citocinas proinflamatorias en macréfagos infectados con M. bovis.
A nivel de mRNA se observé una disminucion en la expresion génica de todas

las citocinas y quimiocinas en comparacion con macréfagos activados de forma
clasica, siendo este efecto mas evidente en los macréfagos de animales
resistentes.

En los macrofagos de animales resistentes estimulados con rblL-4 y desafiados
con M. bovis se observé un aumento en la expresion de todas las citocinas pro-
inflamatorias y una disminucion en las quimiocinas, en comparacion con el
tratamiento donde solo se estimuld con la rbiL-4. En el caso de SLAM y la IL-10
no sufrieron cambios por efecto de la presencia de la micobacteria, dichos
valores se mantuvieron por debajo de los niveles dados solo por la estimulacion
con rblL-4, un dato interesante es que la IL-4 por si misma no promueve la
expresion de la IL-12p40, pero al enfrentar al macr6fago con la cepa de M.
bovis 9926 ésta tuvo un aumento de 150 veces mas, de igual manera para
MIP-3 con el mismo numero de veces sugiriendo que dichas moléculas son
dependientes de la presencia de la micobacteria.

En el tratamiento donde se mantuvo la estimulacion de los macréfagos con la

rblL-4 més la cepa de M. bovis BCG todas las citocinas pro-inflamatorias
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aumentaron su expresion, mientras que todas las quimiocinas, arginasa, IL-6 e
IL-18 disminuyeron. Bajo las mismas condiciones pero con la cepa virulenta se
observo un aumento en todas las citocinas incluyendo a la IL-12p40, asi como
en las quimiocinas, algunas citocinas como IL-1b e IL12p40 parecen tener una
mayor expresion por efecto de la virulencia ya que su expresion es superior en
comparacion con la cepa M. bovis BCG. Cuando estos resultados son
comparados con la via clasica de activacion sugieren que la presencia de la
rblL-4 tiene un efecto modificador de las capacidades de los macrofagos de
animales resistentes principalmente, disminuyendo la capacidad de producir un
efecto pro-inflamatorio, siendo dicho efecto mas evidente al mantener la

estimulacion con rbiL-4 (Fig. 8 y Tabla 2).

7.6.- La expresion de IL-1b, TNF-& y MIP-1 es superior en macrofagos de
animales susceptibles por la presencia de la micobacteria 'y no por efecto
de la IL-4.

En macréfagos de bovinos susceptibles la estimulacion con la rbIL-4 no tuvo

efecto significativo sobre la expresién de los mensajeros de IL-1b, TNF-& y
MIP-1, ya que soOlo se observd el aumento al ser desafiados con la
micobacteria, por ejemplo la IL-1b aumenta en presencia de M. bovis BCG,
pero al mantener la estimulacién disminuye, caso contrario al TNF-a el cual
aumenta hasta 12 veces al mantener la estimulacién en presencia de la
bacteria, estas citocinas muestran un efecto totalmente opuesto en presencia
de la cepa virulenta, es decir, IL-1b y TNF-a aumentan al solo estimular de
forma simple, pero al mantener la estimulacion la expresion de TNF-a
disminuye, en el caso de MIP-1 muestra una expresion alta con la rblL-4
disminuyendo en presencia de M. bovis BCG, la expresién de la molécula
SLAM pareciera no ser influenciada por el efecto del fenotipo animal o por el
efecto de virulencia. (Fig. 9 y Tabla 2)

Estos datos muestran una tendencia en el comportamiento de macrofagos
procedentes de animales susceptibles, ya que al igual que en la produccién de
ON, no se ven afectados por la presencia de la rblL-4 o de la micobacteria, lo
cual podria sugerir una respuesta inferior hacia estimulos exteriores; en base a
los resultados anteriores (arginasa, produccién de ON y expresiéon de citocinas

pro-inflamatorias)
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7.7.- Los macréfagos de animales resistentes muestran una mayor
expresion de citocinas y quimiocinas bajo el efecto de activacién alterna
dado por larblL-4.

Al incubar macréfagos procedentes de animales resistentes con rblL-4 se pudo
observar que muestran una mayor expresion de todas las citocinas y
quimiocinas a excepcion de SLAM, en la cual no hay diferencias entre
fenotipos. Otro caso es la expresion de la enzima arginasa la cual en
macrofagos de animales resistentes muestra una expresion de 15 veces mayor
en comparacion con macréfagos de animales susceptibles. Las citocinas tales
como IL-1b, IL-10 e IL-12p40 parecen no ser dependientes del tipo de
activacion o del fenotipo animal, sino a la presencia de la micobacteria, ya que
no se observaron diferencias dependientes del efecto individual de la rbiL-4
(Fig. 10-14 y tabla 2).

7.8.- La estimulacion sostenida con rblL-4 disminuye el indice fagocitico
en macréfagos de animales resistentes.
La incubacion corta con rblL-4 mostré un aumento en el indice fagocitico en

ambos fenotipos y con ambas cepas, siendo este aumento mas significativo en
macréfagos de animales resistentes (p<0.05), la virulencia de la cepa jug6 un
papel importante en la fagocitosis dado que la cepa virulenta indujo un mayor
indice fagocitico; sin embargo el indice se vi6 afectado en aquellos
tratamientos donde la incubacién con rblL-4 se mantuvo hasta el final del
experimento, reduciendo los niveles de fagocitosis en ambos fenotipos aun con
ambas cepas, siendo este efecto mas evidente con la cepa de M. bovis 9926.
Se observaron diferencias estadisticas con un valor de p<0.05 en los
tratamientos donde se preestimulé con la rblL-4 en animales resistentes (Fig.
16).

Para comprobar el efecto de rblL-4 se utiliz6 M. bovis BCG conteniendo el
inserto de la proteina verde fluorescente (BCG-GFP) lo cual permitié localizar a
las bacterias intracelulares, se contaron 100 macrofagos por cada tipo de
activacion y un control sin estimulo de cada uno de los animales, observando
gue en los macrofagos sin ningun tratamiento y desafiados con la BCG-GFP,
no mostraron diferencias estadisticas entre los rangos de bacterias localizadas

intracelularmente (0, 0-5, 5-10, 10-20 y mas de 20 bacterias) ni entre
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tratamientos, aunque se observé un porcentaje del 32% de macrofagos con 5-
10 bacterias y el mismo porcentaje con mas de 20 bacterias intracelulares, de
igual forma sin diferencias estadisticamente significativas entre los fenotipos
(Fig. 16ay 16Db).

En el tratamiento donde se estimulé por via alterna, se observd una
disminucion del 13% para el rango de 10-20 bacterias y un 20% en el rango de
mas de 20 bacterias en macrofagos de animales resistentes y un 10% en
susceptibles en el mismo rango con respecto al tratamiento anterior mostrando
este rango (> a 20 bacterias) diferencias significativas (p<0.05). Bajo el
esquema de activacién clasica, se observd un aumento del 10% en animales
susceptibles con respecto al tratamiento sin estimulacion, sin diferencias en
resistentes en el rango de > de 20 bacterias y una disminucién del 7 y 8% en el
rango de 10-20 bacterias para resistentes y susceptibles respectivamente; sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
fenotipos, en los casos donde los macrofagos contenian menos de 10 bacterias
(0, 0-5 y 5-10) no se observaron diferencias entre tipos de activacion, a
excepcion del tratamiento con rblL-4, donde se observé un porcentaje del 20%
de macrofagos resistentes sin bacterias intracelulares; esto es, un 15% mas

con respecto a los demas tratamientos.

7.9.- La estimulaciéon sostenida con rblL-4 mejora el control de la
replicacion de M. bovis por macréfagos de animales susceptibles.
La tasa de supervivencia intracelular mostré un mejor control en la proliferacion

intracelular por parte de los animales resistentes sobre los susceptibles en
aguellos tratamientos donde soélo se preestimuld con la rblL-4 bajo el desafio
con ambas cepas; sin embargo, al mantener la estimulacién con rblL-4, los
macréfagos de animales resistentes disminuyeron su capacidad microbicida, de
tal manera que la proliferacion intracelular de M. bovis BCG fue similar entre
ambos fenotipos con un 80% de supervivencia intracelular sin diferencias
estadisticas. En el caso de los macrofagos infectados con la cepa de M. bovis
9926 los niveles de supervivencia intracelular por parte de la bacteria fueron
inferiores al 85% en comparacién con los macrofagos de animales resistentes
los cuales mostraron una permisividad del 130%, este dato nos sugiere una

modificacion en las capacidades microbicidas de los macrofagos bajo
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condiciones de activacion alterna; no obstante, al realizar el andlisis estadistico
no se observaron diferencias significativas entre tratamientos, aunque en el
tratamiento donde se preestimuld con rbiL-4 y se desafio con M. bovis BCG se
lograron observar diferencias significativas (p<0.05). Asimismo, el fenotipo de
resistencia mostré un tener efecto a nivel de supervivencia intracelular de
manera estadisticamente significativa, no asi el efecto que pudiera tener el
tratamiento; es decir, que los macrofagos de animales resistentes mostraron un
mejor control intracelular cuando fueron estimulados con la rblL-4, ahora bien al
mantener la estimulacion con la rblL-4 durante el desafio con la cepa virulenta,
dicho fenotipo pareciera ser modificado ya que los animales susceptibles,
mostraron un mejor control del crecimiento intracelular en comparacién con los
macréfagos de animales resistentes, pero sin manifestarse diferencias

estadisticas significativas entre los fenotipos (Fig. 17).

7.10.- El fenotipo de resistencia y susceptibilidad juega un papel
determinante en la induccion de apoptosis en macrofagos bovinos
activados por la via alterna e infectados con M. bovis.

Antes de realizar el desafio con la micobacteria se realiz6 la estandarizacion

del método de la técnica de TUNEL para verificar las diferencias entre
macréfagos bovinos con cambios asociados a apoptosis y macréfagos en
reposo para lo cual se utilizaron como controles, macréfagos sin infectar y sin
estimular, macrofagos con induccién de apoptosis por medio de camptotecina y
un control de macrofagos para medir la autofluorescencia (Fig. 20)

El desafio con M. bovis BCG y M. bovis 9926 a una MOI de 10:1, indujo la
fragmentacion de ADN (FADN) de las poblaciones de macréfagos susceptibles
y resistentes. Cabe destacar que en los macréfagos infectados, se presento la
FADN tanto en macrofagos con bacilos localizados intracelularmente, como en
macréfagos sin bacilos aparentes. Ademas, el nimero de macréfagos con
FADN fue mayor en los estimulados con rblL-4 e infectados que en los
macrofagos testigo sin desafiar.

En animales susceptibles se observo un indice de apoptosis basal del 3% con
un ligero aumento por efecto de la rblL-4 (6%), observandose que el desafio
con la micobacteria aumenta esta fragmentacion a niveles de 20-25% siendo
independiente de la virulencia de la cepa y del tratamiento, ya que los niveles

de apoptosis observados fueron similares sin diferencia estadistica entre
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tratamientos pero si mostrando diferencias significativas con respecto al control
(p=0.001) y al tratamiento con rbIL-4 (p<0.003)(Fig. 18).

En macréfagos de animales resistentes sin ningun tratamiento se observo un
porcentaje de macrdéfagos con FADN del 9%, mientras que macrofagos bajo el
tratamiento con rblL-4 se observo un aumento significativo (p<0.0002) en el
porcentaje de FADN y aquellos macréfagos que recibieron el pre-estimulo y se
desafiaron tanto con la cepa de M. bovis BCG y la cepa M. bovis 9926 se
observé aumento (p<0.0002). Al mantener la estimulacion en los macrofagos
con la rbiL-4 y al ser desafiados con M. bovis BCG, el porcentaje de FADN bajo
a niveles similares a los del control (p<0.015) mostrando diferencias
estadisticas con respecto a los demas tratamientos donde se involucro la
micobacteria, al desafiar con la cepa virulenta este porcentaje aumento
significativamente con respecto al control (p<0.0002) y con la cepa M. bovis
BCG (p<0.002). De igual manera se observo que los macrofagos de animales
resistentes presentan una FADN basal superior en macréfagos no estimulados
no infectados en comparacién con macrofagos de animales susceptibles
(p=0.002) (Fig.19).
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8.- DISCUSION
La respuesta a microorganismos patdgenos por parte del hospedero esta dada

por complejos mecanismos de defensa. Estos incluyen mecanismos fisicos e
inespecificos con la participacion de células fagociticas. La produccion de ON,
citocinas, quimiocinas y la apoptosis se ha observado en el curso de
infecciones por micobacterias y por agentes infecciosos en células
mononucleares. En este estudio se analizé la expresion génica de citocinas y
quimiocinas, indice de fagocitosis, supervivencia intracelular asi como la
apoptosis en macréfagos bovinos derivados de monocitos e infectados por
Mycobacterium bovis bajo un esquema de activacion alterna. Se buscé una
asociacion entre el fenotipo de resistencia natural a la infeccion del hospedero
y la respuesta hacia la micobacteria, involucrando la virulencia de la bacteria y
el efecto del tipo de activacion del macré6fago como célula blanco de la

infeccion.

Se sabe que el macrofago puede adoptar un fenotipo de activacion alterna asi
como de activacion clasica bajo condiciones naturales dependiendo el tipo de
célula presentadora de antigeno que se trate, influyendo entre otros factores el
ambiente de las citocinas que se esté dando en el momento de la infeccién,
dicho fenotipo de activaciébn puede estar siendo afectado por el tipo de
antigeno o patdgeno, la regulacién mediada por citocinas a partir de células T
diferenciadas, la concentracion del antigeno y la afinidad por el receptor de la
célula T y el nivel de sefiales co-estimuladoras liberadas por la interaccién de la
célula presentadora de antigeno y el linfocito T, que como consecuencia

resultara en la regulaciéon mediada por el sistema inmune.

La importancia del tipo de activacion del macréfago radica en que de ella
dependera el tipo de respuesta que se montara ante la infeccién, por una parte
una activacion clasica proveera de una respuesta netamente pro-inflamatoria
con la produccién de citocinas del tipo Thl encaminadas a la activacién del
sistema inmune para eliminar o controlar la infeccion y por otro lado se podria
dar una respuesta de activacion alterna con citocinas del tipo Th2, la cual

estara encaminada a la reparacion de tejido, delimitacion del dafio causado por
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la respuesta inflamatoria, adicionalmente algunos autores han mencionado que
puede actuar en la contencion de la infeccion ya proporciona un mayor soporte

a los granulomas ya formados.

Aunque no se conoce a ciencia cierta la funcion de algunos genes que regulan
esta polarizacion en el macréfago debido a que las investigaciones estan mas
orientadas a la diferenciacion a nivel de linfocitos, se podria hipotetizar que
dichos genes actuan de manera similar tanto en el linfocito, como en el
macrofago. En primer lugar va a depender del estimulo que se dé a la célula
presentadora de antigeno, por un lado un estimulo dado por el INF—y, la IL-12 o

por LPS y por otro lado un estimulo derivado de la IL-4 o IL-13.

De este tipo de estimulos van a depender los factores transcripcionales que
regulen la sefalizacion intracelular y por lo tanto los genes que se transcriban
modificando el fenotipo que adoptara el macréfago. Por un lado la activacion
clasica influenciada por el efecto de la IL-12 mediante la activacion de stat4,
gue a su vez activara la produccion de INF—y el cual induce a través de la via
de statl para activar al factor de activacion t-bet que se asocia con el factor de
transcripcion HLX, para incrementar la expresion de INF—y y de la subunidad
B2 del receptor de IL-12. A su vez el ON también induce esta diferenciacion ya
gue estimula la expresion de IL-12RB2 el cual favorece la produccion de IL-12 y
por lo tanto la expresion de t-bet formandose una retroalimentacion positiva,
desencadenando la subsecuente translocacion del factor nuclear k3 al nicleo y

finalmente la activacion de genes pro-inflamatorios.

Una activacion alterna esta dada por la sefializacion via staté activando al
factor regulador 4 del INF—y (IRF4), dichos factores regulan la expresion del
factor GATA-3 que es indispensable para promover cambios a nivel de la
cromatina y la subsecuente activacion de factores nucleares como es c-MAF y
NFAT1. (Lohoff, 2005; Glimcher, 2000; Van Ginderachter, 2006). Dichos
eventos sugieren que en el macrofago se da una regulacién transcripcional

similar al dado por el efecto de las citocinas que estimulan al macréfago, ya
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gue dependiendo del estimulo sera el fenotipo celular que desencadenara el
macroéfago.

El primer paso en esta investigacion fue inducir el efecto de la activacion
alterna en los macréfagos; esto se logré por medio de la rblL-4 utilizando como
marcador de activacion la produccién de ON en el sobrenadante de las células
en monocapas. Diferentes estudios han reportado la competencia por la L-
arginina entre la enzima iINOS y la enzima arginasa disminuyendo en una
activacion alterna la produccion del ON y la expresion de receptores de
superficie celular como el MMR y el MSR (Moosser, 2003; Gordon, 1999;
Mantovanni, 2004; Goerdt, 1999).

La incubacion con rblL-4 disminuy6 a nivel basal la producciéon de ON inducida
por el LPS bacteriano de igual forma sucedio al utilizar el rbINF-y y la
combinacion del LPS con el rbINF—y, este efecto de antemano se esperaba por
la competencia que hay por el sustrato que utiliza el macrofago entre la enzima
arginasa y la oxido nitrico sintetasa inducible en este caso la L-arginina, dado
que dicho sustrato es utilizado por ambas enzimas. En el caso de la activaciéon
alterna dicho sustrato es requerido para la produccién de poliaminas y prolina
como precursor de colagena, asi como la produccion de proteinas de matriz
extracelular como es MMP-9, MMP12, BIG-H3 las cuales estan relacionadas
con eventos de reparacion celular y formacién de tejido de reparacion. Por otra
parte en la activacion clasica, la INOS utiliza el mismo sustrato para la
formacién de ON, el cual es de suma importancia en la eliminacion de

patégenos intracelulares y la promocion de una respuesta inmune de tipo Thl.

A nivel in vitro el efecto de la rbIL-4 se observo como la formacion de células
gigantes multinucleadas por el efecto de la estimulacién con la rblL-4 y en
macrofagos bajo condiciones de infeccién logrando observar la misma fusion
de macréfagos aunque en condiciones de infeccién adicionalmente se logro
observar una gran numero de bacterias fluorescentes contenidas este tipo de

células multinucleadas.

Por otra parte, se verifico la expresion génica de los receptores de superficie

como fue el receptor de Manosa, Scavenger A, recepores tipo Toll-2 y Toll-4.
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Los cuatro receptores mostraron una alta expresion por efecto de la rblL-4, el
incremento de los 2 primeros se esperaba ya que la expresion de estos
receptores se ha postulado como una de las caracteristicas de la activacion
alterna tanto en el modelo de ratén asi como en el de humano, adicionalmente
se conocen genes que han sido postulados como marcadores de activacion
alterna, ya bien establecidos en el modelo murino tal es el caso de Yml y
Fizz1, (Mantovanni, 2004). En nuestro trabajo intentamos comprobar la
presencia de dichos genes, haciendo una busqueda de las secuencias por
medio de homologias entre estos dos modelos y disefiando iniciadores
especificos para estos genes, sin lograr observar expresion de algunos de
estos, adicionalmente se realizd la cuantificacion en cuanto a expresion de
genes que creiamos especificos para activacion clasica intentando hacer una
diferenciacion en el tipo de activacion basandonos en los receptores de
superficie, tal es el caso de receptores tipo Toll cuya expresion se ha asociado
a la activacion clasica de los macréfagos, sin embargo, nuestros resultados no
nos permitieron asociar este par de genes a un tipo de activaciéon clasica, al
menos bajo nuestros tratamientos de activacion ya que su expresion se vio

favorecida también bajo un esquema de activacion alterna.

Un aumento en la producciéon de arginasa también se ha reconocido como un
indicador de activacion alterna en el modelo murino, no obstante, bajo las
condiciones experimentales utilizadas en esta investigacion no se encontraron
cambios en la concentracion de dicha enzima. Esto podria deberse a la poca
duracién de nuestros experimentos, la baja concentracion de ésta en el
sobrenadante o al método de deteccién (Kit comercial), aunque a nivel de
transcritos se encontraron diferencias a nivel de expresion de dicha enzima
bajo el esquema de activacion alterna con diferencias entre los fenotipos con
un promedio de 12 veces mas expresion en macréfagos de animales
resistentes sobre macréfagos de animales susceptibles aunque esto soélo a
nivel de expresion de mRNA. Por otra parte, nuestros resultados sugieren que
en el modelo bovino la produccién de arginasa no podria ser considerada como

marcador especifico de activacion alterna o al menos a nivel de proteina.
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En cuanto a la expresion de citocinas se manifestd la formacion de patrones
expresados por el puro efecto de la estimulacion con rbIL-4, tal es el caso de la
ARG II, MIP-1 y MCP-1 en ambos fenotipos, que en animales resistentes la
expresion fue superior en comparacion a los susceptibles. En cuanto a la
expresion de otros patrones, se observo que el efecto dado por la presencia de
la micobacteria aumento la expresion de citocinas pro-inflamatorias, donde se
preestimuld y se enfrentd a M. bovis BCG se produjo una alta expresion de IL-
1b, TNF-& e INOS, expresandose las mismas citocinas con la cepa de M. bovis
9926, siendo menor esta expresion en animales resistentes con respecto a lo

mostrados por animales susceptibles.

Esto sugiere que los macréfagos de los animales resistentes montan una mejor
respuesta ante diferentes estimulos, en este caso activacion alterna o clasica,
basandonos en resultados anteriores (Aranday, comunicacion personal) donde
se ha logrado observar que cuando se les estimula de forma clasica la
expresion es mayor en macréfagos de animales resistentes, y que bajo
condiciones de activacion alterna no se muestra una expresion de las proteinas
inflamatorias del macrofago (MIP-1 y MIP-3) e IL-12p40 las cuales solo se
observan en presencia de la cepa virulenta no asi para la cepa de M. bovis
BCG sugiriendo que dicha expresion podria depender de factores de virulencia
gue solo estan en la cepa de M. bovis 9926 o que dicha virulencia favorece una

respuesta inmune del tipo pro-inflamatorio.

También se logré observar una disminucion en la expresion de todas las
citocinas y quimiocinas asociadas a procesos inflamatorios donde se mantuvo
la estimulacion con la rblL-4, los macréfagos infectados con la cepa virulenta
aumentaron la expresion del TNF-a, IL-1b, INOS y de manera especifica la IL-
12p40, siendo estos procesos mas significativos en animales resistentes que
en susceptibles. Estos datos obtenidos en esta investigacion son similares a los
reportados por Aldwell (1996) donde muestran diferencias en la expresion
relacionada a la virulencia de la cepa utilizada siendo que la IL-1, TNF-a e IL-6
se expresan solo con cepas vivas mientras que la cepa virulenta aumenta esta
expresion en comparacion con la cepa de M. bovis BCG, sin diferencias en la

supervivencia entre cepas a las 24 horas de infeccién aunque a las 72 y 96
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horas la cepa virulenta muestra una mayor replicacién intracelular, evaluando la
viabilidad del macréfago sin encontrar diferencias entre cepas ni entre MOI's a
las 24 hrs pi.

Estos resultados parecieran apoyar los obtenidos en el presente trabajo donde
observamos que bajo el tipo de activacion alterna las diferencias en cuanto a
expresion, supervivencia intracelular y apoptosis a tiempos tempranos de
infeccidn no son tan evidentes como los mostrados por otros autores (Aldwell,
1996), dichos resultados sugieren que muchos de los eventos que estudiamos
no muestran resultados significativos a tiempos tempranos dado que en el
presente trabajo se manejaron tiempos maximos de 24 horas de infeccion,
siendo que posiblemente no se dio el tiempo suficiente para evidenciar dichos
eventos, aun asi, se mantienen las diferencias entre fenotipos y el mantener la

estimulaciéon aumenta dichos mecanismos.

Otros autores ya han mencionado de igual manera que las cepas virulentas
aumentan la expresién de citocinas y quimiocinas aunque no mencionan
diferencias en cuanto al tipo de activacion o fenotipo de resistencia. Wedlock
(2006) menciona que las cepas virulentas manifiestan una replicacion
intracelular superior a la cepa BCG y que la regulacion a nivel de citocinas es
diferente entre rumiantes y otros modelos como el murino y en el humano.

Un ejemplo de regulacion a nivel de citocinas y su interaccién en los
macroéfagos bajo un desafio con M. bovis, se observa en el trabajo de Boddu-
Jasmine quienes a diferentes MOI's mencionan que citocinas como INF—y y
TNF-a aumentan el nivel de expresion de forma MOI dependiente, aunque
otras como IL-4 e IL-10 también aumentan y en esa medida los niveles de TNF-
a disminuyen, al ser controlados por las citocinas anti-inflamatorias. (Boddu-
Jasmine, 2008).

En el presente trabajo no fue posible determinar ese efecto ya que las
diferencias dadas por el fenotipo de resistencia fueron muy evidentes, lo cual
muestra que de alguna manera el fenotipo modifica la regulacién entre
citocinas, ya que citocinas que actian como anti-inflamatorias en el modelo
murino no parecieran funcionar de igual forma en el bovino. Por otro lado

algunos autores han demostrado que en los macrofagos pre-estimulados con
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antigenos especificos de la micobacteria en especial las proteinas de secrecién
ESAT-6 y CFP-10 muestran una respuesta inmune mas especifica, es decir, un
efecto inflamatorio especifico dado por la estimulacién con dichas proteinas y
que los niveles de citocinas expresados bajo este esquema son menores en
comparacion con los observados donde se pre-estimula con el PPD bovino el
cual contiene un gran namero de péptidos que desencadenan una respuesta
inespecifica, mencionando que los niveles de TNF-a, iINOS e IL-10 son
superiores cuando se enfrentan al PPD-B bajo un esquema de vacunacion in
vivo, sugiriendo que dichos niveles de expresién aumentan en etapas tardias
de infeccion.

Los resultados mostrados por estos autores difieren a los nuestros basados en
el hecho de que fue llevado a cabo estimulando con fracciones proteicas, las
cuales no estimulan una respuesta inmune como se observaria en presencia
de la micobacteria completa o que algunos componentes celulares de la
bacteria podrian modificar o manipular al macréfago, por lo tanto, el mecanismo
de accion es diferente, resultando en una expresion a nivel de citocinas
diferente en comparacion con nuestro trabajo, el cual se llevo a cabo a tiempos

tempranos de infeccién bajo condiciones in vitro y con bacterias vivas.

Thacker et al, mencionan que en los bovinos no infectados, las citocinas como
IFN-y, INOS, TNF-q, IL-10 y MIP-1 presentan una expresion génica inferior que
en aquellos bovinos que fueron desafiados sin pre-estimulacion, mostrando una
clara patologia asociada a la infeccion, mientras que animales no infectados
muestran una expresion mayor de IL-4 con una patologia menor, lo cual de
alguna forma apoya la hip6tesis de que la IL-4 podria actuar como mediador de
la respuesta inflamatoria disminuyendo la severidad de la respuesta inmune
hacia la micobacteria, esta hip6tesis podria ajustarse a lo mostrado en nuestros
resultados ya que al estimular con la rbIlL-4 los niveles de citocinas
inflamatorias y produccion de ON fueron disminuidos en gran medida (Thacker,
2007).

Otros autores utilizan macréfagos de animales estimulados previamente con

Mycobactertium  avium  paratuberculosis (Map) y desafiados con
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Mycobactertium avium los cuales muestran una menor expresion de citocinas
inflamatorias como INF—y, IL-1a e IL-6, mientras que al ser solo desafiados con
M. avium avium aumentan la expresion de INF-y, IL-6, IL-8 e IL-10 sugiriendo
gue la presencia de la micobacteria disminuye la expresion de citocinas Thil,
aumentando asi la expresion de IL-10 como citocina anti-inflamatoria
(Coussens, 2004); tales resultados estan relacionados con nuestra
investigaciéon ya que al estimular con la rblL-4, la expresion de citocinas
inflamatorias disminuye de manera significativa, aunque al estar en contacto
con la cepa virulenta aumenta la expresion y en menor medida en presencia de
M. bovis BCG.

Un estudio donde trabajan con bovinos de la raza Nelore y fenotipo de
resistencia y susceptibilidad en base al nivel de nematodos o huevos del
nematodo eliminados en heces, muestran una mayor expresion de citocinas
Th2 como IL-4 e IL-13 por parte de animales resistentes mientras que los
animales susceptibles una mayor expresiéon de citocinas Thl como IL-2, IL-
12p35, INF-y y MIP-1, concluyendo que la respuesta inmune contra el parasito
podria estar dado en animales resistentes por una respuesta Th2 y en

susceptibles por una respuesta Thl (Bricarello, 2008).

Por otra parte en el presente trabajo pudimos observar que los macréfagos de
animales resistentes muestran un porcentaje basal de FADN sin presencia de
estimulacion o de la micobacteria mayor a los susceptibles y que en
macrofagos con este fenotipo de susceptibilidad la presencia de la micobacteria
induce los eventos de muerte celular en los macr6fagos de bovinos
susceptibles, ya que la presencia de la micobacteria desencadena la apoptosis
en niveles similares entre tratamientos siendo independiente a la virulencia de
la cepa; siendo que en animales susceptibles se observo un porcentaje de
apoptosis entre el 20 al 25% en aquellos tratamientos donde estuvo
involucrada la micobacteria y un 6% por efecto de la rblL-4. En los animales
resistentes se observé una FADN del 9% por efecto de la rbiL-4, mientras que
en los tratamientos donde se desafio con la micobacteria dicho porcentaje

aumentd en presencia de la cepa BCG y la cepa 9926 en un 15y 17%
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respectivamente, ya que al mantener la estimulacién con la rblL-4 el porcentaje
de FADN para la cepa BCG, disminuyo a niveles similares al del control sin
infeccion y sin estimulacion (9%); esto sugiere que al mantener la estimulaciéon
se reduce la actividad apoptética dado por la cepa BCG, mientras que el
desafio con la cepa 9926 aumento el porcentaje de apoptosis de un 14% a un
22%, siendo similares a los obtenidos bajo un esquema de activacion clasica,
en resultados previos de este laboratorio se ha observado que la cepa BCG
muestra un menor indice en la induccion de apoptosis en comparacion con la

cepa 9926 con una activacién clasica del macréfago (Esquivel, 2003),

Al comparar nuestros resultados con otros autores se encontraron similitudes,
siendo que la infeccion de macrofagos infectados con M avium o M.
tuberculosis muerto por calor, fallan en la induccion de apoptosis (Placido,
1997). Adicionalmente se ha demostrado, que el desafio con bajas
multiplicidades de infeccion (1:1) son insuficientes para inducir la apoptosis de
los macréfagos (Durrbaum-Landmann, 1996), indicando que la carga
bacteriana, la especificidad de especie y la virulencia son factores clave en la
induccion de apoptosis en la patogenia de la enfermedad. Igualmente, se
menciona que macréfagos de ratones resistentes a M. bovis BCG, Leishmania
donovani y S. typhimurium, son mas propensos a sufrir apoptosis que los
macréfagos de ratones susceptibles a los mismos agentes, tras la exposicién
de M. tuberculosis H37Rv y PPD, siendo que los macrofagos de ratones
resistentes presentan mayor apoptosis como mecanismo de control sobre la

micobacteria que los susceptibles.

De este modo, se postula que el fenotipo de los macrofagos resistentes
muestra una mayor produccién de ON y de TNF-a, correspondiendo a su vez a
una mayor induccién de apoptosis y control de M. tuberculosis (Rojas, 1997), lo
anterior apoya los resultados obtenidos en el presente trabajo dado que los
niveles de TNF-a y ON fueron superiores en presencia de la cepa virulenta,
sugiriendo que el fenotipo también participa en el balance entre apoptosis y
supervivencia del macréfago, ademas del control intracelular de la

micobacteria.
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Por lo tanto, se propone que la virulencia de M. bovis, la resistencia natural del
hospedero a la infeccion y el tipo de activacion de los macréfagos participan
dinamicamente en la apoptosis, siendo mayor en los macréfagos de bovinos

resistentes que en los macréfagos de bovinos susceptibles.

Cabe sefalar que los eventos de regulacién inmunoldgica varian entre las
especies, ya que hay esquemas muy bien definidos en el modelo murino, pero
gue al ser comparados con el modelo bovino no cumple con lo propuesto por
los autores que los describen (Ma, 2003; Kanhert, 2006; Mooser, 2003;
Gratchev, 2001; Mills, 2000; Mantovani, 2004; Gordon, 2003).

Por ejemplo la expresion aumentada de la enzima arginasa que es inducida por
efecto de la IL-4, siendo que esta enzima en el modelo bovino esta se expresa
solo en etapas tardias de infeccion (30 dias),(Vordermeier, 2008), y que la
produccion de ON no es dependiente del estimulo de el IFN-y como se ha
demostrado en el modelo de raton (Barletta, 2006), la presencia de clonas co-
expresando IL-4 e IFN-y al mismo tiempo siendo estas antigeno-especificas y
pueden coexistir sin mantener una polarizacion establecida a diferencia del
modelo de raton y en el humano, esto observado en infecciones con diferentes
patdgenos como Babesia bovis donde observan que el 68% de las clonas
expresan ambas citocinas, B bigemina un 63%, F. hepatica un 94% vy

Mycobacterium bovis un 25% de clonas co-expresando ambas citocinas.

Esto reportes sugieren que en el bovino la polarizacion no es tan estricta como
en otros modelos y que esta depende de otros factores intrinsecos del modelo
donde se incluye: (i) el tipo de célula presentadora de antigeno (ii) el ambiente
de las citocinas que se esté dando en el momento de la infeccién ya que puede
estar siendo afectado por el tipo de antigeno o patdgeno (iii) regulacién
mediada por citocinas a partir de células T diferenciadas (iv) la concentracion
del antigeno y la afinidad por el receptor de la célula T (v) el nivel de sefales
co-estimuladoras liberadas por la interaccion de la CPA y el Linfocito T, ya que
de esto dependera la regulacion mediada por citocinas (vi) la eliminacion de la

respuesta especifica de células T y B a través de la muerte celular mediada por
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Fas y su ligando factores que en el modelo bovino influyen de manera

significativa (Brown, 1998).

En el humano se ha mencionado que las células secretoras de IL-4 estan
fuertemente asociadas con lesiones de cavitacidon aunque raramente son altas
las concentraciones como para ser detectadas en el suero y esto solo en
pacientes con desérdenes asociados a una respuesta Th2, como en los casos
de asma atoOpica, aunque se ha encontrado una alta expresion de IL-4 en
pacientes con tuberculosis progresiva, a estos pacientes se les midio el nivel de
IL-4 y observaron que aquellos donde disminuia el nivel de IL-4 también
aumentaba el nivel de una variante de splicing de esta misma citocina (IL-402)
mencionando que esta variante podria estar asociada a un efecto protectivo,

sugiriendo que bloguea la sefializacion dada por la IL.4 (Gilleece, 1992).

Este mismo efecto ha sido observado por otros autores que reportan que los
individuos con infeccién crénica pero con un menor grado de lesiones muestran
una expresion mayor de esta variante 1L-462 con un rol protectivo al inhibir la
polarizaciébn a una respuesta Th2 permitiendo un ambiente Thl (Huang-Pin,
2007).

Otro autor propone que la micobacteria podria desencadenar la produccion de
IL-4 y que el organismo en respuesta produce la variante como medida de
control para asegurar un ambiente Thl ya que miden la expresion de ambas
variantes IL-482 e IL-483, en células de lavado broncoalveolar y de sangre
periférica observando que pacientes con tuberculosis cronica manifiestan una
expresion superior de la variante IL-462 en comparacion con los controles sin
infeccion, tanto en macrofagos de sangre periférica como en los de lavado
broncoalveolar (Dheda, 2005).

Otro grupo de investigacion demostr6 que los bovinos desafiados con la

micobacteria muestran una mayor expresion del variante de splicing pero esta
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vez de la 1-483 y menor grado de patologia asociada a la infeccion, bajo
diferentes esquemas de desafio (Rhodes, 2007). Del mismo modo Waldvogel
(2004) encontré que aquellos animales con niveles altos de INF—y mostraban
niveles superiores de las variantes de IL-4 (IL-462 e IL-483), sin diferencias
significativas entre ambas variantes, aunque los niveles de IL-4 completa
disminuian, por lo cual, dichas variantes se han propuesto como un inhibidores
competitivos de la IL-4 permitiendo una respuesta Thl dada por efecto del INF-
v (Waldvogel, 2004). Del mismo modo en ratones infectados a bajas dosis de M
tuberculosis presentan una fuerte respuesta Thl y a dosis altas predomina una

respuesta Th2 con una alta expresion de IL-4 (Rook-Graham, 2007).

En el modelo murino se han realizado experimentos donde se demuestra que
la utilizacion de anticuerpos contra la forma completa de la IL-4 reduce
significativamente la replicacion intracelular de la micobacteria tanto en fases
tempranas, como en fases tardias de infeccion, por lo cual el autor propone que
el suprimir la actividad de la IL-4 puede ser una arma importante del sistema

inmune en contra de la infeccion (Roy, 2008).

En el presente trabajo demostramos la plasticidad de los macréfagos de origen
bovino, los cuales pueden adoptar un estado de activacion alterna dado por la
estimulacion con la rblL-4; dicho estado de activacion muestra diferencias con
la activacion clasica y a nivel de produccion de ON encontramos una
disminucion por efecto de la rblL-4, un aumento en la expresion de receptores
de superficie a nivel de transcritos. Una vez que dichos macrofagos fueron
estimulados con la rblL-4 y desafiados con cepas de Mycobacterium se
observé que los animales resistentes disminuian su capacidad inflamatoria,
reflejandose en una disminucion en la expresion de citocinas inflamatorias por
ejemplo IL-1B, TNF-a, IL-12p40 e iNOS las cuales son necesarias para el

optimo control de la infeccion.

También se determiné el porcentaje de fagocitosis y supervivencia intracelular
de M. bovis en los macréfagos bajo condiciones de activacion alterna siendo

estos porcentajes superiores con los observados bajo condiciones de
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activacion clasica; ya que al mantener el estimulo con la rblL-4 disminuye la
supervivencia intracelular, de igual manera se logré determinar el porcentaje de
apoptosis encontrando que los animales susceptibles son mas propensos a la
FADN por efecto de la presencia de la mycobacteria mientras que los
macrofagos de animales resistentes muestran porcentajes inferiores con
excepcion del tratamiento donde se mantiene el estimulo con la rblL-4 y el
desafio con la cepa de M. bovis 9926 siendo superior al porcentaje mostrado
por los animales susceptibles, todos estos resultados sugieren que la
activacion alterna modifica la respuesta del macréfago hacia la micobacteria

siendo este efecto mas evidente en macréfagos de animales resistentes.
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9.-

1.-

CONCLUSIONES.

Los macréfagos bovinos adoptan un fenotipo de activacion alterna por

efecto de la rbIL-4 siendo este efecto méas evidente en macréfagos procedentes

de animales resistentes.

N
1

La rblL-4 reduce la produccion de ON por efecto del LPS y del INF-y
Aumenta la expresién a nivel de transcritos de receptores de superficie
celular MMR y SMR-1 siendo ambos efectos mas evidentes en macrofagos

resistentes

La activacion alterna:

Induce la disminucién en la produccion de ON y Arginasa bajo condiciones

de infeccion, siendo mayor el efecto en macréfagos de animales resistentes.

Provoca la disminucion en la expresion de citocinas proinflamatorias en
comparacion con la via clasica, con un mayor efecto en macréfagos de
animales resistentes, aunque la presencia de la micobacteria estimula la

expresion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias. .

Induce un aumento en el indice de FADN en animales Susceptibles, aunque
los animales Resistentes manifiestan una FADN basal mayor, siendo menor

en presencia de M. bovis en comparacion con Susceptibles.

Los macrofagos de animales resistentes muestran un indice de fagocitosis

superior con ambas vias de activacion celular.

Se observé un mejor control de la proliferacibn micobacteriana con la
estimulacion con rblL-4, ya que al mantener la estimulacidbn con esta
citocina los animales susceptibles mostraron un control en la proliferacion

bacteriana similar al de los animales resistentes.
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Fig. 1.- Produccion de ON a partir de sobrenadante de macréfagos bovinos de
animales susceptibles y macréfagos bovinos de animales resistentes
estimulados con 50 ng/mL de LPS y sin tratamiento p < 0.0001.
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Fig. 2.- Produccion de ON a partir de sobrenadante de macréfagos bovinos
estimulados con 50 ng/mL de LPS y rblL-4 a concentracion de 10 ng/mL
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Fig. 2b.- Produccion de ON a partir de sobrenadante de macréfagos bovinos de
animales susceptibles y macréfagos bovinos de animales resistentes estimulados con
100 ng/mL de rbINF-y y 50ng/ml de LPS mas rblL-4 a concentracion de 10 ng/mL.
p<0.0001
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FIGURA 3
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Fig. 3.- Curva de concentracion de rblL-4 para activar de forma alterna a los
macrdfagos, mostrandose que dicha activacion es independiente a la
concentracion de rbIL-4 utilizada p<0.0001.

FIGURA 4
Expresion de receptores bajo los diferentes
tipos de activacién
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Fig. 4a Expresion de receptores a nivel de superficie celular en macrofagos
activados por las diferentes vias de activacion celular, donde se observa el
efecto de la rblL-4 aumentando la expresion de MMR-1, MSR-1, TLR-2 'y
TLR-4 sobre macréfagos estimulados con LPS.
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Expresion de receptores entre animales resistentes y
susceptibles bajo el estimulo de activacion alterna.
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Fig. 4b Expresion génica de receptores de superficie celular en
macrofagos activados por las via alterna.

Expresién de receptores entre animales resistentes y
susceptibles bajo el estimulo de activacién clasica.
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Fig. 4c Expresion génica de receptores de superficie celular en macrdfagos
activados por las via clasica.
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FIGURA 5
(@) (b)

Fig.5 Micrografias de luz de macrdfagos bovinos bajo el efecto de LPS a 50 ng/ml
se logra observar cambios morfolégicos tipicos de activacion clésica, como es
agrandamiento, elongacion de pseuddépodos e incrementada granularidad
intracitoplasmica. (a) aumento a 20X (b) aumento a 40X.

(©) (d)

Fig. 5b. Micrografias de luz de macrofagos bovinos bajo el efecto de rbIL-4 a
10ng/ml, donde se puede observar la fusién de macréfagos, dados por efecto de
activacion alterna, se logran observar macrofagos fusionados con 7 ndcleos (c) y 6
nucleos (d) con agrandamiento y fusion del citoplasma con los nucleos situados a la
periferia de la célula (flechas). Aumento a 40X
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Concentracion de Nitritos

FIGURA -6
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Fig.6 Produccion de ON en macrofagos activados en forma alterna e infectados con
M. bovis a una MOI de 10:1, (a). Produccion general de ON en macréfagos Ry S
activados en forma alterna e infectados con M. bovis (b). p<0.005

FIGURA 7 Produccion de
Arginasa. ] Resistentes
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Fig 7. Produccion de arginasa en macrdéfagos activados por la via alterna e
infectados con M. bovis a una MOI de 10:1.
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Animales Resistentes.
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FIGURA 9
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Tabla.2 Expresion génica en unidades relativas de citocinas procedentes de macrofagos

de bovinos resistentes y susceptibles activados por la via alterna e infectados con
M. bovis a una MOI de 10:1.

Tratamientos

CITOCINAS

IL-4

Susc/Resist

IL-4-BCG

Susc/Resist

IL-4 +
9926

Susc/Resist

IL-4(IL-4+
BCG)

Susc/Resist

IL-4(1L-4
+9926)

Susc/Resist

IL-1b 5/5 400/50 || 420/70 110/ 70 650 / 20
IL-12 - 10/15 40/ 150 20/ 15 15/ 40
INOS - 20/12 30/15 25/5 15/ 10
IL-18 |[ 10/500 12/5 12/0 20/10 10/ 20
TNF-a 8/10 220/110 |[ 220/80 | 2600/ 25 120/ 25
MCP- |30/ 1000 10/ 20 10/ 20 25/20 10/ 45
1
McCP- | 25/ 215 10/ 40 10/ 20 20/ 22 20/80
2
MIP-1 |['450 / 3500 |[ 380 /2000 |[ 300 /1150 || 380 /250 40/ 220
MIP-3 [ 5/100 80/75 |[80/14300 | 120/30 100/ 60
IL-6 |[ 10/120 15/ 20 15/5 20/5 15/80
IL-10 - 10/ 10 10/ 45 10/ 10 15/5
ARGII [ 32 /500 35/25 35/20 50/ 10 10/ 100
SLAM 38/50 35/85 30/35 30/ 40
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FIGURA 10.
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Fig.10 Expresion génica de citocinas de macrofagos bovinos activados por la via
alterna mediante la incubacion con rblL-4. Niveles de expresion de citocinas y
quimiocinas por el efecto de la rblL-4, donde los animales Resistentes muestran una
expresion mayor en ARGII, IL-6, IL-18, MCP-1, MCP-2, MIP-1 y MIP-3, mientras
que los animales Susceptibles muestran una expresion mayor para TGF-b, INOS y
SLAM, sin diferencias en el fenotipo para IL-1b, IL-10 IL-12p40 y TNF-a.
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FIGURA. 11
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Fig.11 Expresion génica de citocinas de macrofagos bovinos activados por
la via alterna mediante la incubacion con rblL-4 e infectados con M. bovis
BCG a una MOI de 10:1.
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Fig. 12 Expresion génica de citocinas de macréfagos bovinos activados por la
via alterna mediante la incubacion con rblL-4 e infectados con M. bovis 9926 a
una MOI de 10:1.
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FIGURA. 13
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Fig. 13 Expresidn génica de citocinas de macrofagos bovinos activados por la
via alterna y mantenidos bajo incubacién sostenida de rbIL-4 e infectados con
M. bovis BCG a una MOI de 10:1.
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Fig. 14 Expresion génica de citocinas de macrdéfagos bovinos activados por la
via alterna y mantenidos bajo incubacion sostenida de rblL-4 e infectados con
M. bovis 9926 a una MOI de 10:1.
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FIGURA. 15
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Fig. 15 indice de fagocitosis de macrofagos bovinos activados por la via
alterna mediante la incubacién con rblL-4 e infectados con M. bovis 9926 a
una MOI de 10:1 cambio al mantener la estimulacion sin diferencias entre
cepas. p<0.05
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Figura 16
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Fig. 16(b) Formacion de células gigantes multinucleadas con nucleos a la periferia
(flechas) y citoplasmas fusionados conteniendo a Mycobacterium bovis BCG-GFP (en
verde) (A, By C), de igual manera se observan a las micobacterias contenidas en los
macrofagos bovinos, nétese el numero de bacterias contenidas en un solo macrofago
bajo el tratamiento con LPS (D), macréfago bajo estimulacion con rblL-4 con solo dos
bacterias intracelulares (E) y macrdfagos sin ningun tratamiento conteniendo a las
micobacterias intracelulares (F). Aumento 100X



FIGURA 17.
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Fig 17 Porcentaje de supervivencia intracelular de macrofagos bovinos
activados por la via alterna mediante la incubacién con rblL-4 e
infectados con M. bovis 9926 a una MOI de 10:1. p<0.01
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FIGURA 18.
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Fig.18. Porcentaje de fragmentacion de DNA en macrofagos procedentes

de animales susceptibles activados por la via alterna mediante la

incubacién con rblL-4 e infectados con M. bovis 9926 a una MOI de 10:1.

p=<0.01.
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Fig. 19. Porcentaje de fragmentacion de DNA en macrofagos procedentes de
animales resistentes activados por la via alterna mediante la incubacion con
rblL-4 e infectados con M. bovis 9926 a una MOI de 10:1.

p<0.0002
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Fig 20.- Se muestra en el grafico las medias de florescencia de macrofagos
bovinos sin tratamiento los cuales sirvieron como controles positivo y negativo
asi como un control sin tincion de Alexa Fluor 488 para observar la
autoflorescencia de dichas células.
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12.- SOLUCIONES.
ANTICOAGULANTE ACD

Citrato trisodico 22.0|g
Acido citrico 8.0|¢g
Glucosa (dextrosa) 24.5|¢g
Agua destilada c.b.p. 1000.0 | ml
pH inicial 5.0

PBS 10 X

Cloruro de sodio 87.7\9g
Fosfato de sodio monobasico 15|¢g
Fosfato de sodio dibasico 13.0|g
Agua destilada c.b.p. 1000.0 | ml
PBS1X

PBS 10 X 100.0 | ml
Agua destilada c.b.p. 1000.0 | ml

Ajustar a pH 7.4 y filtrar en poro de 22um.

CITRATO

Acido citrico trisodico 38.23|g
Agua mQ c.b.p. 1000.0 | ml
PBS-CITRATO

PBS 10 X 100.00 | ml
Acido citrico trisodico 3.72|g
Agua c.b.p. 1000.0 | ml
Ajustar a pH 7.4.

NaCl 1.5 M + NaH2PO4

Cloruro de sodio 8.77|¢g
Fosfato se sodio monobasico 1.20|g
Agua c.b.p. 100.00 | ml
CRPMI

RPMI medium 1640 500.0 | ml
L-glutamina 5.5 |ml
MEM-no aminoacidos

esenciales >5|m
Piruvato de sodio 55 |ml
Bicarbonato de sodio al 7.5% 12.0|ml
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BSA 5% (p/v)

AlbUimina sérica bovina 50.0|g
cristalina

Agua destilada estéril c.b.p. 1000.0 | ml
TWEEN 20 AL 0.5%

Tween20 0.5(ml
Agua destilada estéril c.b.p. 99.5 | ml

PERCOLL-STOCK

Percoll comercial 10 | partes

NaCl 1.5 M + NaH2PO4 1|parte

Esterilizar todas las soluciones por filtrado en poro de 0.22um.

17.- GRADIENTE DE PERCOLL.
Para la recuperacion de los monocitos por centrifugacion isopignica, se

requiere que la suspension a preparar de Percoll posea una gravedad

especifica similar a la de las células a separar.

Se requiere utilizar la suspensiéon de Percoll-trabajo a una gravedad especifica
(SG) de 1.0770. Para obtener esta gravedad especifica se afiade al Percoll-
stock una serie de soluciones en donde cada una de ellas posee una SG
particular y asi finalmente se obtiene la SG deseada. Sin embargo, las SG de
cada solucion adicionada puede equivaler al indice de Refracciéon (RI) de las
mismas y con éste indice obtener los mismos resultados que al utilizar las SG.
El RI del Percoll-trabajo equivalente a la SG=1.0770 es el RI=1.3460 y es el
gue se busca obtener al final para poder realizar la centrifugacion isopignica

con Percoll.
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Las sustancias o soluciones que necesarias para preparar el Percoll-trabajo
son: Percoll stock (10:1), albumina sérica bovina al 5% (BSA 5%), Citrato de

Sodio 130 mM (Citrato) y solucién amortiguadora de fosfatos (PBS 1X).

Sustancia SG RI*

BSA 5% 1.0227 = 1.3415
Citrato 1.0219 = 1.3388
PBS 1 X 1.0056 = 1.3349
Percoll-stock 1.1245 = 1.3530
Final 1.0770 = 1.3460

* Variacion maxima deseada de + 0.0001.
Para calcular los volumenes de cada una de las anteriores soluciones que se
deben adicionar para obtener el volumen final de la suspension de Percoll-

trabajo, se resuelve la siguiente formula.

Xa + 0.1b + 0.1c + (0.8-X) d = 1.077 —1 Donde:
X=ml de PBS por ml de suspension final

a=SGdelPBS-1

b=SGdelaBSA-1
¢ = SG del Citrato - 1
d = SG del Percoll -1

Determinar los volumenes de cada sustancia:

Volumen

en ml

PBS = | (X)(Volumen final en ml)
BSA = | 0.1(Volumen final en ml)
Citrato = | 0.1(Volumen final en ml)
Percaoll = 1(0.8 - X)(Volumen final en ml)

Realizar todas las mediciones de indice de refraccion y el célculo de los
volimenes de las soluciones y preparar la suspension de Percoll-trabajo el

mismo dia que se utilizara.
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