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RESUMEN

El IFNy tiene un papel esencial en la resistencia del huésped del mamifero ante las
infecciones por microorganismos intraceiuiares. Este papel se lleva a cabo a
través de la activacién de los mecanismos microbicidas de las células fagociticas
profesionales como el macréfago. En otras especies como los pollos (Gallus
gallus), ya se ha descrito la produccion de esta molécula por las céluias T y
algunas de sus actividades bioldgicas in vitro en los macréfagos, como es la
regulacién del aumento de las moléculas del MHC clase I y ll, y la produccion de
6xido nitrico, asi como su actividad antiviral vs virus no especificos para el género
Gallus gallus y la inhibicidn de la multiplicacion de Eimeria tenella en fibroblastos
de embridn de pollo. Sin embargo, aun no se ha descrito su participacién en el
control de la multiplicacion de otros microorganismos intraceiulares. Para
determinar su participacion en los pollos, en este estudio se cloné y expresé en
forma recombinante el IFNy de pollo y se evalud su participacion para aumentar la
actividad microbicida del macréfago HD11 de pollo hacia la cepa silvestre virulenta
de Salmonella gallinarum. Los estudios revelaron que los macrofagos en reposo
permiten una limitada multiplicacion y supervivencia de la bacteria intracelular y su
activacion previa por IFNy abate la multiplicacion y disminuye la supervivencia de
la bacteria. Estos resultados indican que la molécula de IFNy de pollo, es una
proteina clave en la destruccion de microorganismos intracelulares en los pollos y
una molécula relevante en la defensa hacia los microorganismos intracelulares en

las diferentes especies animales.



SUMMARY

IFNy has an essential role in the resistance of mammalian host to intracellular
microorganisms. This role is trough the activation of microbicidai .activities into
professional phagocyte cells like macrophage. In other species such as chickens
(Gallus gaflus), this molecule is producing by T cells and some biological activities
have been described in vitro with macrophages as the upregulation of MHC
molecules class | and Il and stimulation to produced nitric oxide. In other kind of
cells like chicken embryonic fibroblasts, IFNy induce the antiviral activity against
viruses not specifics for chickens and decrease multiplication of Eimeria tenella.
However, it is not known yet its role against multiplication of others intracellular
microorganisms. To focus this topic in chickens we cloned and express
recombinant chicken IFNy and studied its role to activated microbicidal activities
intc macrophage cell line HD11 infected with wild type Salmonella gallinarum. The
results shown that rested macrophages let a limited multiplication and survived of
intracellular bacterium and its previous stimulation with IFNy break multiplication
and decrease survival of the bacterium. This results indicate that chicken IFNy is a
key molecule to kill intracellular microorganisms in chickens and relevant to

defense different hosts against intracellular microorganisms.
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INTRODUCCION

El IFNy de especies mamiferas.

En el raton, la molécuia de IFNy es sintetizada por las células T (Mosmann, T.R. y
Coffman, R.L. 1989) y células NK (Arase, H. et af 1996) en forma de un monomero
de 17 kDa. Una vez secretada, adquiere una forma homodimérica que se une a su

receptor especifico de membrana def tipo Il (Figura 1).

Figura 1. Estructura cristalogréfica de la unién entre el [FNy y el dominio celuiar de
la cadena o soluble del receptor de IFNy. Los dos monomeros estan en color azul
y magenta. Cada monomero del IFNy se une a un receptor soluble que esta en
color amarillo y verde, por lo que una molécula homodimérica de IFNy dimeriza la
cadena o del receptor de [FNy. La prediccidon de la ubicacion de la membrana
celular esta por debajo de la pagina.

Fotografia de Walter, M.R., Windsor, W.T., Nagabhushan, T.L., Lundell, D.J,
Lunn, C.A., Zauodny, P.J., Narula, SW. 1995. Crystal structure of a complex
between interferon-y and its soluble high-affinity receptor. Nature 376:230-235



Traduce sefales intracelulares a fravés de las cinasas Janus (Jaks, por sus siglas
en Inglés) y por la molécula homodimérica responsable de la traduccion de la
sefal y de la activacién de la transcripcion (Stat, por sus siglas en Inglés) que dan
inicio a la transcripcion de genes que estén bajo la secuencia de activacion de
gamma (GAS, por sus siglas en Inglés) y de la secuencia de los elementos de
respuesta al interferén (ISRE, por sus siglas en Inglés). Las funciones biologicas
qgue resultan de la interaccion ligando receptor tienen un impacto relevante en la
defensa del huésped ante las infecciones por microorganismos intracelulares. La
razon de ésta importante caracteristica biolégica del IFNy tiene como base
principal 1a activacion de los mecanismos responsables de la destruccién, el

procesamiento y la presentacién del antigeno.

Efectos biclégices por el IFNy en los macréfagos en especies mamiferas.

Destruccién del microorganismo. El macréfago ha sido la célula fagocitica
profesional mas estudiada por ser una de las células donde hay supervivencia y
multiplicacién de los microorganismos intracelulares. La activacion de éstas

células por el IFNy induce dos importantes mecanismos efectores:

1. La produccion de metabolitos intermediarios reactivos del Oz. El mecanismo
dependiente de O, se inicia por que el IFNy promueve el ensamble del
complejo enzimatico de la oxidasa dependiente de la nicotina adenina
dinucledtido fosfato hidrogenado (NADPH, por sus siglas en Inglés) que
posteriormente se une a la cadena de transporte de electrones asociada a la
membrana llamado citocromo b558 (Cassatella, M.A., ef al, 1989; Cassatella,
M.A., et al, 1990), la cual reduce el Oz en anién superdxido (O2), que es un
radical altamente téxico que a su vez contribuye al inicio de la cascada
enzimatica productora de otros reactivos intermediarios téxicos como son el
peréxido de hidrégeno, acido hipocloroso y radicales hidroxilo que son
agentes germicidas (Boehm, U., ef al, 1997).



2. La produccién dé metabolitos intermediarios reactivos del N. El mecanismo
dependiente de N, se inicia por la enzima oxido nitrico sintasa (NOs, por sus
siglas en Inglés) de la cual se conocen 2 isoformas constitutivas (cNO2, por
sus sigias en Ingiés, también liamadas NOS1) y una inducibie (iNOs, por sus
siglas en Inglés, también llamada NOS2). El IFNy induce la sintesis de novo
de la enzima iNOs que cataliza el aminoacido L-arginina + Oz a N-OH-L-
arginina, y éste a su vez + O da origen a la L-citulina y éxido nitrico (ON)
(Xie, Q.W., et a/, 1992; Bredt, D.S., et al, 1991). El ON como el Oz participa
en la cascada precursora de ofros agentes reactivos intermediarios como son
el dioxido de nitrégeno, nitrito, nitrato, peroxinitrito y radicales hidroxilo que
son altamente téxicos y antimicrobianos (MacMicking, J., ef a/, 1997).

Sin embargo, se requiere la participacién conjunta de ofros mecanismos llamados
independientes del Oz y N, que se basan en la actividad de diferentes proteinas
contenidas en los lisosomas, como son las enzimas hidrolasas &cidas (Bainton, D.
1981); los péptidos catidnicos y las defensinas. Sin embargo, son pocos los
reportes que evidencian la regulacién de alguna de estas proteinas por accion
directa del IFNy, una de ellas es la ubiquicidina (Hiemstra, P.S., et al, 1999) y la
enzima reductora de los puentes disulfuro (Arunachlam, B., et al, 2000), y
practicamente ningtn estudio que demuestre la regulacion de estos mecanismos

por IFNy.

Regulacion del procesamiento y presentacién del antigeno. €l |FNy es una
molécula que regula la elevacién de varias proteinas que participan a diferentes
niveles en el procesamiento y la presentacié,n del antigeno a células T (Tabla 1 y
2). La regulacién de la elevacion de estas moléculas que se encuentran
codificadas dentro 6 no del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus

siglas en Inglés) tiene una integracién funcional compleja.



Tabla 1. Moléculas participantes en la presentacion del antigeno restringido por la

molécula del MHC clase |, que su aumento es regulado por IFNy.

Clase | clasica

HLA.A (Humano)
HLA.B
HLA.C

H-2K (Ratdn}
H-2D
H-2L

B2 microglobulina (Humano y ratén)

Moléculas accesorias de clase |,
{Transportadores de pépfidos al reticulo endoplasmico)

TAP1

TAP2

(Subunidades p del proteasoma)

LMP2
LMP7

LMP10

(Moléculas reguladoras del proteasoma)

PA28c

PA288

Antigeno Ki

(Moléculas chaperonas)

Tapasina

Gpo6




Tabla 2. Moléculas participantes en la presentacién del antigeno restringido por la

molécula def MHC clase II, que su aumento es regulado por IFNy.

Ciase Il clasica

HLA-DP (Humano)
HLA-DQ
HLA-DR

H-2.A (Raton)
H-2.E

Profeinas accesorias

Proteasa acida
Cadena invariante (li}
DMA

DMB

Factor de franscripcion

CIITA
RFX5

Por Clase I. La molécula de clase |, es una proteina que se expresa de manera
constitutiva en la membrana de todos los diferentes tipos celulares del organismo,
pero que su nivel de expresion varia dependiendo dei fenotipo ceiular. La
estimulacion de cualquier fenotipo celular por IFNy, eleva el nivel de expresion de
la molécula, siendo esto mayor en aqueilas células con baja expresion. Esta
regulacion por el IFNy, obedece a la interaccién del Stat con la secuencia blanco
ISRE del ADN que inicia la transcripcion de varios factores transcripcionales como
el factor regulador de interferdn tipo 1 (IRF-1, por sus siglas en Inglés) que ha sido
el mas estudiado e involucrado. Sin embargo, el ISRE no es una secuencia de
respuesta exclusiva del IFNy, ya que el IFN tipo |, también la utiliza para elevar
esta molécula, de esta manera la regulacion de la molécuia clase | obedece a la

accion de ambos interferones. Sin embargo, este efecto bioldgico, puede ser
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aumentado por la participacion de estimulos sinérgicos como son el factor
transcripcional NF-«B inducido por ia via del TNFa, en donde este factor se une a
la secuencia de ADN que regula el aumento del promotor (enhancer, por su
nombre en inglés) del gene de la molécula de clase | (enhancer A), dando iugar a
una mayor transcripcién (Boehm, U., ef al, 1997), otro estimulo sinérgico es la
accion del lipopolisacarido (L.PS), a través de la rapida fosforilacion que induce en
la serina 727 del Stat-1 dentro de la via de sefializacion del IFNy (Kovarik, P., et al,
1998).

La regulacién del aumento de la molécula de clase 1 por IFNy, es solo el evento
final de una serie de mecanismos regulados por él, para dar inicio 2 la
citotoxicidad. Ya que el impacto bioldgico por parte del IFNy en la regulacién de ia
presentacién del antigeno comienza desde el aumento de las proteinas asociadas
a la transportacion (TAP, por sus siglas en Inglés) y el cambio de sus tres
subunidades B que modifican el corte proteolitico para dar la preferencia a la
generacidn de péptidos Optimos a partir de los polipéptidos; también regula el
aumento de la subunidad PA28« y B del activador del proteasoma para aumentar
la eficiencia del corte del proteasoma; asi como a la molécula chaperona Gp96
necesaria para la retencion de los péptidos en ese organelo; regula la sintesis de

microglobulina y a la molécula chaperona gp48 (tapasina) necesarias para el
ensamble y mantenimiento de la conformacion de la molécula de clase |, que son
necesarios finalmente para permitir la union de los péptidos generados al sitio de
anclaje de la molécula de clase | y su posterior presentacion al receptor de la
célula T CD8".

Por Clase Il La molécula de clase I, es una molécula constitutiva de la
membrana que esta restringida a las células profesionales en presentacion de
antigeno cgmo los macréfagos, células dendriticas y las células B activadas,
aunque se puede inducir por IFNy en otros fenotipos celulares como las células

6



epiteliales y los linfocitos T. La regulacién de su aumento esta dada por el factor
de transcripcién de clase I (CHTA, por sus siglas en Inglés) y el factor de unién a
la caja E (RFX5, por sus siglas en Inglés) que son inducidos por IFNy a través de
la unién de STAT1/USF-1 a la secuencia GAS y caja E (E-Box, por sus sigias en
Inglés) (Boehm, U., et.al, 1997; Muhlethaler-Mottet, A., ef al, 1998). A diferencia de
clase i, solamente el IFNy regula la elevacion de clase H. Sin embargo, también
existen estimulos sinérgicos que aumentan mas esta molécula, tal es el caso del
LPS en macrofagos, a través de la fosforilacién de la serina del Stat1 como se

describié para clase .

El estimulo de células B por la interleucina 4 (IL-4, por su abreviacion en Inglés)
aumenta el nimero de moléculas de clase Hl, pero su mecanismo aun no se ha
descrito y es necesaria su explicacidn debido a que es una citocina antagdnica al

IFNy y viceversa.

La regulacion del aumento de la molécula de clase il por IFNy, al iguai que clase |
es el evento final de todo el procesamiento y presentacion del antigeno para dar
inicio a la inmunogenicidad, pero el IFNy regula otros eventos intracelulares
indispensables en este proceso como son el aumento de la proteasa acida para ia
formacién de los péptidos a partir de proteinas presentes en los compartimentos
vesiculares; regula también la sintesis y ensamble de las cadenas o y  que
conforman la molécula de clase |l y de la glicoproteina transmembranal llamada
cadena invariante (li, por sus siglas en Inglés) necesaria para evitar la union de los
péptidos provenientes del reticulo endoplasmico al sitio de anclaje de la molécula
de clase II; por dltimo participa en la regulacion de la molécula tipo clase il llamada
DM que es importante para la' remocién del péptido de la cadena invariante
asociado a la molécula tipo clase Il (CLIP, por sus siglas en inglés) del sitio de
unién de la molécula de clase il, permitiendo asi la unién del péptido y su

presentacion posterior al receptor de la célula T CD4".



El IFNy en los pollos (Gallus gallus). _

La importancia biologica del IFNy en la defensa del huésped contra los
microorganismos intracelulares ha sido ampliamente documentada en los
mamiferos. En ofras especies como los pollos, que también son susceptibles a la
infeccion por microorganismos infracelulares, el entendimiento y la basqueda de
sus mecanismos de defensa no han sido bien estudiados como en los mamiferos,
dejando Gnicamente la comparacion teorica.

En el Gltimo lustro, algunos grupos de investigadores han buscado en los polios,
moléculas homodlogas a la de los mamiferos para iniciar el estudio de la
inmunologia del pollo o para buscar herramientas terapéuticas. Recientemente, la
primer molécula buscada en los pollos por su importancia biolégica en los
mamiferos fue el IFNy (Digby, M.R. y Lowentha!, JW. 1995). Dicha molécula se ha
demostrado que es producida por los linfocitos T (Lowenthal, JW., et &/, 1995) y
sus funciones bioldgicas que se han logrado estudiar muestran una identidad con
su homologo en mamiferos (Lowenthal, JW., et al, 1995; Weining, K.C., et al,
1996; Song, K.D., et al, 1997). Sin embargo, existen diferencias notables en la
secuencia de bases y de aminoacidos {AA), con respecto a los mamiferos y es
probable su restriccion funcional a la especie Gallus gallus. Sin embargo, la
participacién de esta molécula en el aumento de la defensa del huesped ante las
infecciones intracelulares solo ha sido reportada in vifro con virus no especificos
para la especie Gallus gallus (Sekeliick, M.J., et al, 1998) y con Ia inhibicion de la
multiplicacion de Eimeria tenelfa en fibroblastos de embrion de pollo e in vivo con
ja dismunucién en la liberacion de oocistos de E. Acervulina (Lillehoj, H.S., y Choi,
K.D., 1998).

Salmonella sp.

Uno de los patdgenos intracelulares que infectan a un gran nimero de especies
animales como son los reptiles, aves y mamiferos, es la Salmonelfa. La
Salmonella es una bacteria intracelular facultativa que tiene la habilidad de la

supervivencia y multiplicacién dentro de las células fagociticas profesionales del
8



huésped (Fields, P.l., et al, 1986; Miller, S.J., y Mekalanos, J.J., 1990; Finlay, B.B.,
y Cossart, P., 1997), a través de la liberacidn de las proteinas del sistema de
secrecion tipo ill al medio intracelular de los fagocitos. Estas proteinas estan
codificadas en diferentes grupos de genes liamados isias de patogenicidad (I.Pg).
Las proteinas responsabies de la replicacion en los compartimentos intracelulares
de los fagocitos profesionales se encuentran en ia |.Pg tipo 2 (Shea, J.E., et al,
1996: Cirillo, D.M., ef a/, 1998; Hensel, M., et al, 1998); las proteinas responsables
de la supervivencia en condiciones limitantes de Mg? estan en la 1.Pg tipo 3
(Bianc-Potard, A.B., et al, 1999; Blanc-Potard, A.B., y Groisman, E.A,, 1997), y la
1.Pg tipo 4 codifica para proteinas del sistema de secrecion tipo |, que participan
en la secrecién de toxinas y se cree que en la adaptacién de la bacteria al
ambiente del compartimento intracelular del macréfago (Wong, KK, et al, 1998)}.
También existe |a participacién de las proteinas que participan en Ia lisis de los
macréfagos codificadas por los plésmidos de Salmonella (Guilioteau, L.A., et al,
1996). Los genes que participan en los compartimentos intracelulares dei
macréfago, estan sujetos a un sistema de regulacion por los componentes
PhoQ/PnoP; al sensor SirA., PmrB/PmrA., SsrA/SsrB y EnvZ/OmpR que e
permiten a la baceria adaptarse al ambiente hostil de los compartimentos de los
fagocitos profesionales (Gun, J.S., y Miller, S.1, 1996; Johnston, C., et al, 1996,
Baker, S.J., ef al, 1997).

Caracteristicas de la infeccién por Salmonella en los pollos.

Del génerc Salmonella, las principales especies que son capaces de infectar a los
polios, tenemos a gallinarum, pullorum, enteritidis y typhimurium. Todas ellas
afectan principalmente a los pollitos recién nacidos hasta sus primercs 7 dias de
edad, posteriormente los poliitos adquieren una resistencia natural a la
enfermedad incluso a dosis de 10° unidades formadoras de colonia por la via
natural (Smith, H.W., y Tucker, J.F., 1980; Ziprin, R.L., et al, 1989; Cooper, G.L.,
et al, 1994). Sin embargo, algunas lineas de pollos pueden enfermar e incluso



hasta morir en su edad joven o adulta con dosis mas bajas (Gast, RK, y Beard,
C.W., 1990; Zhang-Barber, L., ef a/, 1998).

Hasta ahora sabemos que Salmonella infecta y sobrevive de la misma manera en
ol sistema reticuloendotelial tanto del mamifero como del pollo (Barrow. P.A., et al,
1994) y es fagocitada por células fagociticas profesionales de bazo (en su mayoria
macréfagos), polimorfonucleares y monocitos de sangre periférica (Kodama, H., et
al, 1976; Stabler, J.G., et a/, 1994). Sin embargo, no sabemos cuales son los
mecanismos clave para el control y erradicacion de la bacteria por parte del
sistema inmunolégico del pollo tanto en las lineas susceptibles como resistentes.

JUSTIFICACION

Como sabemos, el IFNy ha mostrado tanto in vivo como in vitro una participacion
clave en el control de microorganismos intracelulares como Salmonella sp en el
ratén. Su participacion, obedece en gran parte a la activacion de las células
fagociticas profesionales como el macréfago, donde a través de los mecanismos
anteriormente descritos, el fagocito logra disminuir y frenar la multiplicacion de la
bacteria hasta disminuirla casi por completo. Considerando que en los pollos
leghorn, la Sa/monella no enferma al animal, pero si persiste en el sistema
reticuloendotelial, v que se ha mostrado in vifro la capacidad del IFNy para inducir
la produccion de ON vy la regulacion del aumento de las moléculas de clase | y !l
en los macréfagos 'y la inhibicidn de la multiplicacién de Eimeria tenella en
fibroblastos de embrion de pollo. Entonces el macréfago y el IFNy del pollo tendran
una participacién notable en la disminucion de la bacteria intracelular, lo que
evidenciaria indirectamente, la presencia de los mecanismos dependientes e
independientes de O, y N regulados por IFNy en los pollos, y directamente
mostraria la primera evidencia acerca de la importancia de esta linfocina en el
control de microorganismos intracelulares en los macréfagos, asi como la

conservacién de esta via de defensa entre pollos y mamiferos. Todo esto, nos
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ayudaria a entender in vitro, el mecanismo de resistencia natural hacia Sa/monella
en los pollos.

HIPOTESIS

El IFNy y el macrofago son dos elementos relevantes en la defensa dei pollo hacia
las infecciones intracelulares por Salmonella, por lo que su participacién en la
defensa ante este tipo de infecciones seré una caracteristica compartida y

conservada a través de la evolucion
OBJETIVOS

GENERAL.

Clonar y expresar en forma recombinante el IFNy de polic y estudiar su
participacién en la activacion de los mecanismos microbicidas del macréfago de

pollo infectado con Salmonella galfinarum.
PARTICULARES.

I Clonar y expresar en forma recombinante la molécula de IFNy de polio en
un sistema eucariote de mamifero.

L. Determinacién de la capacidad del IFNy recombinante para inducir ia
produccion de ON en los macréfagos HD11.

Hl. Determinacién de la capacidad del IFNy recombinante para regular la
elevacion de la molécula de clase Il en los macréfagos HD11.

IV. Evaluacién de la capacidad fagocitica de los macréfagos HD11 hacia la
cepa silvestre patégena de S. gallinarum Uz2.

V. Evaluacion de la supervivencia y multiplicacion de la cepa silvestre

patégena de Sa/monella gallinarum U2 dentro de los macrofagos HD11.

Il
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VI. Evaluacién de la capacidad del IFNy para incrementar la capacidad
bactericida de los macréfagos HD11 infectados con la cepa silvestre
patégena de Salmonella gallinarum U2.

METODOLOGIA

Animales. Se usaron pollos machos maduros de 4 a 6 meses de edad de ia
estirpe leghorn blanca clinicamente sanos y libres de Saimonela sp; alojados en
unidades de aislamiento y mantenidos con alimento y agua ad libitum.

Macréfagos. Se utilizd una linea de macréfagos provenientes de médula dsea de
pollo tipo leghorn llamada HD11. Los macréfagos fueron crecidos y mantenidos en
medio DMEM suplementado con 8% de suero de polic descomplementado
(GIBCO) v 2% de suero fetal bovino descomplementado (SFBY(EQUITEC) a 41°C
con 5% de CO.. El medio recibira el nombre de DMEM-8-2.

Produccién de IFNy nativo a partir de células de bazo. E! bazo fue extraido en
forma aséptica y mantenido en medio de cultivo DMEM a 41°C (GIBCO). Se
procedié al descapsulado y al fraccionamiento del 6rgano en pequeiios pedazos.
Los pedazos de tejide fueron macerados suavemente en una bolsa de tela
organza con 10ml de medic DMEM a 41°C para disgregar las células. Del
homogenizado se transfirieron 3ml y se centrifugaron a 250 x g por 5 minutos. El
lisado de células rojas se realizd resuspendiendo el botén de células totales de
bazo en 15m! de solucién amortiguadora de lisis ( 0.15M de NH4CI, 1.0 mM de
KHCO3 vy 0.1 mM de EDTA, a pH de 7.2-7.4) a 41°C por 5-7 minutos.
Posteriormente se realizaron 2 lavados con medio DMEM a 41°C. El botén de
células blancas fue resuspendido en medio DMEM y separadoc por Percoll al 70%
(SIGMA) para obtener las células mononucieares. Las células mononucleares
fueron lavadas 2 veces con medio DMEM y resuspendidas en medio DMEM con

5% de suero fetal bovino (llamado DMEM-5), 5 x 10° M de 2-beta-mercaptoetanol
12
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y 10ug/m! de concanavalina-A (SIGMA). Las células fueron ajustadas a una
concentracion de 8 x 10° células por mi e incubadas por 48 horas a 41°C y 5% de
CO,. Para inactivar a la concanavalina-A residual se adiciono 40ug/ml de alifa-
metil-piranosido (SIGMA). El sobrenadante fue obtenido por centrifugacién y
alicuotado a razén de 1ml por vial y congelado a —80°C hasta su uso.

Expresién del ARNm del IFNy a partir de células de bazo.

Las células de bazo fueron obtenidas y cultivadas como se describio
anteriormente. El tiempo de incubacién de las células con la concanavalina-A fue
de 6 — 8 horas. Seguidamente a las células se les retird el medio de cultivo por

centrifugacion y el boton de células se dejo para la extraccion del ARN.

Extraccion de ARN total. EI ARN fue extraido utilizando el método del TRizol
segun especificaciones de los proveedores (GIBCO). Se extrajo ARN a partir de 5-
8 x 10° células por ml de TRIzol. El ARN fue cuantificado y almacenado en tubos

eppendorf a —80°C hasta su uso.

Obtencién del ARNm y sintesis de ADNc. Se uso 1ug de ARN total para la
sintesis de ADNc, utilizando un iniciador de oligo (dT)121s (GIBCO) y la enzima de

transcripcion reversa (TR) Super script i (GIBCO).

Amplificacion del gene por reaccién en cadena de la polimerasa (RCP). Para
la amplificacién completa del gene se disefiaron los siguientes iniciadores: El
sentido 5-GAATTCATGACTTGCCAGACTTACAAC-3' al que se le agregd un sitio
EcoRl y el antisentido 3’-GTCTC_CTCTACGTTAACGATTCAGCTG-S' al que se le
agregd un sitio Sal |. Para la sintesis del gene se usaron 63uM de cada iniciador,
10mM de DNTP’s, < 300nM de ADNc y 2.5 U de polimerasa Pwo (Lakeside). La
RCP se realizé a 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto y 72°C por 1.3 minutos
durante 32 ciclos. El fragmento amplificado corresponde a una banda de 510pb

que se observo en un gel de agarosa al 1.5%.
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Amplificacién interna del gene. Para comroborar que el gene amplificado
corresponde al de IFNy, se realiz6 ofra RCP tomando como plantilla el ADNc de
510pb obtenido anteriormente por TR-RCP. Se disefiaron y usaron los siguientes
iniciadores para obtener un fragmento esperado de 183pb. El sentido es 5'-
GCTGACGGTGGACCTATTATT-3' y el antisentido es 5-
ATCAGGAAGGTTGTTTITTCAG-3. Para la sintesis del fragmento se usaron
49.9uM de cada iniciador, 10mM de DNTP’s, 300ng de ADNc y 25 U de
polimerasa Taq (Lakeside). La RCP se realiz6 a 94°C por 30 segundos, 55°C por
30 segundos y 72°C por 40 segundos durante 24 ciclos. .

Clonacidén del gene. El gene del IFNy fue clonado en sitios romos en un
vector de expresién eucariote llamado pCl-neo (PROMEGA), guedando bajo el
promotor del citomegalovirus y expresado bajo la secuencia del SV40 con
resistencia a la ampicilina y geneticina. Las clonas positivas fueron rastreadas por
resistencia a la ampicilina. A partir de las clonas positivas se realizd la busqueda
de aquellas clonas con el marco de lectura apropiado a través de su restriccion a
Sac |, Las clonas con marco de lectura correcto se usaron para transfectar células
COS-7 y buscar la clona que exprese la proteina recombinante con actividad
biolégica.

Expresién del gene de IFNy recombinante. 1 x 10° células COS-7, fueron
transfectadas con una mezcla de 1ug de ADN de la construccién del pCl-neo + el
gene de IFNy en 3p! de solucién de lipidos sin formacién de liposomas (FUGENE-
6-Boehringer Mannheim) siguiendo las indicaciones del fabricante. El
sobrenadante se recolecté a las 48 horas posteriores a la transfeccion e
inmediatamente se realizd ia blisqueda de la actividad biologica a través de
ensayos de deteccion del ON en la linea de macrofagos de médula 6séa de pollo
HD11.
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Cuantificacién de la produccién de ON inducido por IFNy de pollo. A 10°
macréfagos de pollo HD11 en 100u! de medio RPMI con 5% de SFB sin rojo de
fenol por pozo (placa de 96) se les adicionaron 100ul de las diluciones decuples
de los sobrenadantes resultantes de la transfeccién transitoria del vector
recombinante, del vector vacio, del sobrenadante de las células COS-7, del
reactivo de la transfeccién y del sobrenadante del IFN nativo, los cuales fueron
incubados por 24 horas a 41°C con 5% de CO.. La deteccion de ON, se realizé
indirectamente, midiendo el NO, formado a partir del ON producido, evaluando ei
sobrenadante de cultive con la técnica de Griess (Green, LA, et al, 1982). Se
tomaron 100! de cada pozo, a los cuales se les adiciond el reactivo de Griess,
50ul de la solucion A (1% de Sulfanilamida) + 50ul de la solucion B [0.1% de
Naftilentilamida-diamina y 2.5% de acido ortofosférico (SIGMA)], se dejoé incubar
por 10 minutos a temperatura ambiente y se leydé en un lector de luz visible a
540nm.

Transfeccién estable del gene de IFNy de pollo. Una vez obtenidas las clonas
con actividad inductora de ON, sé realizd una segunda transfeccion, pero en
células L, las células fueron seleccionadas por su resistencia a la geneticina
(GIBCO) a una dosis de 20ug/mi durante 25 dias, al término de este periodo se
retiro la geneticina y se dejaron las céiuias por 7Z horas con medio DMEM
complementado con 10% de SFB bajo las mismas condiciones de cuiltivo.
Posteriormente el sobrenadante fue probado por su capacidad para inducir ON en
macréfagos HD11. La clona con la mayor capacidad para inducir ON fue
expandida y su sobrenadante alicuotado a razén de 1ml y congelado a -80°C

hasta su uso.

Secuencia de la clona con mayor indice de produccién de ON. Fue
secuenciado % partes del gene clonado en el vector pCl-neo para corroborar su
fidelidad con la secuencia original, a través de un secuenciador automatico
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(PERKIN ELMER modelo 310), usando el iniciador con sentido 5-
TAATACGACTCACTATAGG-3' del promotor T7.

Cuantificacion de moléculas del MHC clase il: 10° macréfagos de polio HD11
en 2m! de medio DMEM-5 fueron incubados a 41°C con 5% de CO: por 48 horas
con 25% de los siguientes sobrenadantes: Clona 13B1.9 (vector recombinante),
vector vacio, IFN nativo y Sug/ml de LPS de S. enteritidis (SIGMA). Posteriormente
las células fueron cosechadas en tubos para citometria de flujo e incubados a 4°C
con suero de pollo para bloquear los receptores Fc, después se incubaron a 4°C
con el anticuerpo monoclonal de ratén que reconoce la molécula de clase ll de
pollo (TAP-1) y el anticuerpo irrelevante de raton IgG2. Los cuales fueron
marcados posteriormente con un segundo anticuerpe IgG de cabra anti-lgG de
ratén con isotiocinato de fluoresceina (GIBCO). La intensidad de la fluorescencia
fue medida a través del software Lysis Il del FACsort (Becton Dickinson).

Estimulacién del macréfago de pollo con IFNy para el ensayo bactericida. En
placa de 12 pozos se cultivaron 4.5 x 10° macréfagos HD11 de pollo por pozo en
2ml de medio DMEM-8-2 con 10mM de HEPES (SIGMA) a 41°C y 5% de CO:
durante 24 horas con 30% de los siguientes sobrenadantes: Clona 1381.9 (vector
recombinante), vector vacio e IFN nativo. Transcurridas 23 horas, a los
macréfagos se les dejo con 1mi del mismo medio suplementado y se regresaron a

la incubadora para su infeccion a la siguiente hora.

Preparacion de la bacteria. Se uso la cepa silvestre de Salmonella gallinarum
(cepa U2) altamente virulenta para poliitos neonatos. Una colonia de la bacteria
fue crecida en 20ml de medio de crecimiento soya triptona (TSB-DIFCO) por 18
horas, a 37°C y en agitacién a 200 rpm. Transcurrido el tiempo, se transfirid 1ml
del cultivo a un matraz con 10ml de medio TSB fresco y se \;oivié a incubar bajo
las mismas condiciones por 3 a 4 horas para alcanzar su fase logaritmica. La

bacteria fue posteriormente lavada por centrifugacion con solucion amortiguada de
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fosfatos (SAF) a 41°C dos veces. La bacteria fue resuspendida en SAF a 41°C y
ajustada a 600nm en un espectrofotometro a una concentracion de 10° unidades
formadoras de colonia (UFC) por ml y mantenida a 41°C antes de su uso.

Capacidad fagocitica de los macréfagos HD11. En placa de 12 pozos se
cultivaron 4.5 x 10° macréfagos de polio HD11 por pozo en 2ml de medio DMEM-
8-2 con 10mM de HEPES (SIGMA) a 41°C y 5% de CO. durante 24 horas.
Aproximadamente 10° céluias fueron infectadas con diferentes concentraciones de
bacteria para conocer la maxima capacidad fagocitica de los macréfagos. Para
sincronizar la infeccion ia placa fue centrifugada a 1000 rpm por 5 minutos entre
39 a 41°C y posteriormente incubada a 41°C con 5% de CO> por 30 minutos para
permitir la fagocitosis. Para quitar el exceso de bacteria extracelular, cada pozo
fue lavado 2 veces con medio DMEM con 20pg/mi de gentamicina (Shering
Ploug), al final de los lavados se agregaron 2ml de medio DMEM-8-2 con 20ugimi
de gentamicina (Buchmeier, N.H., y Heffron, F., 1988) y se mantuvieron en cuitivo
a 41°C con 5% de CO, por 1 hora para eliminar el resto de bacteria extracelular.
Después se procedio a lavar 3 veces cada pozo con Unicamente medio DMEM
para quitar el antibidtico. Para determinar la cantidad de bacteria presente dentro
de los macréfagos se realizaron lisis de las células. El lisado celular se llevo a
cabo despegando las células con fripsina-EDTA (GIBCQ) y transfiriéndolas a un
tubo ependorff para concentrarlas por centrifugacion (2000rpm por 5 minutos). El
botén celular fue lisado con 1mi SAF con 20% de TRITON X-100 (SIGMA) por 1
minuto en un mezclador. EI ml del lisado fue vertido en 15mi de agar McConkey
(SIGMA) liquido entre 42-45°C, a partir de ahi se realizaron diluciones en logios,
se vaciaron en cajas de petri y se incubaron por 24 horas a 37°C para realizar

cuenta viable.

Supervivencia y multiplicacion de Salmonella gallinarum U2 dentro de los
macréfagos HD11. Después de conocer la relacion de infeccion optima de la

bacteria con el macréfago, se procedié a realizar ia infeccion como se describid
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anteriormente y la recuperacién de ia bacteria se realizd a diferentes tiempos
después de la fagocitosis utilizando el método descrito anteriormente para su

cuantificacion.

Capacidad bactericida de los macréfagos HD11 activados por IFNy. Después
de activar a los macréfagos, las células fueron infectadas y la bacteria recuperada
como ya se ha descrito. La actividad bactericida fue evaluada en las primeras

horas posteriores a la fagocitosis.
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RESULTADOS

Clonacién del ADNc del IFNy de pollo que induce la produccion de ON. El
ADNCc de 499pb del gene de IFNy de pollo fue amplificado por TR-RCFP a partir de
células mononucleares de bazo de pollo estimuladas con concanavalina A,
utilizando los iniciadores disefiados a partir de ia secuencia de ADNc de IFNy de
pollo reportada (Digby, M.R., y Lowenthal, J W., 1995). En la figura 2. se observa
el fragmento de 510pb que corresponde al peso esperado (11pb mas por los 2

sitios de restriccion de los iniciadores).

Figura 2. Amplificacién del ADNc del gene de IFNy de pollo por TR-RCP a partir de
ARN total de células mononucleares de bazo estimuladas por 6-8 horas con
concanavalina A. Carril 1; Diferentes tamarios de ADN como referencia; Carril 2:
ADNc del gene de IFNy (510pb). El ADN fue corrido en un gel de agarosa al 1.5%.

Posteriormente e! fragmento fue clonado en el vector de expresion pCl-neo y para

corroborar que el fragmento de 499pb corresponde al IFNy de polio, se realizé una
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RCP interna con iniciadores que amplificaron un fragmento de 183pb a partir de
las 4 clonas obtenidas previamente. Como se observa en la figura 3. las 4 clonas
amplificaron el fragmento de 183pb, indicando que todos los fragmentos de 499pb

son de IFNy.

Figura 3. Amplificaciéon interna de un fragmento de 180pb por RCP a partir del
ADNCc del gene de IFNy obtenido previamente por TR-RCP y clonado en el vector
pCl-neo. Carril 1: Diferentes tamarios de ADN como referencia; Carriles 2,34y 5:
Clonas 15 A, 10B, 13B y 21B respectivamente; Carril 6: vector pCl-neo. El

fragmento amplificado fue corrido en un gel de agarosa al 1.8%.

Seguidamente fue buscada la posicion del gene dentro del vector de expresion
para saber si podia ser transcrito correctamente. Para ello, las construcciones
fueron sometidas a la restriccion con Sac |, un sitio que esta en la posicidn 729 del
vector pCl-neo y otro en la posicion 299 del gene de IFNy. Los resultados de la
restriccion se observaron en un gel de agarosa al 1%, donde se esperaron 2

posibles fragmentos de ADN: Uno de 603 y 5381pb que indicaba que el gene no
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seria transcrito por el promotor de citomegalovirus y otro de 703 y 5281pb que
indicaba su orientacion correcta para la transcripcion. En la figura 4, se observd
que solo 2 de las 4 clonas estaban en posicion correcta y que podrian usarse para
transfectar (solo se muestran los fragmentos de 603 y 703pb donde se puede

distinguir facilmente la longitud del ADNc).

Figura 4. El ADNc del gene de IFNy (499pb) de polio fue clonado en el sitio Smal
del vector pCl-neo (5474pb). El totai de la construccién fue de 5984pb. La
orientacion correcta de lectura del gene de IFNy, se estudié a traves de la
restriccién a Sacl. Carril 1: Diferentes tamarios de ADN como referencia; Carril 2:
Clona 10B (fragmento de 603pb en posicion inversa); Carril 3: Clona 13B
(fragmento de 703pb en posicidn correcta); Carril 4: Clona 21B (fragmento de
703pb en posicion correcta); Carril 5, 6 y 7: ADNc del gene de IFNy (499pb)
liberado del vector bajo restriccion de EcoRI y Hindlil de las clonas 10B, 13B y
21B respectivamente; Carril 8. Diferentes tamarios de ADN como referencia. Los
fragmentos de ADNc fueron corridos en un gel de agarosa al 1%.

Habia que probar ahora, que efectivamente los 2 clonas candidatas serian

capaces de expresar una proteina recombinante funcional, para esto, las 2 cionas
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se usaron para fransfectar células COS-7. Para tener una mayor cantidad de
proteina recombinante producida por las células COS-7, el sobrenadante del
medio de cultivo se recolecto a las 72h posteriores a la transfeccion y se probaron
frescos en un ensayo de produccién de ON, estimulando a ios macréfagos HD11
de pollo por 24h. La deteccion del ON se realizé midiendo indirectamente la
presencia de NO, producido por los macréfagos en el sobrenadante del medio de
cultivo, que reacciona con los reactivos de Griess, el producto de la reaccion da
una coloracién que se cuantificé en un espectofotémetro a 540nm. En la figura 5
se muestra la actividad del ADNc del IFNy recombinante que indujo la produccion
de ON en un 33% mas que en los macréfagos estimulados con PMA-lonomicina.

D.O. A 540nm de 100pL/ 10° Células

0,7 ‘
0,6
0,5 W Macréfagos
04 B COS-7
[ COS-7T+vector

0,3 B COS-7+vector-IFNg
0,2 Il Pma-Ionomicina
0,1

1]

Macréfagos estimulados con el 50% de diferentes sobrenadantes

Figura 5. Produccién de éxido nitrico por macréfagos HD11 activados durante 24h
con 50% del sobrenadante fresco de células COS-7 transfectadas con el ADNc del
IFNy de pollo. La produccién de ON se evalud en forma indirecta midiendo la
concentracién de NO» en el sobrenadante del cultivo é través de la reaccion

colorimétrica con los reactivos de Griess y cuantificados a 540nm
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El otro ADNc del iFNy recombinante (clona 12B) que también se uso para
transfectar las células COS-7 indujo la produccion de ON pero en
aproximadamente un 60% menos que !a clona 13B y un 66% menos que el PMA-
lonomicina, que posiblemente se deba a un bajo porcentaje de transfeccion (datos

no mostrados).

Secuencia del gene expresado en forma recombinante. Sabiamos que el gene
expresado en forma recombinante correspondia al IFNy de pollo por su
amplificacion por TR-RCP, RCP interna y su actividad biolégica. Sin embargo,
para corroborar la fidelidad de ia secuencia con la reportada, se secuencio una %
del ADNc de gene completo de IFNy recombinante que tuvo la mayor actividad, a
través de la RCP con dideoxinuciedtidos marcados. La lectura de la marca se
realizé en un ABIPRISM 310 versién 3.0. La secuencia de nucledtidos y
aminoacidos tuvo una similitud del 98% y 98.18% respectivamente, con respecto a
la secuencia de IFNy de pollo reportada (Digby, M.R., y Lowenthal, J.W., 1995). El
2% que no correspondia con la secuencia original, consistio en la ausencia de una
prolina en la posicion 34 de la proteina madura, que podria ser sustituida por otros
aminoacidos como F, S, T v C, en vista de que el codon presento una base no
determinada (TnT); el otro cambio de AA se observd en la posicion 44 de la
proteina madura que consisti en la sustitucién de una serina por una treonina y el
intercambio de una timina-citocina por una citocina-timina en la posicion 41 y 42
de la secuencia de nucledtidos que codifican para el péptido sefal (Figura6y 7).
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IFNy
13B

Fin de la secuencia sefial

1 ATGACTTGCCAGACTTACAACCTGTITTGTTCT GTC*'EGTCATCATGATITA'ITATGGACAT
1 ATGACTTGCCAGACTTACAACCTGTITGTTCTGITCGTCATCATGATTTATTATGGACAT
61 ACTGCAAGTAGTCTAAATCTTGTTCAACTTCAAGATGATATAGACAAACTGAAAGCTGAC
61 ACTGCAAGTAGTCTAAATCTTGTTCAACTTCAAGATGATATAGACAAACTGAAAGCTGAC
121 TTTAACTCAAGTCATTCAGATGTAGCTGACGGTGGACCTATTATTGTAGAGAAACTGAAG
121 TTTAACTCAAGTCATTCAGATGTAGCTGACGGTGGATNTATTATTGTAGAGAAACTGAAG

181 AACTGGACAGAGAGAAATGAGAAAAGGATCATACTGAGCCAGATTGTTTCGATGTACTTG

*

181 AACTGGTCAGAGAGAAATGAGAAAAGGATCATACTGAGCCAGATTGTTTCGATGTACTTG
241 GAAATGCTTGAAAACACTGACAAGTCAAAGCCGCACATCAAACACATATCIGAGGAGCTC
241 GAAATGCTTGAAAACACTGACAAGTCAAAGCCGCACATCAAACACATATCTGAGGAGCTC
301 TATACTCTGAAAAACAACCTTCCTGATGGC

301 TATACTCTGAAAAACAACCTT CCTGATGGC

Figura 6. Similitud de la secuencia de nucleétidos del gene de IFNy del polio (330
bases de la clona 13B) con respecto a la del gene de IFNy de polio reportada. Un

asterisco entre as 2 secuencias representa la no similitud por cada base y la letra
N en la sucuencia de la clona 13B indica la presencia de una base no
determinada.
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IFN'y:MTCQTYNLFVLSVIMiYYGHTASSLNLVQLQDDIDKLKADFNSSHSDVADGG
13B: MTCQTYNLFVLSVIMIYYGHTASSLNLVQLQDDIDKLKADFNSSHSDVADGG

lFNy:PIIVEKLKNWTERNEKRIILSQIVSMYLEMLENTDKSKPHlKHlSEELYTLKNN
13B: --IVEKLKNWSERNEKRHLSQIVSMYLEMLENTDKSKPHIKHISEELYTLKNN

IFNy: LPDG
13B: LPDG

Figura 7. Similitud de la secuencia de una % de la proteina de IFNy del polio (110
aminoécidos de la clona 13B) con respecto a la de IFNy de pollo reportada. La
letra resaltada en negro representa el cambio de un aminoacido y e guién (--)

indica la presencia de cualquiera de los siguientes aminoacido: F, T, Sy C.

Busqueda de la clona estable inductora de ON por seleccion a la geneticina.
Para obtener una produccion constante y suficiente de la proteina recombinante
con actividad de ON para los siguientes experimentos. Células L fueron
transfectadas con ia construccion del ADN de la clona 13B (ADN circular),
seleccionadas y mantenidas por 25 dias con 20ug/ml de . geneticina.
Posteriormente para determinar si las cionas resistentes a ia geneticina producian
la proteina funcional recombinante, a las clonas se les retiré la geneticina, se les
adiciond medio fresco y se dejaron incubar por 72 horas mas. El IFNy
recombinante fue probado nuevamente por su capacidad para inducir la
produccién de ON en macréfagos HD11 estimulados por 24 horas tal y como ya se
ha descrito. Como se observo en la figura 8, el IFNy recombinante obtenido de la
seleccion de las células L transfectadas con el vector recombinante funcional
(clona 13B), aumenté la produccion de ON en los macréfagos estimulados en
aproximadamente 61% mas que los macréfagos estimulados con PMA-nomicina.
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Lo que nos indica que el ADNc del IFNy recombinante (Clona 13B) se ha

expresado y mantenido en las células L.

D.O. A 540nm de 100pL/ 10° Células

0,8

0,7

0,6

0.5 B Macroéfagos

i Células L

0.4 Células 1 +vector
B Células L+vector-IFNg

0,3
B Pma-lonomicina

0,2

0,1

0

Macroéfagos estimulados con el 50 % de diferentes sobrenadantes

Figura 8. Produccién de 6xido nitrico por macréfagos HD11 activados durante 24h
con 50% del sobrenadante fresco de células L transfectadas con el ADNc del iFNy
y seleccionadas con geneticina. La produccién de ON se evalué en forma indirecta
midiendo la concentracién de NO, en el sobrenadante del cultivo a través de la

reaccion colorimétrica con los reactivos de Griess y cuantificados a 540nm

Incremento de la molécula de clase Il por el IFNy recombinante. La produccion
de ON no es la Unica actividad biolégica por IFNy. Otra de las actividades
reguladas por IFNy y que tiene mayor relevancia en el sistema inmune es la
regulacion del aumento de las moléculas de clase Hl. Para corroborar lo anterior, al

iIFNy recombinante producido por las células L (clona 13B1.9), se le determiné su
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capacidad para regular el aumento de las moléculas de clase Il en los macréfagos
HD14. Macrofagos HD11 fueron estimulados por 48 horas con 20% del
sobrenadante del IFNy recombinante de la clona 13B1.9. El incremento de
moléculas de clase il fue determinado por citometria de flujc usando como primer
anticuerpo, 19gG2 de raton anti-clase [l de pollo e IgG de cabra anti-IgG de ratén
como segundo anticuerpo. En la figura 9, se observa que el IFNy recombinante,
aumento en 20% el nimero de moléculas de clase Il en la superficie de los
macréfagos y un 20% mas con respecto al IFN nativo (esplenocitos estimulados
con concanavalina A). Debido a que el aumento de clase il no fue notablemente
superior al IFN nativo, era probable que los macréfagos HD11 bajo las condiciones
de cultivo con 80% de Suero de pollo, 20% de SFB y libre de antibidticos tuviera
LPS. E! LPS también se conoce que incrementa clase I, por tal razén los
macréfagos fueron estimulados también con LPS de S. enferitidis (SIGMA). En la
misma gréafica podemos observar que el LPS incremento en 4% las moléculas de
clase ll. Sin embargo, el IFNy recombinante aumento un 16% mas que el LPS, lo
anterior indica que la baja expresion de las moléculas de ciase li en los
macréfagos HD11 estimulados no se debe al LPS, sino al comportamiento de
estos macrofagos bajo estas condiciones de cultivo. Como referencia de la
actividad del IFNy en la regulacion de clase i, se realizé en forma paralela un
ensayc de ON come ya se ha descrite anteriormente, como se pudo observar en
la figura 10, el incremento de clase Il y ON se debe al IFNy recombinante,
empero, el aumento de la produccion de ON también fue menor con respecto a lo
observado en las figuras 5 y 8. Lo anterior se explica porque en los primeros
ensayos se utilizd sobrenadante fresco y no congelado como en el ensayo de
clase Il. Esto implica que la actividad biologica del IFNy recombinante se ve

afectada por la congelacion.
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incremento de moléculas del MHC clase Il en porcentaje

25

20

15

10

B Células L

H Células L+vector

£l Células 1+vector-
IFNg

A IFN nativo (COll A)

& LPS (Spg/ml)

Macréfagos estimulados can el 25 % de diferentes sobrenadantes

Figura 9. Incremento en el nimero de molécuias de clase |l de pollo en macréfagos
HD11, estimulados durante 48h con 25% del sobrenadante congelado de las células
L transfectadas con el ADNc del IFNy y seleccionadas con geneticina. La medicion
de las moléculas se realizd por inmunofluorescencia indirecta utilizando como
primer anticuerpo el anti-clase 1} de polio {TAP1) y como segundo anticuerpo el IgG
de cabra anti-ratén conjugadas con isotiocinato de fluoresceina.
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D.O. A 540nm de 100uL/ 10° Células

0,25
B Macrdéfagos
0,2
Células L
0,15
i Células L+vector
0, 4
1 B Células
L+vector+IFNg
0,08 B Pma-fonomicina
0

Macrofagos estimulados con el 50 % de diferentes sobrenadantes

Figura 10. Produccion de oxido nitrico por macrofagos HD11 activados durante 24h’
con 50% del sobrenadante fresco de células L transfectadas con el ADNc dei IFNy y
seleccionadas con geneticina. La produccién de ON se evalud en forma indirecta
midiendo la concentracion de NO, en el sobrenadante del cultivo, a través de la
reaccién colorimétrica con los reactivos de Griess y cuantificados a 540nm. Gréfica
como control del sobrenadante usado en el ensayo de clase |l.
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Capacidad fagocitica de los macréfagos HD11. Para evaluar el aumento de la
actividad bactericida de los macréfagos por IFNy, primero determinamos la
cantidad de bacteria que puede fagocitar la linea de macréfagos HD11, los
macrofagos fueron infectados a diferentes concentraciones con la cepa silvestre
de Salmonelfa gallinarum (cepa U2) e incubados por 30 minutos a 41°C. Después
de remover la bacteria extracelular a través de lavados y gentamicina, el humero
de bacteria intracelular fue cuantificada por el nimero de unidades formadoras de
colonia de S. gallinarum en agar de McConkey (SIGMA). Como se muestra en ia
figura 11, los macréfagos fueron capaces de fagocitar la S. gallinarum a partir de
0.4 hasta 100 UFC con un comportamiento directamente proporcional a la
concentracion de bacteria.  Sin embargo, la capacidad fagocitica por los
macrofagos fue baja, aun con la concentracion mas alta de la bacteria de 1:100;
donde la relacion real por célula fue de aproximadamente 1 bacteria por cada 5

macrofagos.

Salmonelia intracelular en UFC x 10*

304

25+

204

154

0.4 2 4 85 215 43 100

Relacion de las UFC adicionadas por macrofago

Figura 11. Capacidad de los macrofagos HD11 de pollo para fagocitar la cepa
silvestre de S. gallinarum U2. Los macréfagos fueron infectados con diferentes
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concentraciones de bacteria por 30 minutos a 41°C. Después de eliminar la
bacteria extracelular las células fueron lisadas para recuperar la bacteria viva. La
bacteria fue cuantificada por el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC)
en agar MacConkey.

Supervivencia y multiplicaciéon de S. gallinarum dentro de los macréfagos
HD11. La Salmonella como bacteria intracelular tiene la habilidad de la
supervivencia y la multiplicacién dentro de los macréfagos del raton. Ahora ya
sabiamos que los macréfagos HD11 podian fagocitar a S. gallinarum, pero era
necesario saber si la bacteria podia vivir y multiplicarse. Para ello, los macrofagos
HD11 fueron infectados con la maxima relacion de fagocitosis (1:100) e incubados
por 30 minutos a 41°C. Después de remover la bacteria extracelular a través de
lavados y gentamicina, los macréfagos fueron lisados a tiempos de 2, 4, y 24
horas posteriores a la fagocitosis con SAF con 20% de Triton, el nimero de
bacteria intracelular fue cuantificada por el nimero de unidades formadoras de
colonia de S. galfinarum en agar de McConkey (SIGMA). Como se muestra en la
figura 12, la bacteria fue capaz de iniciar una replicacion en las primeras 2 horas
posteriores a la fagocitosis, pero después la bacteria comenzd a decrecer
paulatinamente hasta detectar un 4.4% de la bacteria inicialmente fagocitada a las
24h. Lo que indica que la Salmonelia es capaz de multiplicarse y vivir dentro del
macréfago. Sin embargo, su capacidad de multiplicacién y de supervivencia se vio

limitada por el macréfago.
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Salmonelia intracelular en UFC x 10*
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Figura 12. Actividad bactericida de los macréfagos HD11 de pollo hacia la cepa
silvestre de S. gallinarum U2. 1.4 x 10° macrofagos (M@) fueron infectados a una
relacion célula con bacteria de 1:100. Después de la fagocitosis y remocion de
bacteria extracelular. Los M@ fueron lisados a diferentes tiempos para recuperar ia
bacteria viva. La bacteria fue cuantificada por el nimero de unidades formadoras
de colonia (UFC) en agar MacConkey. ‘

Incremento de la actividad bactericida de los macréfagos de pollo vs S.
gallinarum U2. E| incremento de ON y moléculas de clase Il son funciones
biolégicas caracteristicas del IFNy en los macréfagos. Sin embargo, la activacion
de los macréfagos por IFNy, solo tiene sentido cuando la célula fagocitica
profesional es capaz de destruir a un patégeno y asi ayudar a la defensa del
huésped. El incremento bactericida de los macréfagos activados por IFNy hacia

microorganismos intracelulares como Salmonella, es uno de los eventos mas
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importantes en la defensa del huésped (Kagaya, k., et al., 1989). Como se mostrd
anteriormente, los macréfagos HD11 son capaces de producir ON por el estimulo
de IFNy y per se son capaces, aunque a bajos niveles, de fagocitar y permitir ia
supervivencia y multiplicacién de Salmonella gallinarum, ahora necesitabamos
saber si el IFNy incrementaria la actividad bactericida del macréfago. Para esto,
los macréfagos fueron previamente activados durante 24 horas con y sin IFNy
recombinante, posteriormente infectados con S. galfinarum a una relacion de
infeccion de 1:100. Posterior a la fagocitosis, la bacteria extracelular fue removida
por lavados con SAF a 41°C e incubadas con medio de cultivo con gentamicina. A
los 90 y 120 minutos posteriores a la fagocitosis las células fueron lavadas 2
veces con medic DMEM para remover la gentamicina, y seguidamente fueron
lisadas para recuperar la bacteria intracelular y sembradas en agar de McConkey.
En ia figura 13 se muestra la capacidad del IFNy recombinante para aumentar la
capacidad bactericida de los macréfagos HD11 al disminuir en un 74.18% las UFC
a los 90 minutos y un 86.18% mas de disminucién a los 120 minutos, con respecto
a los macréfagos no activados. Como referencia de la actividad bactericida del
IFNy recombinante, se realizdé en forma paraiela un ensayo de ON como ya se ha
descrito (Figura 14). Empero, al igual que en el ensayo de clase |l, la produccion
de ON fue baja con relacién a lo obtenido por los sobrenadantes frescos (figuras 5

y 8), lo cual se explica por el sobrenadante congelado utilizado.
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Salmonella intracelular en UFC x 104
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Figura 13. Actividad bactericida de los macréfagos HD11 estimulados por el IFNy
recombinante de pollo. 1.3 x 10° mécréfagos fueron incubados por 24h con 30%
del sobrenadante congelado de las células L transfectadas con el ADNc del IFNy y
seleccionadas con geneticina. Posteriormente los macréfagos fueron infectados
con Salmonellfa gallinarum cepa U2 a una relacion célula:bacteria de 1:100
durante 30 minutos a 41°C. La cantidad de bacteria fue determinada por el nimero
de unidades formadoras de colonia (UFC) en agar McConkey.
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D.O. A 540nm de 100uL/ 10° Células
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Figura 14. Produccion de Oxido nitrico por macréfagos HD11 activados durante
24h con 50% del sobrenadante fresco de céiulas L transfectadas con el ADNc del
IFNy y seleccionadas con geneticina. La produccién de ON se evalud en forma
indirecta midiendo la concentracion de NO. en el sobrenadante del cultivo, a
través de la reaccion colorimétrica con los reactivos de Griess y cuantificados a
540nm. Grafica como control del sobrenadante usado en el ensayo bactericida.

DISCUSION

Obtencién del IFNy recombinante.

A través de la metodologia de la TR-RCP se obtuvo el gene de IFNy de poilo a
partir de células mononucleares de bazo de pollo estimulados con concanavalina
A, el cual fue corroborado por RCP interna y por secuencia. El gene de la clona
13B tuvo una similitud al nivel de los nuciedtidos y aminoéacidos det 98% y 98.18%
respectivamente con respecto a la secuencia reportada (Digby, M.R. y Lowenthal,
J.W.,1995) y conservo las diferencias en AA con respecto a las secuencias de

IFNy de otras especies de la familia de las gallinaceas (Figura 15) ya reportadas
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Figura 14. Produccion de 6xido nitrico por macréfagos HD11 activados durante
24h con 50% del sobrenadante fresco de células L transfectadas con ei ADNc del
IFNy v seleccionadas con geneticina. La produccion de ON se evaiuo en forma
indirecta midiendo la concentracién de NO2 en el sobrenadante del cultivo, a
través de la reaccion colorimétrica con los reactivos de Griess y cuantificados a
540nm. Gréafica como control del sobrenadante usado en el ensayo bactericida.

DISCUSION

Obtencion del IFNy recombinante.

A través de la metodologia de la TR-RCP se obtuvo el gene de IFNy de pollo a
partir de células mononucleares de bazo de pollo estimulados con concanavalina
A, el cual fue corroborado por RCP interna y por secuencia. El gene de la clona
13B tuvo una similitud al nive! de los nucleétidos y aminoécidos del 98% y 98.18%
respectivamente con respecto a la secuencia reportada (Digby, M.R. y Lowenthal,
J.W.,1985) y conservé las diferencias en AA con respecto a las secuencias de

IFNy de otras especies de la familia de las gallinaceas (Figura 15) ya reportadas
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por otros investigadores (Kaiser, P., et al, 1998). El 2% de la secuencia al nivel de
nucledtidos y AA de la clona 13B, que fue diferente a la secuencia original y que
correspondi6 al cambio de 2 AA, consistieron en la ausencia de una prolina(Peseien
% v el cambio de una serina por una treonina®¥™™4 en ia secuencia de Ia
proteina madura. La sustitucion de la prolina en la secuencia de la proteina se
debié al codon TnT. Donde la letra n que significa una base no determinada,
podria codificar para 4 AA diferentes a la prolina. De los 4 AA que podrian estar
presentes en la proteina, solamente la fenilalanina difiere de la proiina por ser
quimicamente un AA aromatico y no imino, sin embargo, esta mutacion, dentro de
las 4 posibles mutaciones, es la que menos afectaria la estructura y funcionalidad
de la proteina, ya que esta mutacién no interfiere con un sitio de glicosilacion o
con el puente disulfure del carboxilo terminal. Considerando que de los otros 3 AA
que pueden sustituir a la prolina, son la tirosina (no polar con una R aromatico),
serina (polar sin carga con un R hidroxilo) y cisteina (polar sin carga con R de
azufre), la proteina entonces tendria cambios en su estructura y funcionalidad,
empero, debido a la induccién de la produccién de ON y aumento de las moléculas
de clase il en los macréfagos HD11 por la proteina recombinante, es probable que
la mutacidn en la prolina por cualquiera de los 4 AA, fuera irrelevante para la
funcionalidad de la molécula 6 bien que esta mutacion fuera un artefacto causado
por una mala purificacién del ADN del plasmido, que interfiriera con la reaccion de
secuenciacion. Para la mutacion de la serina por la treonina en la posicion 44 de ia
secuencia completa de la proteina, la mutacion no implicaria cambios en su
estructura y funcionalidad, debido a que ambos AA comparten las mismas
caracteristicas fisicoquimicas.
Aunque hubo un intercambio en la posicién de los nuciedtidos citacina®™=#! y
timinaP*s™42 nor timinaP™ "4 y citocina®™™*"* de la secuencia sefial, esto no
representd el cambio del AA valina®™“™® del péptido sefial, por lo gque el
intercambio de las bases es irrelevante.
Dada la actividad biolégica de la molécula de IFNy y la similitud del 98% en bases
y AA con respecto a la molécula y secuencia original (Digby, M.R. y Lowenthal,
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JW. 1995), también ya confirmada por otros investigadores (Weining, K.C., et al,
1996; Song, KD., et al, 1997);, entonces nuestra secuencia tendria esas
mutaciones por una mala calidad en la limpieza del ADN de pidsmido que intervino
en la reaccién de secuenciacion, 6 a la polimerasa usada durante ia RCP. Por
cualquier enfoque, la molécula con actividad bioldgica, obtenida a través de
ingenieria genética a partir de células mononucleares de polio estimuladas por

concanavalina-A es IFNy.

Infecciones por Saimonella en los pollos.

Los pollos son comensales a la infeccion por Salmonella después de los 7 dias de
edad debido a que incrementan su resistencia natural hacia la bacteria, este
mecanismo de resistencia aun no ha sido dilucidado. Pero se sabe que cuando la
bacteria es administrada intravenosamente y aicanza e! sistema reticuioendotelial,
este rapidamente controla a la bacteria per se (Girard-Santosuosso, O., ef al,
1998). Lo mismo es observado en los pollos que son retados con Salmonella
enteritidis por la via natural (Gary Garcia, preparacion del manuscrito). Se sabe
que las células fagociticas del bazo, los monocitos y polimorfonucieares de
sangre periférica de polios fagocitan y tienen una actividad bactericida contra la
Salmonella (Kodama, H., ef al, 1976; Stabler, J.G., ef al, 1984}, loque a sugerido
que éstas células participarian en la resistencia del huesped hacia la bacteria
como es bien conocido en los ratones. Sin embargo, el papel central del
macréfago ante la infeccion por S. gallinaum no ha sido estudiado. Para demostrar
esto, primero se puso de manifiesto que los macréfagos de pollo en reposo,
fagocitan y permiten fa supervivencia y multiplicacion de la cepa silvestre de
Salmonella galfinarum U2, los resultados del estudio nos dicen que éstas
caracteristicas fambién suceden tal y como se conocen en otros modelos animales

como el raton. Sin embargo, estas caracteristicas tienen sus particularidades.
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Fagocitosis.

Cuando se determiné ia capacidad fagocitica de los macréfagos HD11 hacia S,
gallinarum, nos llamd la atencion la pobre capacidad fagocitica de estos
macréfagos hacia la Saimonella especifica de ia especie. Una de las
caracteristicas mas importantes observadas en el ensayo de la fagocitosis fue su
dependencia a las altas temperaturas a las que se llevd la infeccion. Unicamente
se logré una aceptable fagocitosis cuando el ensayo se realizé a la temperatura
corporal de los pollos (41°C), ya que los ensayos realizados por debajo de los
39°C, el mecanismo de fagocitosis se vio disminuido hasta en un 0% (datos no
mostrados), sugiriendo asi que los mecanismos de internalizacién de la bacteria
se llevan acabo a temperaturas mas elevadas. Considerando que en el ensayo de
infeccion la bacteria es especifica para la especie Galflus gallus, probablemente la
baja fagocitosis por parte de ios macréfagos se deba ai tejido de origen, ya que
sabemos que la capacidad de fagocitosis y el comportamiento durante la infeccion
varian entre las diferentes poblaciones de macréfagos (Buchmeier, N.A., y
Heffron., F., 1989). Las diferencias en los mecanismos de fagocitosis de los
diversos origenes del macréfago, asi como las moléculas de reconocimiento e
internalizacion hacia Salmoneila aun no han sido bien esclarecidos, sin embargo,
sabemos que las diferentes poblaciones de macréfagos expresan o no ciertas
moléculas de mémbrana que estan relacionadas con el reconocimiento de los
diversos antigenos de las bacterias, como son a través de los receptores tipo Toli
(TLR, por sus siglas en Inglés); de receptor de manosa, del receptor del
complemento tipo 1, la molécula tipo scavanger llamada MARCO y el de
receptores para los Fc (Underhifl, D.M., ef al, 1999; Mcknight, A.J., y Gordon, S.,
1998), que explicaran este comportamiento tanto en los mamiferos como en los

pollos y los mecanismos compartidos entre las diversas especies animales.

Supervivencia y multiplicacién.

S. gallinarum fue capaz de multiplicarse y vivir en los macrofagos de pollo como se

conoce en otras Salmonellas (Maier, T and Oels, H.C. 1972, Lissner, C.R., ef al,
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1983). Sin embargo, estas dos caracteristicas de S. gallinarum, tienen un
comportamiento algo diferente a lo conocido en los macréfagos de raton. Como se
observé en la figura 12, la bacteria fue capaz de iniciar su multiplicacion una vez
internalizada en el macréfago durante las primeras 2 horas, para posteriormente
decrecer en las siguientes 22 horas, esta caracteristica es opuesta a lo observado
en diferentes poblaciones de macréfagos de raton infectados con la cepa silvestre
de S. typhimurium. En la linea de macrdfagos J774 la Salmonella decrece en la
primera hora posterior a la fagocitosis y posteriormente comienza su multiplicacion
ascendente en las proximas 23 horas, esto no sucede en los macréfagos
provenientes de cultivo primario de bazo, médula 6sea, lavado peritoneal y por los
obtenidos a través de Ia estimulacion con peptona administrada
intraperitonealmente en los ratones BALB/c (ify®), donde {a bacteria basicamente
sobrevive sin practicamente multiplicarse o decrecer (Buchmeier, N.A. and
Heffron, F. 1989). En estudios con macrofagos de bazo y peritoneo provenientes
de ratones C3H/HeN (/ty) infectados con la cepa silvestre de S. typhimurium (cepa
TML) donde la bacteria vive y se mulitiplica alrededor de las 24 horas posteriores a
la infeccién, tampoco se observé un comportamiento similar a la supervivencia y
multiplicacién de S. gallinarum U2 en los macrofagos HD11. Sin embargo, en ese
mismo estudio los macréfagos residentes de peritoneo de ratones SWR/J (ity)
mostraron tener la capacidad bactericida hacia la cepa silvestre TML de S.
typhimurium desde la fagocitosis hasta las siguientes 24 horas, lo que muestra
una parcial semejanza con lo observado en este estudio (Lissner, Ch. R, ef &/,
1983).

Mecanismos gue permiten Ja supervivencia y multiplicacién de Salmonella

en Jos macréfagos.

Aunque en Salmonella gallinarum no se han descrito estos mecanismos, es

probable que elios tengan una total o parcial participacion dentro del macréfago de

pollo, y que su expresion y funcionalidad requiera de temperaturas cercanas a

41°C como se cbservo en este estudio. El primer paso para la supervivencia y
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multiplicacion de la Saimonelia dentro de los compartimentos det macrofago, es la
acidificacién de los compartimentos (Rathman, M., ef al, 1996). Posteriormente la
participacién de las proteinas del sistema de secrecién tipo Ill, de la isla de
patogenicidad 2 que se expresan dentro de los macréfagos y que interactuan con
las proteinas del macréfago para permitir su supervivencia y multiplicacion
{Hensel, M., et al, 1998; Cirillo, D.M., et al, 1998), como es la proteina codificada
por el gene SseB (Beuzdn, C.R., et al, 1999) y el gene ssaR (Pfeifer, C.G, et a,
1999) de la I.Pg tipo 2, de las cuales aun faita conocer la caracterizacion de la
proteina y su explicacion biolégica molecular en el raton y mas aun en el pollo.
La participacién de las proteinas de la |.Pg tipo 3 en la supervivencia y
multiplicacion dentro del macréfago tampoco se conocen, perc se sabe que estan
relacionadas con la provisién de productos esenciales para el crecimiento bajo
condiciones limitantes de Mg2+ (Blanc-Potard, A.B., ef a/, 1999; Blanc-Potard, A.B.,
y Groisman, E.A., 1997). '
Los mecanismos que contribuyen a la supervivencia y multiplicacion intracelular,
obedecen a un sistema de regulacién, como es el regulador maestro PhoP/PhoqQ.
PhoQ es una proteina membranal con actividad de cinasa que transfiere un fosfato
al amino terminal del PhoP cuando las concentraciones de Mg?* y Ca®* son muy
bajas. El PhoP fosforilado se une al promotor de por lo menos 40 genes que
codifican proteinas que permiten a la bacteria la supervivencia intracelular, ia
defensa contra las defensinas {Miller, S.1., et al, 1990), los péptidos catidnicos
microbicidas, al pH acido y el aumento de proteinas transportadoras de magnesio
con alta afinidad entre otras funciones (Ernest, R.K,, et al, 1999).

Existen otros mecanismos implicados en la supervivencia como es la participacion
de la superdxido dismustasa que tiene S. typhimurium como medio de defensa
ante los mecanismos bactericidas dependientes de O; por la oxidasa dependiente
de NADPH del fagocito de ratén, este mecanismo lo logra, a través de la
transformacion inmediata del O en H»0, evitando asi la cascada de los reactivos
intermediarios del Oz (Anne De Groote, M., ef a/, 1997). Sin embargo, no sabemos
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si Salmonella gallinarum tenga este mecanismo y por quién es regulado en S
typhimurium.

Otro de los mecanismos involucrados en el macréfago relacionados con la
supervivencia y multiplicacion de ia bacteria, es un mecanismo gue no depende de
la bacteria si no del macrofago, éste es el caso de la molécula transmembranal
transportadora de iones del fagosoma conocida como la proteina del macréfago
asociada a la resistencia natural tipo 1 (Nramp-1, por sus siglas en inglés)
(Lissner, Ch.R., et al, 1983; Vidal, S., et al, 1995), que al menos en el ratén a
mostrado estar asociada a una mutacion de una Glicina'® (ity") por el acido
aspértico'® (ity®) (Malo, D., et &, 1994) y que se cree que influye en el secuestro
de iones esenciales para la supervivencia de la bacteria (Kuhn, D.E., 1999)yala
concentracién de nitritos y nitratos (Vidal, S.M., et al. 1993: Nathan, C., 1995). Sin
embargo, en los pollos esta moiécuia no ha mostrado tener in vivo un papel tan
importante como en el ratén lo que ha sugerido la participacién de ofros
mecanismos mas importantes (Hu, J., et al, 1997).

El blogueo de la fusién del lisosoma al fagosoma, para evitar los mecanismos con
actividad bactericida independiente de Oz ¥y N, es un evento que se ha sugerido
por algunos investigadores (Buchmeier, N., and Heffron, F. 1991; Uchiya, K, ef al,
1999), aunque existe evidencia opuesta a ello (Ishibashi, Y., y Arai, T. 1995; Oh,
Y., et al, 1996). Lo cierto es que a pesar‘de que el lisosoma lograra fusionarse, la
bacteria es capaz de utilizar mecanismos alternativos de defensa contra el
contenido enzimatico del lisosoma. Uno de estos mecanismos es la acilacion del
LPS de la membrana externa de la Saimoneila regulada por PhoQ/PhoP, que evita
el anclaje de los péptidos catidnicos antimicrabianos y por lo tanto el bloque de la
formacion de poros en su membrana (Guo, L., et al, 1998).

A pesar de que aun no se ha determinado la presencia de estos genes, proteinas
y mecanismos en Salmonella gallinarum, sabemos que su virulencia en los pollos
susceptibles, radica en un plasmido de 85Kb y en los genes del cromosoma, que
estan involucrados en provocar la muerte y en permitir la supervivencia y

42



multiplicacién dentro del bazo e higado (Barrow, P.A., ef al, 1987; Barrow, PA.,Y
Lovell, M.A, 1989; Barrow, P.A., 1990). Sin embargo, la supervivencia y
multiplicacién de S. gaflinarum o S. pullorum dentro del sistema reticuloendotelial
del raton se ve afectada considerablemente y no son capaces de matar a los
ratones o de lesionar sus tejidos (Barrow, P.A,, ef al, 1987; Barrow, P.A., y Lovell,
M.A., 1989), ni tampoco de vivir y multiplicarse en los macréfagos de ratén
(Pascopella, L., et al, 1995). Probablemente las Sa/monellas que afectan a ias
Gallinaceas posean los mismos mecanismos de virulencia que las de su mismo
género, pero que varias de sus proteinas de virulencia estarian adaptadas a las
proteinas de los fagocitos profesionales de polio, y la interacion y funcionalidad de
estas proteinas dependerian de una conformacion funcional a temperaturas
cercanas a los 41°C (Este estudio).

El macréfago activado.

En el presente trabajo mostramos in vitro la primera evidencia del papel del IFNy
de pollo en la defensa del huésped hacia un microorganismo intracelular residente
en el macréfago. Sabemos que al IFNy se le conoce como una de las moléculas
mas importantes en la defensa del huésped hacia microorganismos intracelulares
como Salmonella, por disminuir la muerte del raton infectado con una cepa
silvestre de Salmonella tyohimurium (Matsumara, H., ef al, 1990). Esta
caracteristica en el ratén, se debe en parte a que el IFNy activa los mecanismos

bactericidas del macréfago {(Kagaya, K., et al, 1989).

En el ratdén, aun cuando la Salmonella logra evadir los mecanismos bactericidas
del macréfago para lograr la supervivencia. Ella finaimente sera controlada por el
fagocito siempre y cuando sea éctivado por el IFNy. Como se observo en este
estudio, los macréfagos HD11 responden al estimulo de IFNy, incrementando su
actividad bactericida hacia S. gaflinarum U2 como se conoce en [os ratones
(Kagaya, K., et al, 1989) lo que significa que entre los pollos y mamiferos estan
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conservados los mecanismos bactericidas del macréfago y que estos son

expresados en respuesta al estimulo por IFNy.

Uno de los mecanismos que se ha demostrado, tienen participacion en Ia
destruccion de la bacteria, son los metabolitos intermediarios de N (Boehm, U., ef
al, 1997: Shiloh, M.U., ef a/, 1999) que son producidos por |a sintesis de novo de
la enzima iNOs en respuesta a la sefalizacion de IFNy (Cassatelia, M.A., ef al,
1990; Xie, Q.W., et al, 1992). En diferentes poblaciones de macréfagos de polic ya
se ha descrito la presencia de esta enzima, su sintesis de novoy la produccién de
ON por el estimulo del LPS (Hussain, |, y Qureshi, M.A., 1997), como se ha
reportado y como se observd en este estudio, el IFNy induce la produccién de ON
(Digby, M.R., y Lowenthal, JW., 1995; Weining, K.C., ef al, 1996) lo que establece
este mecanismo como unc de los participantes en la actividad bactericida en el
poilo y conservado con respecto a los mamiferos.

La existencia del mecanismo dependiente de Oz en los pollos, se ha demostrado
en las células polimorfonucleares, no asi en el macrofago (Stabler, J.G., et
al, 1994). Sin embargo, dado el hecho de su necesaria participacion en conjunto
con los mecanismos dependientes de N para la actividad bactericida y su
induccién a través de IFNy en el ratén (Boehm, U., et al, 1997; Shiloh, M.U., et &/,
1999), la alta actividad bactericida observada por los macrofagos HD11
probablemente se debe a su existencia y participacion.

Ambos mecanismos inducidos por IFNy, pueden alcanzar niveles mas altos de
expresion cuando se dan otros estimulos junto con la sefal de IFNy. Uno de estos
estimulos sinérgicos que ha mostrado aumentar la actividad bactericida del
macréfago del ratén es el TNFa (Nauciel, C., y Espinasse-Maes, F., 1992; Gulig,
P.A., et al, 1997). El mecanismo de sefializacion aun no esta del todo esclarecido,
pero el efecto sinérgico de ambas citocinas influye en la expresion del ARNm de la
subunidad p67 del citocromo b558 del estallido respiratorio (Gupta, JW,, et al,

1992); mientras tanto la regulacion de la produccion del ON por IFNy se veria mas
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aumentada por el LPS y el TNF, ya que ambos traducen senal a fravés del sitio de
reconocimiento para el NFxB, el TNF hacia los dos elementos de respuesta del
TNF, que estan ubicados en ia regién promotora de iNOS (Xie, QW., ef al, 1993) y
la fosforilacién de la serina del Stat-1 por LPS (Kovarik, P., et al, 1998).
Recientemente se ha detectado que el LPS induce en los macréfagos de pollo la
secrecion de una proteina de 81 kda que induce la produccion de ON, aumenta la
expresion de la molécula de clase |l e induce cambios morfolégicos en la linea de
macréfago de bazo de pollo MQ-NCSU, y que ademas se aumentan por el
estimulo del IFNy, tal proteina se ha sugerido que es del tipo TNF (Rautenschlein,
S., et al, 1999). Con la disminuciéon de casi un 90% de S. gallinarum por los
macréfagos HD11 estimulados por IFNy, seria muy probable gue los macréfagos
HD11 disminuyeran ia bacteria en casi un 100% por un estimuio sinérgico dei iIFNy
con TNFa y LPS. Lo cual podria damos una explicacion de lo que sucede in vivo

con los pollos naturalmente resistentes a Sa/monelia.

La participacidn de la molécula Nramp-1, aumentada por la regulacion del IFNy y
por el LPS en los macrofagos de ratén, es ofro de ios macanimos que participan
en el control de las infecciones intracelulares (Govoni, G., ef al, 1995), aunque en
estudios in vivo en el pollo, esta molécula Unicamente a mostrado una
participacion parcial en el control de la Salmonelia (Hu, J., et al, 1997),
seguramente hay una contribucién en la actividad bactericida de los macréfagos
HD11 estimulados por IFNy, dado que la region transcripcional de la Nramp-1 de

pollo tiene elementos de respuesta al IFNy (Hu, J., ef a/, 1997).

El papel de los mecanismos independientes de O, y N como las proteinas
microbicidas contra Sa/monella inducidas por IFNy en el raton (Hiemstra, P.S., et
al, 1999) y enzimas con actividad reductora de las puentes disulfuro
(Arunachalam, B., et al, 2000), seria otro de los mecanismos involucrados en la
actividad bactericida de los macrofagos HD11, sin embargo, su expresion y
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colaboracion aun son desconocidas en los pollos y recientemente mas estudiado

en los ratones.

Los resultados in vitro aqui obtenidos y con la pregunta sin contestar a cerca de
;cuales son los mecanismos de resistencia naturales de los polios leghorn hacia
Salmonelfa? Podriamos pensar entonces que el IFNy podria tener una
participacion crucial en el mecanismo de resistencia hacia Salmonella en los pollos
mayores de 7 dias de edad, debido a que en los ratones se ha mostrado evidencia
de la presencia temprana de IFNy en las primeras horas posteriores a la infeccion
con Salmonelfa (Nauciel, Ch. 1990) y porque también se ha visto su participacion
temprana ante la infeccién al disminuir ia multiplicacién de la bacteria (Hess, J., ef
al, 1998). Entonces los macréfagos de los pollos expresarian tempranamente IL-
12, IL-18 e IL-15 que son necesarias para inducir IFNy a través de las células NK
(Okamura, H., et al, 1998; Hirose, K, ef al, 1999; Nishimura, H., et al, 2000) y
también la secrecion de TNFa gque junto con el IFNy incrementaria
sustanciaimente la actividad bactericida del macréfago hacia Salmonella. Sin
embargo, tendria que existir ai mismo tiempo una baja expresién de citocinas
antagénicas como la IL-4, IL-10 y el factor de crecimiento de transformacion
(TGFB, por sus siglas en Inglés) que permitiéran expresar el perfil de citocinas

inflamatorias.

También la participacion de otros mecanismos independientes al IFNy podrian
estar involucrados en los mecanismos de resistencia natural innata del pollo como
es el C3b del complemento que después de unirse al LPS de la Salmonella, se
une a su receptor en el macréfago de raton y traduce sefial para la fagocitosis y _
lisis de la bacteria a través de un mecanismo no conocido (Nishikawa, F., ef al,
1998). El otro mecanismo en el macréfago de ratén, es a través de la interaccion
del LPS con el CD14 a través de la proteina que se une al LPS (LBP, por sus
siglas en Inglés), este complejo se une a la moiécula TLR4 en la membrana del
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macréfago que es internalizada al fagosoma y a su vez traduce sefiales para
inducir la produccién de ON, TNFa e IL-6 (Jack, R.S., ef al, 1997; Amura, C.R., ef
al, 1997; Takeuchi, O., ef a/, 1999; Underhill, D.M., et al, 1999), en donde el TNFa
es sinérgico con el IFNy. Sin embargo, en los macréfagos de peritoneo de
humano, la sefial que traduce del LPS a través de la LBP no induce la expresion
del TNFa (Amura, C.R., et al, 1988),

Aunque estos mecanismos aun no son descritos en los poilos, seguramente estan
conservados con respecto a los mamiferos y tienen un papel importante en la
susceptibilidad y resistencia natural innata del pollo hacia Salmonelfa.

CONCLUSIONES

1. Los macroéfagos en reposo HD11 controlan la supervivencia y multiplicacion de

la cepa silvestre de S. gallinarum (cepa U2).

2. Los resultados en la produccién de ON y el incremento de la capacidad
bactericida de los macréfagos HD11 estimulados por IFNy, muestran la
relevancia in vitro de esta molécula en la defensa del pollo, al controlar la
supervivencia y multiplicacion de la cepa silvestre de  Salmonella gallinarum
u2.

3. E! IFNy de pollo conserva las mismas actividades biologicas descritas para el

IFNy de ofras especies animales.
PERSPECTIVAS

1. El primer paso que estamos dando, es la obtencion de anticuerpos

monoclonales que neutralicen la actividad biologica del IFNy, que nos permita
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es sinérgico con el IFNy. Sin embargo, en los macréfagos de peritoneo de
humano, la sefial que traduce del LPS a traves de la LBP no induce la expresion
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conocer in vivo su relevancia ante las infecciones intracelulares como
Salmonella y su relacion con la resistencia natural del pollo.

2. Al mismo tiempo estamos estudiando el comportamientc de diferentes
Salmonellas en los compartimentos intracelulares de estos macréfagos que
nos permitan entender el mecanismo de resistencia natural de jos pollos a esta

bacteria.
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