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RESUMEN

Brucella abortus es una bacteria Gram negativa facultativa e intracelular,
causante de brucelosis bovina y humana, una enfermedad zoonoética que es
responsable de pérdidas econdmicas considerables para los propietarios de
animales con destino comercial. El proceso de infeccion de Brucella no esta
claro del todo, contemplando el alto nimero de rutas que tiene para infectar,
establecer su nicho replicativo y evadir la respuesta inmune del hospedador,
logrando sobrevivir a la accidén de especies reactivas de oxigeno en células
profesionales presentadoras de antigenos como macrdéfagos. Este mecanismo
de evasion se presenta también en otros organismos de vida intracelular como
Cryptococcus neoformans, una levadura que por accion de proteinas multi
cobre oxidasa, como las lacasas forman pigmentos de melanina, ambos
elementos considerados factores de virulencia. Las melaninas son compuestos
quimicos aromaticos coloreados con una alta carga negativa, presentes en
diversos organismos tanto plantas, hongos y bacterias (Pseudomonas
aeruginosa, Aeromonas spp., Bacillus subtilis, etc); y participan en el
mecanismo defensivo contra antibioticos y estrés oxidativo, atenuando la
accion de células del sistema inmune y participando activamente, en ciertos
casos; en el cambio de polaridad de los macrofagos a M2, y también en el

cambio metabolico de ellos hacia una metabolismo de Warburg. B. abortus



posee multiples factores de virulencia descritos, pero ain no estan del todo
claros. Este trabajo tiene como objetivo identificar la funcidén de la proteina
multi cobre oxidasa, codificada en el marco de lectura BAB2 0534 de B.
abortus 2308; vincularla a procesos de crecimiento bacteriano, tolerancia al
cobre y al estrés ambiental, siendo su producto génico un potencial factor de
virulencia, asi como también el pigmento melanina que se formaria como
producto enzimatico en presencia del sustrato L-DOPA. El producto génico de
BAB2 0534 participaria tanto en la evasion de la respuesta inmune en células

macrofagicas, como en el cambio de polaridad de macrofagos a M2.



ABSTRACT

Brucella abortus i1s a facultative, intracellular, gram-negative bacterium that
causes bovine and human brucellosis, a zoonotic disease that is responsible for
considerable economic losses for owners of commercial animals. The
infection process of Brucella is not entirely clear, considering the high number
of routes it has to infect, establish its replicative niche and evade the immune
response of the host, managing to survive the action of reactive oxygen
species in professional antigen-presenting cells such as macrophages. This
evasion mechanism is also present in other organisms of intracellular life such
as Cryptococcus neoformans, a yeast that by the action of multi-copper
oxidase proteins, such as laccases, form melanin pigments, both elements
considered virulence factors. Melanin are colored aromatic chemical
compounds with a high negative charge, present in various organisms both
plants, fungi and bacteria (Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas spp, Bacillus
subtilis, etc); and participate in the defensive mechanism against antibiotics
and oxidative stress, attenuating the action of immune system cells and
actively participating, in certain cases, in the change of polarity of
macrophages to M2, and also in the metabolic change of them to a Warburg

metabolism. B. abortus has multiple virulence factors described, but they are



still not entirely clear. This work aims to identify the function of the multi-
copper oxidase protein, encoded in the reading frame BAB2 0534 of B.
abortus 2308; to link it to bacterial growth processes, tolerance to copper and
environmental stress, being its gene product a potential virulence factor, as
well as the melanin pigment that would be formed as an enzymatic product in
the presence of the L-DOPA substrate. The gene product of BAB2 0534
would participate in the evasion of the immune response in macrophage cells,

as well as in the change of polarity of macrophages to M2.



INTRODUCCION

Brucella y brucelosis.

Brucella esta descrita como una bacteria Gram negativa facultativa e
intracelular, causante de brucelosis bovina, una enfermedad zoonoética que es
responsable de pérdidas econdmicas considerables para los propietarios de
animales domesticados y puede afectar de forma grave a humanos (Gheibi y
col., 2018). Los miembros del género bacteriano Brucella colonizan una
variedad de mamiferos (Moreno y col., 2014; Olsen y col., 2014). También se
han encontrado en reptiles (Soler-Lloréns y col., 2016; Eisenberg y col., 2012)
y peces (Eisenberg y col., 2017; El-Tras y col., 2010). Actualmente hay 12
especies de Brucella reconocidas (Moreno y col., 2022 ), y aunque estas
bacterias estan muy relacionadas a nivel genético, muestran un grado notable
de especificidad de huésped (Figura 1). Las especies de Brucella estan
estrechamente relacionadas y muestran un comportamiento patogénico muy
similar, aunque varian en virulencia y afinidad con el hospedador (Von
Bargen y col., 2015). Para los humanos, las especies mas patdgenas son
Brucella melitensis, Brucella abortus y Brucella suis (Atluri y col., 2011). Los
analisis gendmicos comparativos han proporcionado una imagen fascinante,

de coémo evolucionaron estas bacterias a partir de una alfaproteobacteria



ancestral, para convertirse en patdgenos adaptados al huésped, y varios
estudios describen este camino evolutivo (Coloma-Rivero y col., 2021;
Suarez- Esquivel y col., 2020; Wattam y col., 2014). Tomando en cuenta lo
anterior existen hipotesis que proponen que el antepasado de Brucella era
probablemente una bacteria de vida libre, con un cromosoma (Godfroid y col.,
2017), que se convirtié en un parasito celular eucarionte con dos cromosomas
separados, un cromosoma de gran tamafio y un plasmido mas pequefio, en
donde este ultimo contendria genes accesorios ancestrales, adquiridos desde
otros organismos, ya sea por islas genomicas, secuencias gendmicas en
tandem o enzimas que le permitieran protegerse de ambientes mdas hostiles,
expresando proteinas responsables de la utilizacion de nutrientes derivados de
plantas, o genes asociados a actividades de transporte y actividades
metabolicas, similares a las de ciertas bacterias asociadas al suelo (Wattam y
col., 2014). Dentro de este proceso evolutivo, fue comin para Brucella
adquirir diferentes fragmentos de ADN extrafio por via de transferencia
horizontal, fragmentos que se distribuyen por todo el genoma y codifican
varias proteinas, principalmente con funcién desconocida (Wattam y col.,
2014). Esto permite hipotetizar que no s6lo se comparten proteinas con
funciones similares de otros microorganismos, sino que también las vias

metabdlicas de sobrevida son similares.
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Figura 1. Huéspedes naturales y potencial zoondtico de las cepas de
Brucella. Las especies de Brucella que se muestran en azul son patdogenos
zoonoticos reconocidos, y el grosor de las flechas solidas representa la
frecuencia relativa con la que estos huéspedes sirven como fuentes de
infeccion humana. Las flechas discontinuas indican que estas cepas de
Brucella han sido aisladas de enfermedades humanas, pero no se ha
documentado la transmision directa del huésped natural correspondiente a los
humanos. El signo de interrogacion indica que se desconoce el huésped

natural de B. inopinata. (Roop y col., 2021)



Brucella y factores de virulencia.

El proceso de infeccion por Brucella no estd claro del todo, considerando el
alto numero de rutas que tiene para evadir la respuesta inmune del hospedero
(De Figueiredo y col., 2015). Para esto Brucella utiliza diferentes factores de
virulencia. Estos se definen como moléculas o mecanismos producidos por un
patogeno, participando directamente en la capacidad infectiva e influyendo
especificamente en las funciones del hospedador para permitir instalarse,
crecer y dividirse. Esto aumenta su capacidad patogénica y les permite eventos
tales como: colonizacidon de un nicho en el hospedador, evasion y/o inhibicidén
de la respuesta inmune del hospedador, entrada y salida desde las células y
obtencion de nutrientes (Wang y col., 2020).

Brucella no posee factores de virulencia clésicos, tales como: exotoxinas,
citolisinas, exoenzimas, plasmidos, fimbrias y formas resistentes a los
medicamentos (Ahmed y col., 2016). En Brucella los principales factores de
virulencia son; su lipopolisacarido (LPS), el que se reconoce como “no
convencional y no endotoxico” (Cardoso y col., 2006), condicion dada entre
otras caracteristicas por el lipido A de Brucella que se presenta mas largo (de
hasta 28 carbonos), del comin de otras bacterias; lo que lleva a la no

deteccion por el receptor tipo toll cuatro (TLR4), reduciendo de esta forma sus



propiedades endotoxicas (Lapaque y col., 2006). Estas propiedades hacen que
el LPS de Brucella sea un factor de virulencia importante para contrarrestar la
fagocitosis y mejorar la supervivencia en macrofagos (Tian y col., 2014). Su
sistema de secrecion tipo cuatro (T4SS) y el sistema BvrR / BvrS, le permite a
Brucella la interaccion con la superficie de la célula hospedadora y la
formacion de una vacuola contenedora de Brucella (BCV) temprana, para su
posterior interaccion con el reticulo endoplasmico (ER) donde las bacterias se
multiplican (Glowaka y col., 2018).

La presencia de la proteina flagelina (F1iC), que forma parte de la estructura
del flagelo bacteriano, y que estd presente en el genoma de Brucella aun
cuando se ha descrito que B. abortus es una bacteria inmovil (Abdallah y col.,
2003). El flagelo bacteriano es una estructura compleja; que se asocia
principalmente con bacterias Gram-negativas, es un Organo locomotor y
consta de al menos tres elementos estructurales; el anillo MS (Motor
Structure) formando el cuerpo basal, el gancho y el filamento; codificados por
los genes fliF, flgE y genes fliC (flagelina) respectivamente entre otros
(Macnab, 2003).

Flagelina es el componente estructural del filamento del flagelo bateriano, en
general esta proteina se caracteriza por dominios N- y C-terminal altamente

conservados (dominios DI y D2) con una region hipervariable (D3)



intermedia la que genera una inmunidad especifica (Coloma-Rivero y col.,
2021) (Figura 2). Brucella melitensis posee la capacidad de producir flagelo;
bajo ciertas condiciones; identificandose en este caso un nuevo e importante
rol de las proteinas que conforman el flagelo en la capacidad de infeccion y
persistencia en el hospedador (Fretin y col., 2005). Dentro de estos factores de
patogenicidad y que participan directamente en los mecanismos de infeccion
ya descritos, la flagelina y el flagelo bacteriano figuran como un nuevo factor
de virulencia con una gran proyeccién dentro del estudio de Brucella

(Coloma-Rivero y col., 2021).
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Figura 2. Determinantes de virulencia de Brucella que influyen en la

capacidad de los macrofagos para modular la respuesta inmunitaria del
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huésped. —, activacion; -, inhibicién. La flecha discontinua indica que el
LPS de Brucella no senala fuertemente a través de la via TLR4 y estimula una
respuesta inflamatoria disminuida. La X roja indica que la flagelina de

Brucella no es reconocida por el TLRS5 (Roop y col., 2021).

Infeccion por Brucella

Para la induccion de la enfermedad, Brucella debe; adherirse, invadir y
sobrevivir dentro de las células hospederas (Gheibi y col., 2018). Los genes
necesarios para tal propodsito codifican principalmente factores de virulencia
de Brucella como los ya nombrados y otros tales como el sistema de secrecion
tipo cuatro (T4SS), algunas proteinas de membrana externa (omp31) y genes
de resistencia al medio acido en el fagosoma (hpaE) (Lavigne y col., 2005;
Audic y col., 2009) (Figura 3). Con todo lo anterior, Brucella sobrevive y se
replica dentro de células fagociticas profesionales y no profesionales hasta 72
horas (h) posterior a su infecciébn en ensayos in vitro y, se ha descrito en
ensayos in vivo que logra atravesar la barrera de la mucosa epitelial para
facilitar la migracidén a otros tejidos, este proceso inicia una debil respuesta
inmune innata con actividad proinflamatoria (Barquero-Calvo y col., 2007;

Rossetti y col.,, 2013). Luego de realizada esta migracion, Brucella es

11



endocitada por macrdéfagos y células dendriticas (DCs) ahi presentes (Rosseti
y col., 2013); donde sobrevive y se replica dentro de ellas, evadiendo y
modulando la respuesta inmune del hospedador, permitiendo su diseminacion
a otros tejidos por tropismo celular, por ejemplo; trofoblastos placentarios,
pulmon fetal, sistema reticulo endotelial y reproductor (Gheibi y col., 2018).
Esta infeccion puede alcanzar un cuadro cronico y atravesar la barrera
hematoencefalica por medio de monocitos infectados a manera de caballo de
Troya y lograr reinfectar a nivel del mesencéfalo, causando neurobrucelosis

(Miraglia y col., 2018).
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Figura 3 Contribuciones de los efectores del T4SS, la cadena O del LPS,
Omp22, Omp25d y el B-1,2-d-glucano ciclico (CBG) al desarrollo de la

vacuola replicativa de Brucella en los macrofagos del huésped.

Los circulos negros y naranjas vacios representan el trafico de vesiculas de
membrana desde la via endolisosomal, el reticulo endoplasmico y el aparato
de Golgi hasta las vacuolas que contienen Brucella (BCV). El cambio de color
de las membranas de las BCV representa su cambio de composicion en la
transicion de las eBCV a las rBCV. La membrana azul mas externa de las
aBCV representa el engullimiento de las rBCV por la via autofagosomal de la
célula huésped. eBCV, BCV endosomal; rBCV, BCV replicativa; aBCV,

BCV autofagosomal. (Roop y col., 2021).

Eventos y transito a nivel intracelular.

Los estudios in vitro utilizados como modelos para comprender la adhesion,
internalizacion, trafico intracelular, supervivencia, y replicacion de Brucella,
logran establecer que luego de la fijacion a la superficie de las células
epiteliales de la mucosa, Brucella se une a receptores de la superficie celular

epitelial, que contienen acido sialico y residuos sulfatados (Castafieda-Roldan
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y col., 2004). Esta union promueve la activacion de GTPasas, que activan una
cascada de sefalizacién que reorganiza el citoesqueleto de actina, en donde
participa el calcio intracelular y calmodulina, induciendo un reordenamiento
de la membrana de la célula hospedadora a lo largo de la superficie del
patogeno, aumentando la invasion bacteriana (Rossetti y col., 2012). Esto
provoca cambios en la expresion de complejos proteicos de membranas, como
la retencion de moléculas MHC-I en linfocitos T CD8+ (Barrionuevo y col.,
2012). Estas modificaciones no son propias s6lo de las células hospedadoras,
sino que también existen cambios en Brucella ya que ésta; reduce, modifica
y/o oculta algunos de su patrones moleculares asociados a patdgenos
(Barquero-Calvo y col., 2007); sin embargo, algunos receptores tipo Toll
(TLRs; principalmente TLR2, TLR4 y TLR9) inician una sefializacion
intracelular limitada, que activa el factor de transcripcion NF-kB, para
controlar la expresion de citoquinas asociadas a inflamacion (Oliveira y col.,

2010).

Dentro de las células fagociticas mononucleares, Brucella reside en una
vacuola contenedora especial, llamada vacuola contenedora de Brucella
(BCV), donde se modifica el trafico intracelular, y la vacuola se transforma en
un compartimento replicativo, con un microambiente de disponibilidad

limitada de nutrientes, al que Brucella se adapta poco después de la invasion
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(Kohler S. y col., 2002). Inicialmente, el patéogeno sufre una reduccion
cuantitativa de la expresion génica y la sintesis de proteinas involucradas en el
metabolismo anabdlico, cambiando a fuentes de energia alternativas, y
alterando la respiracion para adaptarse a la baja tension de oxigeno
(Lamontague y col., 2009). Por otro lado, Brucella evade la destruccion
intracelular restringiendo la fusion de BCV con el compartimento lisosémico
(Delrue y col., 2001). Proteinas como VirB y T4SS regulan el trafico
intracelular de Brucella y permiten alcanzar el nicho replicativo (Comerci y
col., 2001; Delrue y col., 2001; de Barsy y col., 2011), previa asociacion a
marcadores tempranos como el antigeno endosomico temprano 1 (EEA1),
Rab5 (Lee y col., 2013) y endosomas tardios (Rab7) (Smith y col., 2013),
logrando establecer su estado de replicacion bacteriana dentro de la célula
hospedadora en vacuolas contenedoras de Brucella replicantes (rBCV)

(Dohmer y col., 2014).

Este mecanismo de replicacion no es exclusivo de Brucella, existen otros
géneros bacterianos y por cierto también fungicos, que tienen como
hospedador a mamiferos o células eucariontes (Kellerman y col., 2021). La
internalizacion de algunos de estos, residen en vacuolas que se desconectan de
la via endocitica y se encaminan hacia el exterior de la célula por la via

secretora (Omodate y col., 2019). Aunque la divergencia de la via endocitica
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protege a un patdgeno de la degradacion lisosomal, existen desafios asociados
con esta adaptacion, donde las vacuolas contenedoras de patogenos (VCP) que
se ramifican desde la via endocitica, ain deben adquirir proteinas de
membranas para su buen funcionamiento en la contencidon y proteccion de

Brucella (Omodate y col., 2019).

Una estrategia comun utilizada por estos patogenos es modular y manipular el

transporte y la fusion de vesiculas en la via secretora del huésped (Pizarro-

Cerda y col., 1998).

La bifurcacion exitosa de la via endocitica, acompafiada de amplias
interacciones en el reticulo endoplasmicos confiere muchas ventajas a un

patogeno vacuolar.

Primero, la conversion del fagosoma naciente en un compartimento que se
asemeja a un organulo en la via secretora puede brindar proteccion contra los
sistemas de vigilancia inmunitaria, en la célula que detectan determinantes

bacterianos en la luz de los organulos endociticos (Rivas-Solano, 2015).

En segundo lugar, las vesiculas que emergen de la via secretora contienen
cargas como proteinas y lipidos que pueden utilizarse para la replicacion
bacteriana, como en los patogenos intracelulares Legionella pneumophila, B.

abortus y Chlamydia trachomatis, que ocupan vacuolas que divergen de la via
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endocitica, y tienen la capacidad de convertir los fagosomas en organulos que
son mas similares al R.E. del huésped o al aparato de Golgi (Omodate y col.,

2019).

Inmunidad frente a Brucella.

La inmunidad frente a microorganismos patogenos depende de la respuesta
inmune innata y adaptativa (Ferrero y col., 2020). En el caso de Brucella,
ambas respuestas trabajan en conjunto y de forma coordinada para su
eliminacion (Skendros y Boura, 2013). Algunas bacterias son capaces de
multiplicarse dentro de c¢lulas del sistema inmune como macréfagos y células
dendriticas, creando un nicho de replicacion inaccesible para los anticuerpos
circulantes, haciendo que su eliminacion requiera de la inmunidad mediada
por células (Ferrero y col., 2020). Este tipo de respuesta involucra la
participacion de las células T CD4+ de tipo Thl que secretan interferon gama
(INF-y), una citoquina que estimula la actividad bactericida de los macréfagos
y también incrementa la actividad citotoxica de los linfocitos T CD8+ (Ferrero
y col., 2020). Estos ultimos, son capaces de destruir las células infectadas por

Brucella u otro patégeno intracelular (Skendros y Boura, 2013; Oliveira y col.,
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2010). Para que ocurra una respuesta celular, es necesaria la activacion de la
respuesta inmune innata (como primera fase), la cual depende de las células
fagociticas, células NK y proteinas del sistema del complemento (Skendros y
Boura, 2013). Las células fagociticas, ingieren y destruyen a estos
microorganismos, sin embargo, existen bacterias patogenas tales como
Brucella, que resisten o escapan a la degradacion intracelular (Roy y col.,

2005; Celli y col., 2003).

Algunas bacterias intracelulares activan las células NK, induciendo la
produccion de IFN-y, el cual a su vez activa macrofagos y promueve la muerte
de las bacterias fagocitadas; asi, las células NK y los macrofagos proveen una
defensa temprana contra estos microorganismos, antes del desarrollo de la
inmunidad adaptativa (Skendros y Boura, 2013). La respuesta inmune
adaptativa, como segunda fase, representa el principal mecanismo de
proteccion frente a Brucella. En esta respuesta, las principales células
encargadas de coordinar la defensa frente a este patégeno dependen de las
células T CD4+, las que reclutan a macrofagos activandolos mediante
moléculas co-estimulatorias (CD40 ligando) y citoquinas (IFN-y) en donde la
activacion de los fagocitos da como resultado la muerte de los

microorganismos fagocitados (Quan y Yang, 2016). Ademas, las células T
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CD4+ también activan a los linfocitos T citotoxicos CD8+ que lisan células

infectadas (Skendros y Boura, 2013; Oliveira y col, 2002).

Las células T CD4+, bajo la influencia de IL-12 (citoquina producida por
macréfagos y células dendriticas) pueden diferenciarse a células T CD4+ Thl
efectores que secretan IFN-y, molécula que activa a los macrofagos para
producir sustancias microbicidas, incluyendo especies reactivas del oxigeno,
6xido nitrico y enzimas lisosomales, que permiten eliminar a los
microorganismos fagocitados (Skendros y Boura, 2013). A pesar del robusto
arsenal utilizado por el hospedero para eliminar a los microorganismos
patogenos, Brucella ha desarrollado diversas estrategias y factores de
virulencia que le permiten adherirse, invadir, proliferar y persistir dentro de

diversos tipos celulares (Arellano-Reynoso y col., 2004).

Macrofagos y especies reactivas de oxigeno (ERDOS).

Los macrofagos son células grandes y especializadas que reconocen, fagocitan
y destruyen rapidamente patdogenos o células apoptoticas donde una de las
caracteristicas fundamentales de los macrofagos es su alta plasticidad, lo que

les permite responder a los estimulos del complejo microambiente tisular,
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cambiando rapidamente su perfil funcional a través de un proceso denominado
“polarizacion”, donde inicialmente adoptan un fenotipo proinflamatorio y
luego adquieren un perfil antiinflamatorio para reparar el dafio tisular (Viola y
col., 2019; Arnold y col., 2007). Debido a la gran cantidad de estimulos
necesarios, el proceso de polarizacion de macrdéfagos in vivo no puede ser
resumido a una vision estatica de polarizacion MI1/M2 adoptada de
experimentos in vitro alcanzada por estimulacion con lipopolisacarido
(LPS)/interferon-y (IFN-y) o interleucina (IL)-4/IL-13, respectivamente

(Castegna y col., 2020).

Sin  embargo, los macrofagos con propiedades predominantemente
proinflamatorias se denominan cominmente M1, mientras que aquellos con
una funcidn profibrética y antiinflamatoria se denominan M2 (Canton y col.,
2021). Las especies reactivas de oxigeno se conocen desde hace muchos afios
como fundamentales para que los macréfagos eliminen los microorganismos
invasores a través del estallido oxidativo mediado por la NADPH oxidasa
(Nathan y col., 2013). Sin embargo, estudios mas recientes han demostrado
que las especies reactivas de oxigeno (ERDOS) mitocondriales juegan un
papel esencial en varias funciones inmunitarias innatas, a través de cambios

sutiles en el estado redox intracelular (Sies y col., 2020).
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El oxigeno es un elemento altamente electronegativo que acepta facilmente los
electrones generados por el metabolismo oxidativo normal dentro de las
células, produciendo asi ERDOS. El término "ERDOS" incluye anion
superdxido (O? ~), peroxido de hidrogeno (H,0,), radical hidroxilo y oxigeno
singlete (Sies y col., 2020) (Figura 4). Si bien los ERDOS se han considerado
durante mucho tiempo como subproductos peligrosos del metabolismo
mitocondrial, ahora se acepta ampliamente que desempefian funciones
cruciales como moléculas de sefializacion, que regulan el crecimiento celular,
la diferenciacion y la apoptosis (Martinez-Reyes y col., 2020). Los ERDOS
parecen desempefar roles diferentes, a veces opuestos, segin su origen y

niveles subcelulares (Nathan y col., 2013).

Entre las ERDOS, el H,O, es, con mucho, el oxidante celular mas prevalente y
mejor estudiado y desempefia un papel importante en la regulacién redox de
las actividades biologicas (Winterbourn y col., 2018). Diferentes estimulos,
como factores de crecimiento o quimiocinas, desencadenan un aumento
fisiologico de H,O,, que se dirige a proteinas especificas que conducen a su

oxidacion reversible, alterando asi su actividad, localizacion e interacciones.

Por otro lado, es probable que los niveles altos de ERDOS (que alcanzan
concentraciones aproximadamente micromolares) causando dafio a las

macromoléculas, alterando su funcion y desencadenando mecanismos de
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respuesta al estrés, como inflamacion, fibrogénesis, crecimiento tumoral,

metastasis y, en niveles mas altos, muerte celular (Sies y col., 2020)
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Figura 4. Fuentes de ERDOS en macréfagos. Generacion de O 2O,y
formacion consecutiva de H,O, por NADPH oxidasa (NOX) en la membrana
celular externa. (B) Produccién de H,O, en la membrana mitocondrial externa
por desaminacion oxidativa de aminas biogénicas y xenobiodticas por MAO.
(C) La cadena de transporte de electrones en la membrana mitocondrial
interna genera O—20%-:, H,O, y OH- en la matriz mitocondrial. (D) El
citocromo ¢ en la membrana mitocondrial interna produce H»O, luego de la

activacion de p66Shc por estrés. (E) El metabolismo de la xantina produce

22



H,0, y O—20%*por XO en el citoplasma. NADP”, fosfato de dinucledtido de
nicotinamida y adenina; MAO, monoaminooxidasas; CoQ, coenzima Q; FAD,
dinucleotido de flavina y adenina; Cyt ¢, citocromo c¢; ADP Difosfato de
adenosina; ATP, trifosfato de adenosina; PKCP, proteina quinasa C 3; XO,

xantina oxidasa. (Canton y col., 2021).

Cambio metabolico en infeccion por Brucella.

B. abortus invade las células huésped y es transportado a un compartimento
conocido como la vacuola contenedora de Brucella, donde se replica. Para
lograr esto con éxito, B. abortus debe evitar numerosas agresiones quimicas
por parte de la c€lula huésped y adaptarse a los recursos de nutrientes

disponibles dentro de ésta (Rivas-Solano, 2015).

B. abortus induce un cambio metabolico similar al de Warburg (aumento de la
produccion de acido lactico) en las células huésped de mamiferos y se ha
demostrado que la inhibicion quimica del metabolismo de Warburg, atenua la
supervivencia de B. abortus en células huésped similares a macrofagos (CzyZ
y col., 2017). El 4cido lactico es el producto final de la glucdlisis, y su

presencia en los mamiferos se observé por primera vez en el tejido muscular a
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principios del siglo XIX (Certo y col., 2022). El 4cido lactico juega diferentes
roles fisiologicos como sefiales activas en varios procesos bioldgicos, en lugar
de simplemente como un subproducto del metabolismo (Sun y col., 2017),
incluyendo la regulacion transcripcional de genes, la transduccion de sefales,
la transformacion fenotipica funcional de las células inmunitarias (Ivashkiv y

col., 2020).

En muchas enfermedades los macrofagos se activan en diferentes fenotipos en
respuesta a infecciones bacterianas, flngicas o parasitarias, en tumores,
enfermedades metabdlicas y de tipo inmunolodgicas (Biswas y col., 2012). En
condiciones fisioldgicas, los macrofagos mantienen un estado fisiologico
intermedio estable en el tiempo entre macroéfagos M1 y macréfagos M2,
mientras que un cambio de M1 a M2 o viceversa conduce a la progresion de la
enfermedad, por lo tanto, la transformacion fenotipica de los macrofagos es
una forma potencial de tratar enfermedades (Chen y col.,, 2020). En la
actualidad, los estudios han encontrado que el acido lactico juega un papel
importante en la regulacion de la polarizacion funcional de los macrofagos
(Zhang y col., 2019). Los macréfagos pueden ser activados por moléculas
proinflamatorias asociadas a patogenos, como el lipopolisacarido (LPS) y
¢stos macrofadgos activados cldsicamente (es decir, M1), experimentan un

cambio metabolico importante donde el ciclo del 4cido tricarboxilico (TCA)
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se regula a la baja y la produccion de energia pasa de la fosforilacion oxidativa
a un proceso menos eficiente llamado glucolisis aerobica (Galvan-Pefia y col.,
2014; Pearce y col., 2013) (Figura 5). Este cambio metabolico permite que las
clulas inicien defensas antimicrobianas generales, al aumentar las

concentraciones de ROS (Nathan y col., 1991).
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Figura 5. Modelo de B. abortus como influye en un cambio metabdlico

hacia un metabolismo similar al de Warburg en las células huésped.

La inhibicién del metabolismo del ciclo del 4cido tricarboxilico (TCA) tras la
infeccion desvia a la célula huésped del catabolismo de aminoacidos hacia la

produccién de acido lactico. (A) Los macrofagos no infectados presentan un
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metabolismo de carbono central tipico en el que el piruvato entra en el ciclo
del TCA. (B) La infeccion por B. abortus sesga al macrdéfago hacia la
glucolisis aerobica y la produccion de lactato y disminuye el catabolismo de
aminoacidos. B. abortus puede utilizar aminoacidos seleccionados como

sustratos de carbono y energia y también puede utilizar acido lactico a través

de la enzima L1dD de lactato deshidrogenasa (LDH) (CzyZ y col., 2017).

Melaninas y Lacasas: su participacion en la evasion del sistema inmune

Las melaninas son pigmentos heterogéneos formados por la polimerizacion
oxidativa de compuestos indolicos o fenolicos (Figura 6), quimicamente
aromaticos, negativamente cargados, de color oscuro y ampliamente
distribuidos en la naturaleza (Casadevall y col., 2000). Existen distintos tipos
de melaninas: eumelaninas, feomelanina, alomelaninas y piomelaninas
(Carreira y col., 2001; Plonka y Grabacka, 2006), estos biopolimeros se
clasifican en diferentes tipos teniendo en cuenta su naturaleza quimica, las
vias de sintesis y de las enzimas implicadas (Solano, 2014), encontrandose en
muchos animales, plantas, algunos hongos y bacterias. Esta amplia
distribucion de las melaninas sugiere que tienen un rol bioldgico importante
en muchos organismos (Toledo y col. 2017), estos pigmentos son sintetizados

por diferentes vias metabolicas por enzimas cobreoxidasas llamadas lacasas
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(Janusz y col., 2020). Las enzimas de tipo lacasas son proteinas con actividad
fenoloxidasa, pertenecientes al grupo de las multicobre oxidorreductasas,
caracterizadas por poseer atomos de cobre en su centro activo, donde catalizan
la oxidacidon monoelectronica de una gran variedad de sustancias fenolicas y
aminas aromaticas con el oxigeno molecular como aceptor final de electrones
(Eisenman y col., 2012). Estas enzimas son ampliamente distribuidas en la
naturaleza y han sido descritas en hongos, plantas, insectos, bacterias e incluso
en arqueas. Las lacasas son enzimas que estan involucradas en los procesos de
pigmentacion, morfogénesis, oxidacion de toxinas y proteccion contra agentes
oxidantes y luz UV (Mate y col., 2017). El interés actual de estas enzimas se
debe a su gran potencial para ser utilizadas con fines biotecnoldgicos y/o
medioambientales (Chauhan y col., 2017) como son la detoxificacion de
suelos contaminados con diesel u otros componentes organicos aromaticos

(Shokri y col., 2022).

Los estudios de melaninas y lacasas se han realizado en diferentes
microorganismos, uno de ellos y de vida intracelular es el hongo Cryptococcus
neoformans, donde la interaccion de este patdogeno y el sistema inmune del
hospedador es muy compleja y bastante similar a las bacterias del género
Brucella, en cuanto al proceso infectivo (transito a nivel intracelular y

mecanismo de control por parte del sistema inmune del hospedador), siendo
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macréfagos y neutrofilos las primeras células encargadas de enfrentar la
infeccion tras la inhalacion del hongo (Heitman y col., 2011; Vecchiarelli,
2000a; Vecchiarelli, 2000b). La fagocitosis de este microorganismo tiene
lugar tras el ingreso a nivel de las vias aérea superiores y seguida de la unién a
receptores de los macréfagos pulmonares a los patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMPs), presentes principalmente en la pared -celular
(Vecchiarelli, 2007). Aunque los macréfagos tienen capacidad microbicida,
existen patogenos que son capaces de evadir la muerte y proliferar

intracelularmente (Figura 7).
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Figura 6. Grupos aromaticos sustrato de melaninas presentes en
complejos quimicos aromaticos en la materia viva. A. Grupo Indol B.

Grupo Fenol (Figura de confeccion propia).

28



Cryptococcus neoformans s : \
_AD®

Non-lytic Exocytosis

Phagosome Phagolysosome Phagolysosome permeabilization

75 65 5.5 45
| I S E—

Vesicle pH

Figura 7: Resumen esquematico de la interaccion de Cryptococcus
neoformans y macrofagos (Davis y col., 2015). Tras la internalizacion, el
hongo reside dentro de fagosomas que maduran hasta convertirse en
fagolisosomas al interactuar y fusionarse con el endosoma temprano y tardio
y, por altimo, con el lisosoma. Los fagolisosomas que contienen Cryptococcus
se acidifican en poco tiempo hasta aproximadamente un pH de 4,3, pero
aumentan mas tarde a 5,3, menos acido que el fagolisosomal normal de pH 4,5
(Levitz y col., 1999). La permeabilizacion de la membrana fagolisosomal
podria contribuir al aumento del pH, posiblemente afectando el gradiente de
protones necesario para mantener la acidificacion y/o promoviendo la fuga de

contenidos hacia el citoplasma y viceversa. El dafio de la membrana
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fagosomica favorece la replicaciéon y supervivencia de Cryptococcus. Por el
contrario, el IFN-y reduce el dafio a la membrana fagolisosomal y promueve la
destruccion de Cryptococcus (Davis y col.,, 2015). La integridad de la
membrana fagosoémica parece ser un determinante clave de si el Cryptococcus
vive 0 muere después de la ingestion. La supervivencia y replicaciéon de
Cryptococcus intracelular pueden tener tres resultados principales: (1) lisis del
macréfago y liberacién de Cryptococcus; (2) exocitosis no litica en la que
tanto el macréfago como el Cn sobreviven (la exocitosis no litica puede ser
completa o parcial), y (3) transferencia de célula a célula en la que un
macréfago puede pasar un Cryptococcus previamente ingerido a otro

macréfago (Davis y col., 2015).

De hecho, Cryptococcus una vez internalizado, puede sobrevivir y replicar al
interior de los macrofagos (Del Poeta, 2004), al igual que lo hace Brucella. La
capsula de Cryptococcus es imprescindible para la supervivencia al interior
del macrofago, ya que participa activamente de su replicacion al interior de la
c¢lula fagocitica protegiendo al hongo de los radicales libres y otros ataques

del sistema inmune (Feldmesser y col., 2000).

Cryptococcus produce melanina y esta melanina se acumula en su superficie

entre la pared y la cépsula, sirviendo de escudo biologico, disminuyendo la

30



accion de radicales libres producidos por la célula fagocitica (Tajima y col.,
2019; Zaragoza y col., 2008) (Figura 8). Una estrategia distinta para adaptarse
al ambiente del fagolisosoma y asi evadir la respuesta inmune (Levitz y col.,

1999).

Es claro que la melanina forma parte del arsenal de factores de virulencia que
los microorganismos poseen para defenderse de las agresiones, cuando entran
en contacto con un huésped diferente a su medio ambiente (Pérez-Cuesta y
col., 2019; Plonka y Grabacka, 2006; Langfelder y col., 2003; Gomez y col.,
2003; Butler y col., 1998; 120,152). Estas proteinas tienen actividad catalitica
denominandose también "polifenol oxidasas", "oxidasas de cobre multiple" o

"enzimas similares a la lacasa", todas catalizan la oxidacion de sustratos

tipicos de las enzimas tipo lacasa (Claus, 2003).

La primera proteina procaridtica con actividad de polifenol oxidasa (LMCO)
se detectd en Azospirillum lipoferum, bacteria no movil aislada de raices de
plantas (Givaudan y col., 1993). La lacasa aislada se presenta como una
enzima multimérica y su actividad se correlaciona con la produccion de un
pigmento marrdon oscuro (Diamantidis y col., 2003). Los microorganismos
procariontes mejor conocidos productores de lacasa, incluyen bacterias Gram

positivas y Gram negativas del suelo y acuaticas pertenecientes a los phylla a-
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y y-proteobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria, Aquificota y Deinococcus-

Thermus, asi como miembros de las Arqueas (Janusz y col., 2020).

Las células bacterianas deben tener una estrategia para hacer frente a la
presencia intracelular de lacasa, debido a sus posibles subproductos toxicos,
por lo que se ha sugerido que la reorganizacion del sistema de transporte de
electrones, es una forma en la que las células positivas para lacasa, se adaptan
a las quinonas reactivas endogenas generadas por las lacasas (Alexandre y

col., 1999).

La localizacion extracelular de lacasa se demuestra en algunos bacilos y
actinomicetos filamentosos (Sondhi y col., 2014). La presencia de lacasa, muy

probablemente contribuye a la virulencia de estas especies (Claus y col.,

2010).

Las melaninas pueden proteger contra las agresiones del ambiente y del
huésped, y pueden actuar como componente antigénico modulando la
respuesta inmune del hospedero; asi mismo, pueden bloquear algunos de los
mecanismos inmunes que el huésped utiliza para superar la agresion de estos
microorganismos como la accién de las especies reactivas de oxigeno y de

nitrégeno (Mohagheghpour y col., 2000; Avramidis y col., 1998).
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Por otro lado, las bacterias que poseen enzimas tipo lacasas productoras de
melanina pueden pertenecer a muchos géneros, incluyendo Aeromonas
(Aurstad y col.,, 1972; Hamilton-Miller y col., 1975), Alteromonas sp.
(Sanchez-Amat y col.,, 1997), Bacillus (Alexandre y Zhulin., 2000),
Legionella (Chatfield y col., 2007), Mycobacterium (Prabhakaran y col.,
1985), Proteus (Agodi y col., 1996), Pseudomonas (Barshtein y col., 1983),

Streptomyces (Zhang y col., 1998)78-80) y Vibrio (Ruzafa y col.., 1995).

En Vibrios, la produccion de melanina ha sido descrita en Vibrio tyrosinaticus
y Vibrio cholerae (Coyne y al-Harthi., 1992), donde colonias hipertoxigénicas
producen una considerable cantidad de un pigmento oscuro difusible, mientras
que colonias de bacterias no mutantes nativas no producen dicho pigmento

(Ruzafay col., 1995).

La produccion de melanina es inducida en respuesta al estrés, en donde este
factor aumenta la sobreproducciéon de enzimas tipo lacasas, este estrés es
particularmente al cambio hiperosmotico, elevadas temperatura, y se asocia a
su capacidad de sobrevivir en estuarios durante el verano (Mekalanos y col.,
1997). La produccion de feomelanina en mutantes de Vibrio (productoras de
melanina) las hace sustancialmente mas virulentas que las cepas parentales no

meldnicas (Ivinis y col., 1980). La produccion de lacasa por Streptomyces
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galbus es inducida a 42° C, lo cual sugiere que la formacion de melanina es

una respuesta a las condiciones adversas del medio ambiente (Kuznetsov y

col., 1984).
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Figura 8. Acumulacion de melanina entre la membrana y la capsula de

Cryptococcus neoformans (Plonka y Grabacka, 2006).

En particular, el hongo Cryptococcus sintetiza eumelanina a partir de
neurotramisores presentes en el huésped (Nurudeen y Ahearn, 1979). Uno de
estos neurotransmisores que esta presente en abundancia en el tejido nervioso

es la catecolamina dopamina (DA) (3-hidroxitiramina; CsH;NOy) y su
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precursor  metabolico llamado levodopa o  L-DOPA, (L-3,4

dihidroxifenilalanina) (Meiser y col., 2013).

La DA es sintetizada en células presentadoras de antigeno profesionales, al
igual que la expresion de los receptores de DA a nivel de membrana (DARs)
en los mismos tipos celulares (Arreola y col., 2016; Nakano y col., 2009). Por
otro lado, la sefializacion estrecha entre las catecolaminas y las células del
sistema inmune sirve como fuente de produccion intracelular de ERDOS
(especies reactivas de oxigeno) (Dias y col., 2013) y ademds regulan la
secrecion de citoquinas durante la respuesta inmune innata y adaptativa

(Kawano y col., 2018) (Figura 9).

Se ha propuesto que las vias de produccién de las catecolaminas son
particularmente cruciales en la homeostasis de oxido-reduccién (REDOX) en
las células del sistema inmune (Cosentino y col., 2004). Asi como el sistema
inmune es abundante en DA, lo mismo ocurre con el sistema nervioso central.
Por lo que se piensa que la mielinizacion del sistema nervioso le confiere a
Cryptococcus una ventaja selectiva y un tactismo positivo hacia la
colonizacion del sistema nervioso central, principalmente corteza cerebral
(Eisenman y col., 2007). Evento similar que ocurre con la infeccion cronica
por Brucella, que puede llegar a provocar neurobrucelosis, pero que no ha sido

identificado hasta ahora el porqué de este cuadro (Goémez-Ruiz y col., 2018).
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Figura 9. Interaccion estrecha entre neurotransmisores y las células del

sistema inmune.

El metabolismo normal de las catecolaminas sirve como fuente de produccion
intracelular de ERDOS (especies reactivas de oxigeno) (Dias y col., 2013) y
ademads regulan la secrecion normal de citoquinas durante la respuesta inmune

innata y adaptativa (Kawano y col., 2018).

Melanina y proteccion contra el estrés oxidativo

Uno de los usos mas destacados de la melanina en biologia se basa en su
funcion como antioxidante y escudo contra radicales libres (Brenner y

Hearing., 2008; Wang y col., 2006). Si bien la melanina y sus intermediarios

36



suelen ser toxicos y altamente oxidativos, debido a los radicales libres que
producen, al mismo tiempo esta bien establecido que es un fuerte antioxidante,
con una estructura de radicales libres estable, que es capaz de neutralizar otros
radicales libres (Rézanowska y col., 1999; Jacobson y Tinnell., 1993). La
melanina es capaz de disminuir la accién de os radicales libres y reducir los
factores de estrés oxidativos del entorno que la rodea, lo que podria ser 1til en
el medio ambiente para ayudar a los microorganismos a manejar el estrés
oxidativo (Jacobson y Tinnell., 2019; Gessler y col., 2007). Como resultado,
muchos patdogenos que sintetizan melaninas son resistentes a los estallidos
oxidativos/respiratorios producidos por el sistema inmunitario innato,
incluidos C. neoformans (Wang y Casadevall., 1994; Ruiz-Diez y Martinez-

Suarez., 2003).

La propiedad antioxidante de la melanina, junto con otros factores de
virulencia como la ureasa, puede permitir que la célula melanizada sobreviva
una vez fagocitada al interior del fagosoma (Komarov y col., 2005). Mientras
que la produccidon de melaninas crea moléculas de superoxido, las melaninas
formadas pueden apagar y desintoxicar los iones superdxido (Tada y col.,
2010). La melanina y la enzima superoxido dismutasa (SOD) pueden trabajar
juntas en los patdgenos microbianos, para evadir los estallidos oxidativos

producidos por el huésped, ya que es posible que no estén localizados juntos:
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la melanina a menudo es extracelular y se encuentra en la pared celular

(Broxton y Culotta., 2016).

Un uso potencial interesante de la melanina es su comportamiento en entornos
de alta temperatura donde la melanina es estable al calor y contintia
extinguiendo los radicales superoxido y oxigeno, mientras que la actividad
enzimatica de la SOD disminuye y es incapaz de realizar sus funciones
protectoras a altas temperaturas (Gleason y col., 2014; Rodrigues y col., 2008;

Youseff'y col., 2012).

En las bacterias que producen melanina mediante la oxidacion de L-DOPA, la
formacion de pigmento esta ligada a la regulacion de la sintesis enzimatica
impulsada por factores nutritivos como la presencia de Cu, las fuentes de
nitrogeno y la disponibilidad de oxigeno, pero también por redes reguladoras
generales, como las que controlan la fijacién del nitrégeno, las respuestas al

estrés o la morfogénesis (Pavan y col., 2019).

La formacion de melanina se ha estudiado ampliamente en rizobacterias, en
las que se ha observado lo anteriormente dicho, por ejemplo, en Rhizobium
leguminosarum bv. phaseoli, en el que los genes relacionados con la melanina

se encuentran en un plasmido de simbiosis, la melanina se forma en medio
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enriquecido, pero no en medio minimo, incluso cuando se afiaden tirosina y

cobre (Borthakur y col. 1987).

B. abortus 2308 posee en su marco de lectura BAB2 0534 una proteina de
tipo métalo cobre oxidasa (Database: T00304-K14588; GenBank: EC:1.16.3.4
Multicopper oxidase, type 1), que segun su andlisis de secuencia expresaria
una proteina tipo lacasa bacteriana, que estaria relacionada en la produccion
de un pigmento tipo melanina, por ende esto podria participar en la evasion de
la respuesta inmune y ademds en el cambio de polaridad inmunometabdlica
hacia macrofagos M2, con caracteristicas antiinflamatorias. Proponiéndose la
existencia de una proteina tipo lacasa en B. abortus 2308 que originaria un

pigmento tipo melanina.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La proteina de B. abortus 2308 ubicada en el marco de lectura BAB2 0534
(una multi-cobre oxidasa tipo lacasa), codifica una proteina que es un factor
de virulencia que induce la formacién de un pigmento tipo melanina a nivel de
la célula hospedadora. Esta multicobre oxidasa tipo lacasa bacteriana,
participa en la disminucion de la biodisponibilidad intracelular de
catecolaminas, regulando la homeostasis de procesos REDOX; disminuyendo
la accion antimicrobiana por las especies reactivas de oxigeno en macréfagos
RAW 246.7 infectados e influye en el proceso asociado al cambio de fenotipo

de macréfago tipo M2.
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OBJETIVOS
Objetivo General:
Evaluar el rol del marco de lectura BAB2 0534 de B. abortus 2308, en el
crecimiento bacteriano y la produccion de un pigmento tipo melanina como
factor de virulencia y si participa en cambios fenotipicos en macrofagos RAW

264.7.
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Objetivos especificos:

1. Realizar un anélisis bioinformatico para establecer parametros normados
en cuanto las cualidades del producto génico del marco de lectura
BAB2 0534 tales como, (forma, estabilidad, interacciones con otras
proteinas, etc.) y concluir importancias segun bibliografia relacionada.

2. Determinar el efecto de la mutacién del marco de lectura BAB2 0534,
en el crecimiento bacteriano de B. abortus 2308 y en la expresion de
pigmentos tipo melanina.

3. Analizar el efecto de la delecion del marco de lectura BAB2 0534 en la
sobrevida intracelular de B. abortus 2308, su mutante y la
complementada en células macrofagicas y su efecto sobre la expresion
de especies reactivas de oxigeno.

4. Evaluar la participacion del marco de lectura BAB2 0534 de B. abortus
2308 en la capacidad infectiva mediante un ensayo de colonizacion
bacteriana en un modelo murino como BALB/c.

5. Evaluar el rol del producto del marco de lectura BAB2 0534 en el
cambio de fenotipo de macréfago proinflamatorio M1 a uno

antiinflamatorio M2, en macréfagos infectados in vitro.

42



6. Realizar estudios cualitativos in vitro por métodos espectroscopicos e in
vivo por andlisis histologicos de los pigmentos tipo melanina

encontrados.

MATERIALES Y METODOS.

Animales

Se obtuvieron ratones hembra isogénicos BALB/c de diez semanas de edad
del Instituto de Salud Publica (Santiago, Chile). Los animales se mantuvieron
en el Laboratorio de Inmunologia Molecular (Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Concepcion, Chile) y
después de su llegada se distribuyeron aleatoriamente en grupos
experimentales y de control y se les permiti6 aclimatar. Los ratones se
mantuvieron a temperatura controlada y se alimentaron con granulos
comerciales y agua ad [ibitum. Se cumplieron todas las normas del Comité¢ de
Etica, Bioética y Bioseguridad de la Vicerrectoria de Investigacién y
Desarrollo de la Universidad de Concepcidn, certificacion que esta bajo el

alero del proyecto FONDECYT 1180122.
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Lineas celulares

En este trabajo se utilizaron células epiteliales HelLa y la linea celular de
macréfagos RAW 264.7, obtenidas de la American Type Culture Collection
(ATCC® TIB-71 ™), Las células se cultivaron en Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (Gibco BRL, USA), suplementado con suero bovino fetal
al 10% (Gibco BRL, USA.) y solucion de antibiotico-antimicético (100 UT de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, y 0.25 ug/mL de anfotericina,

(Invitrogen ™, Auckland, New Zeland).

Cepas y condiciones de cultivo.

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se enumeran en la TABLA 1.
Las cepas de Escherichia coli y B. abortus se cultivaron en caldo Luria
Bertani (LB), y caldo brucella, respectivamente (Becton, Dickinson and
Company, BD, Sparks, MD, EE. UU.). Todas las cepas de B. abortus se
cultivaron durante 48 a 72 h a 37 °C en condiciones microaerofilas. Cuando
fue necesario, se complementaron los medios de cultivos con 50 pg/mL de
kanamicina, 100 pg/mL de ampicilina o 30 ug/mL de cloranfenicol (Ortiz-

Roman y col., 2014).
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Tabla 1. Bacterias y plasmidos utilizados en este estudio.

CEPAS O PLASMIDOS

CARACTERISTICAS

REFERENCIAS

B. abortus 2308
B. abortus 2308 A
BAB2_ 0534

B. abortus 2308
ABAB2 0534
(pVB1-BAB2 0534)

Escherichia coli K-12

pPSIM7/pSIM9

pKD4

pVB1 (ANEXO 1)

pVB1-BAB2_0534

Cepa salvaje, suave y virulenta

B. abortus 2308, eliminado en
el ORF BAB2 0534

B. abortus ABAB2_ 0534, que
contiene el plasmido pVB1-
BAB2_ 0534, Am', Km'

(rK—, mK+) phoA supE44 A-
thi-1 gyrA96 relAl

Vector de clonacion de amplio
rango de huéspedes, Lambda
Red Recombinase (A-Red)

Secuencia Km'

Vector de clonacion para
expresion de productos de PCR

Vector recombinante que
codifica el gen BAB2_0534 de
B. abortus 2308

Cepario del
laboratorio

Este trabajo

Este trabajo
Invitrogen
Cepario del

laboratorio

Cepario del
laboratorio

Cepario del
laboratorio

Este trabajo

*Am" - Resistencia a la ampicilina, Km" - Resistencia a la kanamicina.
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Analisis Bioinformatico.

En este trabajo para el estudio del marco de lectura BAB2 0534 de B. abortus
2308 y la proteina que conlleva su sintesis, se usaron plataformas y bibliotecas
bioinformaticas disponibles en servidores cientificos (Chimera UCSF Chimera
1.17.3 for Windows software, UNIPROT), con el objetivo de obtener datos e
informacion relevantes (funcidén enzimatica, ubicacion, interrelacion con otras

proteinas, forma, etc.).

Se analizaron los parametros fisicoquimicos de la proteina hipotética
codificada en el ORF BAB2 0534, como el peso molecular, el punto
1soeléctrico, la estabilidad a la temperatura y la hidrofobicidad, utilizando la
herramienta ProtParam de Expasy (https://web.expasy.org/protparam/). Los
resultados se avalan adjuntando el nimero de codigo bioinformatico para

cualquier verificacion del analisis en cuestion.

Por otro lado, el modelado de la estructura 3D de esta proteina se realizo
utilizando los servidores [I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/) (Yang y col., 2014), X-raptor y Swiss Model. Los modelos
obtenidos  se  refinaron utilizando el  servidor = GalaxyRefine

(http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE). Este servidor
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utiliza métodos de relajacion moderada y agresiva para la reconstruccion de

las cadenas laterales (Heo y col., 2013).

Para reconocer posibles errores en la estructura tridimensional inicial y final
de los modelos obtenidos, la visualizacion de la estructura 3D se realizo con el
software Chimera UCSF en formato PDB mediante la disposicién geométrica
de los angulos de los aminoacidos utilizando el grafico de Ramachandran y se
evalud su Z-score para saber si esta estructura se encuentra dentro del rango
de valores tipicamente encontrados para proteinas nativas con un tamafio
similar el servidor ProSA-web

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php).

Este analisis se basa en la distribucidon de energia y en la comparacion de la
proteina hipotética con 40 estructuras nativas similares presentes en una base
de datos estudiada mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y rayos X
(Wiederstein y Sippl, 2007). La visualizacion de la estructura 3D se realizo
con el software Chimera UCSF. La localizacion subcelular de la proteina Cu-
oxidasa tipo 2 en B. abortus se analiz6 utilizando el software CELLO v2.5
(http://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu y col.,, 2004). Para saber la interaccion

proteina-proteina en este estudio se utiliz6 la plataforma UNIPROT usando la
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entrada con codigo Q2YKWO la que ofrece una entrada al servidor STRING

(Szklarczyk y col., 2018).

Construccion de mutante para el marco de lectura BAB2 0534 en B.

abortus 2308.

Para generar un mutante para el marco de lectura abierto BAB2 0534
(ABAB2 0534) de B. abortus 2308, se usdé una modificacion del sistema red
fago lambda (A) (Datsenko y Wanner, 2000). Para ello, se transformaron por
electroporacion 10'° UFC mL! de B. abortus 2308 con 200 ng del plasmido
recombinante pSIM7 (Sharan y col., 2009) y se incubaron a 30°C durante 72 h
en caldo brucella suplementado con 30 pg/ mL de cloranfenicol. Los
transformantes se incubaron a 42 °C durante 30 min para inducir la expresion
de la recombinasa A red (Halling, 1998) y permitir que el casete de resistencia
a la kanamicina (Km"), previamente amplificado por PCR a partir del
plasmido pKD4 (Tabla 2) pueda ser incorporado por recombinacion
homologa. El producto de PCR fue purificado y electroporado en 10!° UFC
mL! de B. abortus 2308 previamente transformadas con pSIM7 y cultivadas a
37°C por 72 h en placas de agar brucella suplementadas con 50 pg/mL de Km,
para la seleccion de mutantes. Las colonias se examinaron mediante PCR

utilizando los cebadores BAB2 0534 km' (FW) y BAB2 0534 km" (RV)
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(Tabla 2). Con el fin de asegurar que los posibles cambios observados fueran
unicamente en la cepa mutante ABAB2 (0534, esta cepa se complemento con
el respectivo gen ligado al vector pVB1. Brevemente, el gen BAB2 0534 se
amplifico a partir del ADN gendmico de B. abortus 2308 utilizando cebadores
que llevan secuencias especificas para las enzimas de restriccion Ndel y
BamHI en sus extremos (Tabla 2). Luego, el fragmento amplificado se
purifico y cloné en pVBI1 usando la enzima T4 ADN ligasa para generar la
construccion pVB1-BAB2 0534. El plasmido pVBI1- BAB2 0534 se
electropor6 en B. abortus 2308 A BAB2 0534, generando la cepa
complementada con B. abortus 2308 ABAB2 0534 (pVBI1-BAB2 0534)

(Ortiz-Roman y col., 2014).

Tabla 2. Secuencias de genes y de partidores usados en este trabajo.

Enzima de Tamaio

Nombre Secuencia Restriccion (pb)
BAB2_0534

Kmr (F) GCAAGCCTCGCCTAGATTTCCATGTCGTCA* NA

BAB2_0534

Kmr (R) CATATGAATATCCTCCTTAGTTCCTATTCC* NA

BAB2_0534 (F) AAAAAGCTTGCCACCATGGGATTGCCATATGAACA +HinD III

BAB2 0534 (R) TCAAACGGTCACGAATTGCGGGATCCTTT tBamH I

BAB2_0534 ATGGGATTGCCATATGAACAAGCC....CGCAATTCGTGACCGTTTGA 1605
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*La Secuencia utilizada para amplificar Km" estd subrayada.
tNdel y BamH], los sitios de escision de endonucleasas de restriccion estan subrayados.

ND, no disponible; (F), Adelante; (R), marcha atras.c¢

Curva de Crecimiento

Para determinar si la mutacion del gen BAB2 0534 afectd la tasa de
crecimiento de B. abortus 2308, se realizaron curvas de crecimiento para B.
abortus 2308 ABAB2 0534 y B. abortus ABAB2 0534 (pVB1-BAB2 0534)y
se compararon con B. abortus 2308 de tipo salvaje. Para ello, se afiadieron 100
ul de cada cepa a matraces con caldo brucella y se cultivaron con agitacion
(150 rpm) a 37°C. Luego se fueron tomando alicuotas de estos cultivos cada 4
h durante un periodo de 144 h y se midi6 su densidad oOptica a una longitud de
onda de 600nm; por otro lado, se tomaron 10 puL de cada alicuota y se
cultivaron en agar brucella para realizar conteo en placa y hacer la relacion de
crecimiento de unidades formadoras de colonias (UFC uL') con el valor de

absorbancias medidas.
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Medicion de la produccion de biomasa

Para evaluar la participacion de la proteina codificada por el marco de lectura
BAB2 0534 en la formacidn de biomasa adherente, se afiadieron 100 pl (1,5 %
108 UFC mL") de B. abortus 2308, B. abortus 2308 ABAB2 0534 o B.
abortus ABAB2 0534 (pVBI1-BAB2 0534), estas cepas se afiadieron a
microplacas de 96 pocillos y fueron cultivadas de forma independiente en un
volumen total de 200 pL de caldo de brucella, utilizando E. coli cepa K-12
como un control externo de formacion de biomasa adherente (Almirén y col.,
2013). Las placas se incubaron durante 7 dias a 37°C sin agitacion, eliminando
luego las bacterias no adherentes mediante tres lavados con solucion salina
fisiologica esteril (0,9% NaCl, p/v) y luego las bacterias adheridas (adheridas
a la biomasa) se tifieron durante 45 min con una solucioén de Cristal Violeta al
1 % (Sigma-Aldrich, p/v). Después se procedid a lavar la placa y secar al
ambiente, luego a cada pocillo se le agrego etanol al 70% v/v para disolver la
biomasa adherente y se midi6 la densidad 6ptica a una longitud de onda de
550 nm, como indice indirecto de formacion de biomasa adherente, usando un
Multiskan GO Espectrofotometro de microplacas (Thermo Scientific Lab.)
(Stepanovi¢ y col., 2007; Spano y col., 2016; Chai y col., 2017). Todos los

experimentos de este estudio se realizaron en triplicado.
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Ensayo de susceptibilidad al cobre

El producto génico de BAB2 0534 posee un centro de cobre como centro con
este antecedente se realizd esta experiencia para determinar la tasa de
crecimiento de las diferentes cepas en estudio, en un medio que contiene cobre
como sustrato que proporciona estrés al medio, y asi por analizar si esta
proteina participa de procesos de detoxificacion del ambiente cuando este
aumenta su concentracion en este metal. Se realizaron curvas de crecimiento
para B. abortus 2308, B. abortus 2308 ABAB2 0534 y B. abortus
ABAB2 0534 (pVB1-BAB2 0534), con cobre disuelto en el medio. Para esto,
se afiadieron 100 pL (1,5 x 10® UFC mL ') de cada cepa a matraces con 200
mL de caldo brucella que contenian cantidades definidas de CuCl, (0, 50, 100
y 200 uM), lo que fue cultivado en agitacion (150 rpm) a 37°C. Se tomaron
alicuotas de estos cultivos cada 12 h durante un periodo de 144 h y se midio6 su
densidad optica a 600 nm. Se usaron alicuota de 10 puL de estos cultivos y se
cultivaron en agar brucella (bajo las mismas condiciones segun corresponda)
con cantidades definidas de CuCl, (0, 50, 100 y 200 uM), para realizar célculo
de unidades formadoras de colonias en placa, presentando los resultados en

unidades formadoras de colonias por ul (UFC mL™") (Sanchez-Venegas y col.,

2016).
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Sobrevida intracelular

Pata ver el efecto de la mutacion del gen BAB2 0534, en la sobrevida
intracelular “in vitro”, se determind la replicacion intracelular de B. abortus
2308, B. abortus 2308 ABAB2 0534y B. abortus 2308 ABAB2 0534 (pBV1-
BAB2 0534) en lineas celulares fagociticas profesionales (macrofagos RAW
246.7) y no profesionales (células epiteliales Hela). Para esto, un cultivo de
48h de las cepas de B. abortus se ajustd a una concentracion de 10 UFCmL!
en medio DMEM (suplementado con suero bovino fetal al 10% y glutamina 2
mM, libre de antibidticos). Las bacterias se co-cultivaron con las células HelLa
o RAW 246.7 a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 500:1 y 50:1,
respectivamente. Después de 1 h de incubacidén en una atmoésfera de CO; al
5% a 37°C, la monocapa celular se lavo con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) y se incubd durante 60 min con medio DMEM fresco,
suplementado con 50 pug mL™' de gentamicina y 100 pg mL ' de
estreptomicina para la eliminacion de bacterias extracelulares. A las 4, 24, 48
y 72 horas después de la infeccion, las c€lulas se cosecharon, se lavaron una
vez con PBS y se lisaron con 1 mL de Triton X-100 al 0,1 %. El lisado celular
se diluyd en serie y se determin6 el nimero de UFC mL™ en placas de agar

brucella (Céspedes y col., 2011; 2012).
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Ensayo de colonizacion bacteriana en ratones BALB/c

En este caso, para avaluar el efecto de la mutacion del gen BAB2 0534 en su
capacidad para colonizar “in vivo”, se usaron las cepas mutantes y
complementadas de B. abortus de tipo salvaje 2308 para infectar ratones,
determinado luego la cantidad de bacterias en el bazo (Fretin y col., 2005).
Para esto, ratones hembra BALB/c de nueve semanas de edad, libres de
patdgenos, fueron inoculados por via intraperitoneal con 10° UFC mL"! de
cada cepa de Brucella en 0,1 mL de PBS. Dos y cuatro semanas después de la
infeccion, los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical y sus
bazos fueron extraidos y homogeneizados en PBS. Los tejidos
homogeneizados se diluyeron en serie en PBS y se sembraron en agar
Columbia con sangre de carnero al 5% (Biomerieux, EE. UU.), para
determinar el nimero de UFC por bazo (Blocker y col., 2003; Ortiz-Roméan y

col., 2014).

Medicion de especies reactivas del oxigeno (ERDOS)

Para evaluar el efecto del producto génico del marco de lectura BAB2 0534

de B. abortus en la producciéon de especies reactivas de oxigeno en
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macréfagos, se infectaron macréfagos RAW 246.7 con las respectivas cepas
en estudio. Para esto fue necesario cultivar 500 pLL de macréfagos RAW 246.7
a una concentracion de 5x10° células por pocillo, en placa de 24 pocillos, las
que luego fueron estimuladas por una hora con las tres cepas de Brucella en
estudio a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1:50, para posteriormente
eliminar las bacterias extracelulares mediante lavados con gentamicina.
Pasadas 24 h de cultivo a 37°C y una atmosfera de 5% CO?2, se prepararon las
c¢lulas para la medicion de ERDOS, utilizando el kit CellROX, siguiendo las
especificaciones del fabricante, luego analizar los resultados mediante
citometria de flujo. Para esto fue necesario definir algunas muestras como
control negativo tratandolas por una hora con N-acetil-cisteina (NAC) (200-
5000 uM) e incubando a 37°C con atmosfera 5% CO,. También se definieron
muestras como control positivo tratdndolas con ter-butil-hidroperoxido
(TBHP) (100-400uM), por un tiempo de 30 a 60 minutos antes de marcar las
células con CellROX. Para finalizar la tincion de deteccion de ERDOS, las
células se lavaron 3 veces con PBS. Adicionalmente para realizar una
exclusion de células muertas, se tifieron con sonda de Viabilidad Zombie
Violet segiin las indicaciones del fabricante (Thermofisher, Kit de tincion de
c¢lulas muertas LIVE/DEAD™ Fixable Violet) (Chattopadhyay y col., 2008).

También se tifieron los macréfagos utilizando el anticuerpo anti CD11b de
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raton conjugado a APC/Cy7, a una dilucion 1:1000 en PBS 5% SBF por
media hora en hielo para posteriormente, se lavar 3 veces con PBS y se fijar
las células con PBS- 0,5% de paraformaldheido (PFA). Los datos fueron
adquiridos utilizando el citometro de fluyjo BD LSR Fortessa TM X-20 y

analizados con el software FlowJo (FlowJo™ v10.8, Bioscience).

Cuantificacion de Lactato Intracelular

Como ya se ha sefialado anteriormente Brucella participa de manera activa del
cambio metabdlico en macrofagos infectados (CysZ y col., 2018), por este
motivo se medira lactato intracelular para evaluar la incidencia del marco de
lectura BAB2 0534 en este proceso, en macrofagos RAW246.7 infectados
con las cepas de estudio. Para este ensayo se utilizd un kit de medicion de
lactato por absorciometria (Lactate Assay Kit Catalog Number MAKO064,
SIGMA-Aldrich) segin especificaciones del fabricante. Primero se prepard
una solucion de 10 mL de estandar Immol/mL de lactato con la cual se
prepar6 la curva de calibracion del estandar en placa de 96 pocillos, generando
una curva de calibracion de 0 (blanco), 2, 4, 6, 8 y 10 nmol/pocillo. Luego se

afiadio desde un buffer tampdn de lactato el volumen restante para completar a
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200uL volumen total a cada pocillo excepto el blanco que sélo contiene
200uL del buffer tampon de lactato. Las células se homogenizan en tampon de
lactato luego se centrifugan a 200 x g durante 10 minutos para eliminar el
material insoluble. Los cultivos celulares infectados con las cepas de estudio y
ademads los grupos controles, se lavaran con medio DMEM sin suero bovino
fetal 3 veces en centrifuga a 200 x g a 4 °C, seguido eso se le afiadira 100 L.
de solucion de lisis mas 50 pL de PBS 1X para homogenizar las células
mecanicamente y mezclar. Previo a obtener el volumen final de trabajo (200
uL), se afiaden 50 pL de Master Reaction Mix a cada uno de los pocillos, se
mezcla bien pipeteando, luego se incubd la reaccion durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se protege la placa de la luz durante la incubacion,
posterior a eso se mide la absorbancia a 570 nm y se grafican los valores de

concentracion segun los valores de la curva de calibracion.

Medicion de citocinas en células RAW 264.7

Para evaluar la relacion existente entre la mutacion del marco de lectura
BAB2 0534 en macrofagos infectados se realizdé una medicion de citoquinas
IL-10, TNF-a e IL-4 en cultivos de macréfagos RAW 264.7 estimulados con

las distintas cepas de Brucella en estudio, para ello se utilizd la técnica de
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ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Brevemente, se
sembraron 1x10° células macrofagicas/pocillo en placas de cultivo de 6
pocillos (Thermo Scientific Nunc cell culture plates) y se cultivaron durante
72 h a 37°C bajo 5 % de CO,, luego de este tiempo las células fueron
estimuladas con un volumen de 100pL con 10° UFC mL™!, usando una dosis
infectiva de 1:20 de las diferentes cepas en estudio de Brucella. Luego de
cultivados los macréfagos DMEM sin antibidtico y sin antimicotico se lavaron
con PBS tres veces, posterior a eso a las 2, 6 y 12 h post estimulacién, se
retiraron los sobrenadantes del cultivo, luego con buffer de lisis y RPMI se
tomaron las células lisadas y con filtros de 0,22 um se limpiaron las muestras
de impurezas, se centrifugaron a 16.000 g durante 10 min, y se determin6 IL-
10 utilizando un kit ELISA Invitrogen (R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.
UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

Produccion de pigmento tipo melanina en B. abortus 2308 in vitro

Para evaluar la produccion del pigmento tipo melanina in vitro en este trabajo

se ocuparon dos sustratos comunmente usados para el estudio de lacasas
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bacterianas y fungicas (L-DOPA precursor de melaninas que no generan
efectos citotoxicos), con el objetivo de lograr evaluar la presencia y el tipo de
melanina formada por las cepas en estudio en medio de agar y caldo brucella
enriquecidos con estos sustratos a diferentes concentraciones. La melanina
solubilizada se sintetizd usando L-Dopamina (LD). Luego la melanina se
sintetiz0 mediante polimerizacion oxidativa de LD (Amano Enzyme Inc.,
Aichi, Japon catalizada por la proteina tipo lacasa de B. abortus 2308. La
polimerizacién catalizada por lacasa se realizdé de la siguiente manera: se
disolvieron 45 mg de LD en 153 mL de agua Milli-Q (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania) desgasificada en autoclave (121 °C, 20 min) luego este
producto estéril se agreg6d a cultivos bacterianos tanto en caldo brucella, asi

como en agar (Tajima y col., 2019).

Analisis por espectroscopia de infrarrojo (FTIR) de pigmento tipo

melanina purificada desde cultivos bacterianos de estudio

Para esta experiencia en primer lugar se purificaron los extractos del pigmento
tipo melanina que estdn presentes en los cultivos realizados con diferentes
sustratos como L-DOPA (Amano Enzyme Inc., Aichi, Japon) y Acido

Homogentisico (HA, Tokyo Chemical Industry Co., Ltd, Tokio, Japon), y la
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combinacion de ambos. Una vez realizado el cultivo y con el viraje de color
presente en los cultivos se procedio a purificar estos pigmentos por el método
modificado de extraccion y purificacion de melaninas (Choi, 2021) por
filtracion, cambio de pH (1,5) con HCI, centrifugados y lavados con alcohol y
resuspension con NaOH, repitiendo el proceso hasta lograr un precipitado
purificado marréon presente en el extracto seco (ANEXO 2 Esquema de
Protocolo Modificado) (Choi, 2021). Obtenido el extracto deshidratado y seco
de las tres muestras obtenidas (L-DOPA, HA, y L-DOPA+ HA) mas un
estandar de melanina (eumelanina, M2649, Sigma-Aldrich) se someti6 a
estudio por espectroscopia de infrarojo (FTIR) con el objeto de tener una idea
del punto vista analitico que los pigmentos obtenidos pertenecen a la familia
de las melaninas, brevemente la técnica de espectroscopia de infrarrojo
permite la identificacion de los grupos funcionales de un compuesto. Esto
debido a que cuando una molécula absorbe radiacion infrarroja, la vibracion
intramolecular con frecuencia igual a la de la radiacion, aumenta en
intensidad, lo que genera sefiales con frecuencias que corresponden a la
vibracion de un enlace especifico. El objetivo de este andlisis es precisamente
obtener informacién de la estructura y organizacion de enlace de los

pigmentos y clasificarlos como melaninas propiamente tal (Song y col., 2023).
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Deteccion histologica de la produccion de melanina en tejido infectado

Con el objetivo de apreciar in situ la presencia de pigmentos tipo melanina
producidos por B. abortus 2308 en diferentes tejidos se utilizaron ratones
macho y hembras BALB/c, que fueron infectados por via intraperitoneal con
108 UFC mL! de las distintas cepas de B. abortus. Luego de 8 semanas desde
la ultima infeccion, los ratones fuerén eutanaziados por dislocacidon cervical y
se extrajeron los tejidos infectados (cerebro, bazo, higado, rifién y testiculo)
con las diferentes cepas de estudio de este trabajo. Los oOrganos fueron

conservados hasta su procesamiento en formaldehido al 10 %.

La técnica utilizada para el estudio de melaninas a nivel histologico fue el
M¢étodo de Fontana -Masson especifico para analizar los granulos de
argentafina en secciones histologicas, basado en la reduccion del nitrato de
plata a plata elemental (Gonzalez y Ramirez., 2014). Para tal efecto los tejidos
aislados fueron deshidratados en primera instancia con formaldehido al 10% y
luego de eso fueron expuesto a una serie de alcoholes de diferente
concentracion para una deshidratacion paulatina y lograr preservar los tejidos
y los pigmentos de interés junto con la morfologia del tejido (Joly-Tonetti y

col., 2016). Seguido este proceso las muestras se sometieron al proceso de
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tincion anteriormente sefialado y luego a diferentes cortes con microtomo,

para posteriormente fijarlos en vidrio portaobjeto.

Para mejorar la tincion con Fontana-Masson se realizé en todos los tejidos de
estudio una tincion previa con la técnica de Hematoxilina-Eosina y asi poder
dar un contraste a las muestras de tejidos en estudio logrando en primer lugar
resaltar la presencia del pigmento tipo melanina (Figura 27 A, B, C, D) y asi
descartar depdsitos de lipofuscina (pigmento de desgaste, de color pardo-
amarillento con fluorescencia propia, compuesto por polimero de lipidos y
fosfolipidos, derivados de la peroxidacion de los lipidos poliinsaturados de las
membranas subcelulares) (Snyder y col., 2023). Este pigmento esta presente
en higado y también marcaria como falso positivo dentro de los cortes
histoldgicos realizados. Se realizaron en todos los tejidos se adjuntan en
ANEXO 3 pero solo se muestra los cortes de higado, cerebro y testiculo ya
que en estos tejidos fue mas facil apreciarlos. En cerebro y testiculo se utilizo
otra tincion de melanina, ya que el método Fontana-Masson resultaba con
muchos falsos positivos para la identificacion correcta de la melanina,
escogiendo el método de Captacion del ion Ferroso que utiliza en su
procedimiento Ferricianuro de Potasio para tal propdsito (Gonzélez y
Ramirez., 2014). Para el Método Schmorl, (Bancroft, 2008) se utiliza 1 parte

de cloruro férrico al 3% o sulfato ferroso al 25% y 1 parte de ferricianuro
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potasico al 1% para preparar la solucidon. Se mezcl6 y se aplico el tinte durante
3 minutos, hasta que las ldminas adquirieron un color verde claro (cuando se
utilizé sulfato ferroso al 25%, es necesario tenir la muestra durante 30
minutos). Las muestras se lavaron con agua, se deshidrataron con alcohol al
95% vy al 100%, se vuelven transparentes con xileno y se sellan con balsamo
(Shataer y col., 2022). Este trabajo y su analisis se realizd por profesional a
cargo de la Seccion Patologia, Departamento especialidades, Facultad de

Medicina, Universidad de Concepcion.

Analisis Estadistico.

El analisis de datos para establecer diferencias significativas en la formacion
de biomasa adherente y el trafico intracelular entre las cepas B. abortus 2308
ABAB2 0534, B. abortus 2308 ABAB2 0534 (pVB1-BAB2 0534) y B.
abortus 2308 se analiz6 mediante ANOVA unidireccional, mientras que la
supervivencia intracelular en células fagociticas profesionales y no
profesionales y los ensayos de infeccion en ratones se analizaron usando un
ANOVA de dos vias. La prueba de comparacion multiple de Tukey analizd
todos los resultados. Los valores de P < 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos. Todos los experimentos cuantitativos se realizaron tres veces en
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dias separados por triplicado y los resultados mostrados son la media de esos

experimentos.

Resultados

Caracterizacion in silico de la proteina codificada en el marco de lectura

abierto BAB2 0534 de B. abortus 2308

Los resultados bioinformaticos muestran que el ORF BAB2 0534
(Identificacion de taxonomia NCBI: 359391) contiene una secuencia de
nucledtidos de 1896 pb, que codifica una proteina hipotética de 631
aminodcidos (ANEXO 4), tiene un peso molecular de 68.423,09 Da y un
punto isoeléctrico (p.i.) de 6,04. Su indice de inestabilidad es de 38,97,
clasificandola como una proteina estable, mientras que su indice alifatico es de
82,65 mostrando estabilidad en un amplio rango de temperaturas para su
expresion y debido a que el valor GRAVY (Gran promedio de hidropaticidad)
es de - 0,136 esta proteina es considerada hidrofilica (estos valores fueron
obtenidos por plataforma bioinformdtica UniProt codigo Q2YKWO-
Q2YKWO BRUAZ2). Luego se obtuvo un alineamiento realizado a partir de
SwissModel (Figura 10A), que muestra una similitud de la proteina hipotética

de B. abortus del 80,04% (ANEXO 5) contra la proteina bacteriana “Laccase-
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like multi-copper oxidase CueO” de la bacteria degradadora de lignina
Ochrobactrum sp, donde se puede observar que una gran parte de ambas
proteinas se superponen (Figura 10B). EI modelo seleccionado fue validado
por un andlisis de Ramachandran, que present6 un 97,52% de sus aminoacidos
en regiones favorecidas y un 0% en regiones no favorecidas (Figura 10C) y
por una puntuacion Z de -8,19 que situa a esta proteina de B. abortus en la
categoria de proteinas nativas estudiadas por rayos X (Figura 10D). La
localizacion subcelular de la proteina Cu-oxidasa tipo 1 en B. abortus mostrd
que esta proteina se expresa con alta probabilidad en el citoplasma y
periplasma de B. abortus (Q2YKWO0; Q2YKWO BRUA2). Con estos
resultados es posible predecir que esta proteina codificada por el marco de
lectura BAB2 0534 de B. abortus 2308 es una multicobre oxidasa tipo I que
presenta una alta homologia con otra proteina de Ochrobactrum sp y
presentando ciertas caracteristicas de estabilidad en sus dominios que la hacen

funcional para Brucella.
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Figura 10. Modelado de la proteina oxidasa de cobre multiple tipo lacasa

codificada en el ORF BAB2 0534 de B. abortus.

A) Estructura 3D de la proteina hipotética segiin SwissModel después del
refinamiento. B) Superposicion de la proteina modelada de B. abortus con la
proteina oxidasa de cobre multiple similar a la de B. abortus de estudio de

Ochrobactrum sp. Las estructuras 3D se visualizaron utilizando el software
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Chimera UCSF. Validacion de la estructura 3D refinada por C) Diagrama de
Ramachandran que muestra la disposiciéon geométrica de los dtomos en la

estructura y D) por un puntaje Z de -8.19 representado por el punto negro.

Interaccion proteina-proteina del producto del gen BAB2 0534 de B.

abortus 2308

Seglin el metaanalisis realizado se pueden apreciar diferentes interacciones
entre el producto del marco de lectura asociado a BAB2 0534 de B. abortus
2308 y otras proteinas propias de la bacteria. Como se puede observar, la
proteina codificada por el marco de lectura BAB2 0534 tiene relacion con
diez proteinas; la proteina Serina/treonina deshidratasa, enzima dependiente
de piridoxal-5'-fosfato (codificada por el marco de lectura BAB1 0510), con
la subunidad pequena de la Acetolactato sintasa (codificada por BAB1 1407,
abreviacion ilvN), con la glutamato sintasa amidotransferasa (codificada por el
marco de lectura BAB2 0053, abreviacion gltB), con la proteina reguladora
transcripcional (codificada por el marco de lectura BAB1 0636), con la
permeasa de hierro FTR1 (codificada por el marco de lectura BAB2 0838),
con adenosina desaminasa especifica de ARNt que cataliza la desaminacion de

adenosina a inosina en la posicion de bamboleo 34 del ARNt(Arg2)
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(codificada por el marco de lectura BAB2 0197, abreviacion tadA), con la
proteina translocasa TatC-Sec independiente que es parte del sistema de
translocacion doble de arginina (Tat) la que transporta grandes proteinas
plegadas que contienen un motivo caracteristico de doble arginina en su
péptido sefial a través de membranas, junto con TatB, TatC forma parte de un
receptor que interactiia directamente con los péptidos sefial de Tat (codificada
por el marco de lectura BAB1 0903 abreviacion tatC), interacciona con la
proteina translocasa de proteina TatB-sec independiente que forma parte del
sistema de translocacion de doble arginina (Tat) que transporta grandes
proteinas plegadas que contienen un motivo caracteristico de doble arginina en
su péptido sefial a través de las membranas. Junto con TatC, TatB forma parte
de un receptor que interactua directamente con los péptidos sefial de Tat
(codificada por el marco de lectura BABI1 0902, abreviatura tatB),
interacciona con la proteina de cobre azul (tipo 1) también Illamada
plastocianina (codificada por el marco de lectura BAB2 0921), y por ultimo

también interacciona con un dominio de condensacién codificado por el marco

de lectura BAB2 0016 (Figura 11).
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Figura 11. Interaccion proteina-proteina a nivel subcelular en B. abortus
2308. La proteina codificada desde el producto génico del marco de lectura
BAB2 0534 interactia con otras proteinas que participan tanto en el

metabolismo propio de B. abortus 2308 como en la interaccién con el

hospedador.
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Curva de crecimiento de diferentes cepas de B. abortus

El efecto de la mutacion del gen BAB2 0534 sobre el crecimiento bacteriano se
evalu6 cultivando las cepas en estudio en caldo brucella y realizando el conteo
de colonias en agar brucella. La bacteria mutante para el ORF BAB2 0534 (B.
abortus 2308 ABAB2 0534) mostrdé una desaceleracion en su crecimiento de
48 h desde su cultivo comenzando la fase logaritmica en comparacion con la
cepa de tipo salvaje. Ademas, al observar la fase logaritmica de crecimiento de
la cepa mutante, ésta fue mucho menor en el crecimiento que la cepa salvaje B.
abortus 2308. La cepa de tipo salvaje entro en la fase estacionaria después de
72 h de crecimiento en cambio que la mutante alcanzé la fase estacionaria
después de 96 h de cultivo. No se observaron diferencias entre las curvas de
crecimiento de B. abortus 2308 y B. abortus 2308 ABAB2 0534 (pBVI-
BAB2 0534) indicando estos resultados que la proteina codificada por
BAB2 0534 esta involucrada en el crecimiento normal de B. abortus 2308

(Figura 12).
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Curva de crecimiento lineas de
estudio B. abortus 2308
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Figura 12. Curvas de crecimiento de cepas de B. abortus.

B. abortus 2308, B. abortus 2308 ABAB2 0534 y 2308 ABAB2 0534 (pBV1-
BAB2 0534) complementada. La eliminacion del gen BAB2 0534 en B.
abortus 2308 da como resultado una deficiencia en el crecimiento. Los

resultados se expresaron como media + desviacion estandar (DE) (* P < 0,05).

Produccion de biomasa

En cuanto a la capacidad de la cepa B. abortus 2308 para formar biomasa

adherida en placas de poliestireno, los resultados muestran que a los 7 dias B.
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abortus 2308 ABAB2 0534 (cepa mutante para BAB2 0534) desarrollo una
produccién de biomasa significativamente menor que la biomasa producida
por B. abortus 2308 ABAB2 0534 (pVB1-BAB2 0534) y B. abortus 2308 (P<

0,001) (Figura 13).

Produccion de Biomasa
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Figura 13. Grafico de expresion de formacion de biomasa adherente.

Medida cuantitativa por absorbancia a 450 nm de produccion de biomasa
adherida en placas de poliestireno de 96 pocillos, de B. abortus 2308, B.
abortus 2308 ABAB2 0534, cepa complementada B. abortus 2308
ABAB2 0534 (pBV1-BAB2 0534), y E. coli K-12 como control positivo de
produccion de biomasa y medio de cultivo como control negativo. Los
resultados se expresan como media £+ desviacion estandar. Los valores de

*axk P <0,001 se consideran altamente significativos.
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Tolerancia al cobre en B. abortus 2308

Suponiendo que B. abortus 2308 puede requerir el producto génico de
BAB2 (0534 para la tolerancia al cobre, las distintas cepas en estudio de B.
abortus fueron cultivadas con condiciones crecientes de cobre (CuCl,). Los
resultados indican que el crecimiento de B. abortus 2308 ABAB2 0534 se
inhibié significativamente en presencia de cobre a 50 uM y 100 uM,
inhibicion que fue al menos 1000 veces menor que la de B. abortus 2308 en
presencia de CuCl, 100 uM. Ademas, B. abortus 2308 ABAB2 0534 (pBV1-
BAB2 0534) mostrd el mismo patron de crecimiento al cobre que B. abortus
2308, lo que confirma la complementacion funcional de B. abortus 2308
ABAB2 0534. Los resultados indican el requerimiento de BAB2 0534 para la

tolerancia al cobre por parte de B. abortus 2308 (Figura 14).

73



Curvas de crecimiento de cepas de Brucella en medio de cultivo con CuCl:

B
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Figura 14. Curvas de crecimiento de Brucella en medio de cultivo con
CuCl.. Graficos que representan crecimientos de las cepas de B. abortus 2308
(®), B. abortus ABAB2 0534 (m) y B. abortus ABAB2 0534 complementado
(pBV1- BAB2 0534) (A) en estudio. A, B, C, D contienen 0, 10, 50 y 100 uM
de CuCl, respectivamente. Los valores de * P < 0,01 se consideran

significativos.
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Supervivencia intracelular de B. abortus 2308 ABAB2 0534 en células

fagociticas profesionales y no profesionales

Se estudio6 el efecto de la eliminacion de BAB2 0534 sobre la capacidad de B.
abortus para infectar y proliferar al interior de células fagociticas y no
fagociticas utilizando macrofagos RAW 246.7 y células epiteliales HeLa. Las
que se infectaron a una MOI de 500:1. Encontramos que a las 4 h post-
infeccion (pi) de macréfago RAW 246.7, todas las cepas de Brucella
mostraron un numero similar de bacterias a nivel intracelulares (Figura 15A).
Sin embargo, entre 24 y 72 h pi, la cepa B. abortus 2308 ABAB2 0534 se
recuperd de macrofagos aproximadamente en 2 log 10 UFC mL™' menos que
B. abortus 2308 o B. abortus ABAB2 0534 (pVB1- BAB2 0534) (P < 0,05).
Cuando se analiz6 la internalizacion bacteriana y la supervivencia dentro de
las células HeLa, todas las cepas mostraron un nimero similar de bacterias
intracelulares entre 4 h (2,3 log;o UFC mL') y 24 h (2,9 logio UFC mL™) p.i.
(Figura 15B). Sin embargo, entre las 48 y las 72 h p.., el mutante
ABAB2 0534 de B. abortus se recuperd a aproximadamente 2,2 log;o UFC
mL!' menos que las cepas parentales y complementadas (P > 0,05) (Figura 8).
Estos resultados indican que la ausencia del gen BAB2 0534 en B. abortus la

hace mas sensible a su supervivencia intracelular. El efecto de la eliminacién
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del ORF BAB2 0534 sobre la capacidad de B. abortus para infectar y
proliferar dentro de células fagociticas y no fagociticas se estudid utilizando
macroéfagos RAW 246.7 y células epiteliales Hela, respectivamente.
Encontramos que a las 4 h post-infeccidon (p.i.) del macréfago RAW 246.7,
todas las cepas de Brucella mostraron un nimero similar de bacterias
intracelulares (Figura 14A). Sin embargo, entre 24 y 72 h pi, la cepa B.
abortus 2308 ABAB2 (534 se recuperd de macrofagos aproximadamente en 2
logiop UFC mL™' menos que B. abortus 2308 o B. abortus ABAB2 0534
(pVBI1- BAB2 0534) (P < 0,05). Cuando se analiz6 la internalizacién
bacteriana y la supervivencia dentro de las células HelLa, todas las cepas
mostraron un nimero similar de bacterias intracelulares entre 4 h (2,3 logio
CFU mL") y 24 h (2,9 logio UFC mL") pi (Figura 14B). Sin embargo, entre
las 48 y las 72 h p.1., el mutante ABAB2 (0534 de B. abortus se recuperd a
aproximadamente 2,2 log;o UFC mL' menos que las cepas parentales y

complementadas (P > 0,05) (Figura 15). Estos resultados indican que la

ausencia del gen BAB2 0534 en B. abortus la hace mdas sensible a su

supervivencia intracelular.
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Figura 15. Supervivencia intracelular de B. abortus ABAB2 0534 en

fagocitos profesionales y no profesionales

A) Los macrofagos RAW se infectaron a una MOI de 50:1. B. abortus 2308
(®), B. abortus ABAB2 0534 (m) y B. abortus ABAB2 0534 complementado
(pBV1- BAB2 0534) (A). B) Los resultados corresponden a un experimento
representativo de dos experimentos separados. Para cada punto de tiempo y
cada tension, los resultados se expresan como media + desviacion estandar. *

P < 0,05 en comparacion con B. abortus 2308 parental.

Supervivencia de B. abortus 2308 ABAB2 0534 en ratones BALB/c

Se determino el efecto de la delecion del gen BAB2 0534 sobre la virulencia
bacteriana, analizando las cargas bacterianas presentes en los bazos de ratones

infectados. Encontramos que la supervivencia de la cepa B. abortus 2308
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ABAB2 0534 en bazo de raton se redujo significativamente después de las 4
semanas p.1., de un valor de 6,28 + 0,39 log;o UFC/bazo en la segunda semana
p.i.a 3,22 £ 0,07 log;o CFU/bazo en la cuarta semana p.i. (P < 0,05). En la cepa
de tipo salvaje, la reduccion del nimero de UFC desde la segunda semana a la
cuarta semana fue de 1,22 log;o CFU/unidades (Tabla 3). Por otro lado, hubo
diferencias significativas entre la capacidad de colonizacidén esplénica de la
mutante B. abortus 2308 ABAB2 0534 y la cepa complementada a las 4

semanas p.i. (Tabla 3).

Tabla 3. Colonizacion del bazo de ratones BALB/c con B. abortus 2308, B.
abortus 2308 ABAB2 0534 mutante y B. abortus 2308 ABAB2 0534

(pVB1- BAB2 0534) complementada.

Dos semanas después Cuatro semanas después
Cepas de B. abortus

de la infeccion de la infeccion
B. abortus 2308 6,78 £ 0,05 5,66 0,05
B. abortus ABAB2 0534 5,80 £ 0.05* 2,63 +0.02*

B. abortus ABAB2 0534
6,69 + 0,04 5,44 £ 0,05
(pVBI1- BAB2 0534)
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Logio UFC de cepas de B. abortus en los bazos de ratones BALB/c infectados
por via intraperitoneal con 5 x 10* UFC de tipo salvaje B. abortus 2308, B.
abortus 2308 ABAB2 (0534 mutante o cepas de B. abortus 2308 ABAB2 0534
(pVB1- BAB2 0534) complementadas. Se realizaron analisis estadisticos
comparando cepas mutantes con cepas de tipo salvaje y complementadas. * P <
0,05 que muestra un numero significativamente menor de UFC/bazo en

comparacion con B. abortus 2308.

Medicion de especies reactivas de oxigeno.

Las proteinas multicobre oxidasa tipo lacasa, que sintetiza un pigmento tipo
melanina a nivel intracelular, estan involucradas en la inhibicidén de la accidn
de especies reactivas de oxigeno (ERDOS) en macrofagos infectados,
disminuyendo su accion antimicrobiana. Es por esto que, para ver si
efectivamente este ORF BAB2 0534 estd involucrado en esta accidon nos
enfocamos en medir a diferentes condiciones los niveles de ERDOS con las
diferentes cepas de estudio en macrofagos RAW 246.7 in vitro encontrando
que los niveles de ERDOS presentes en cultivo aumentan en las cepa mutante

de manera considerable (1800 MFI) en comparacion con la cepa normal (1000
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MFTI) logrando apreciar que este marco de lectura participa de manera activa
en la disminucion de ERDOS presentes en macrofagos RAW 246.7 infectados

en con B. abortus 2308 (Figura 16).

Producciéon de ROS en macréfagos RAW 264.7

25001 * kK ¥ Bl Macrofagos sin infectar
2000+ BN B. abortus 2308
1 B. abortus 2308 ABAB2_0534
1500~ alotulo
L o B. abortus 2308 ABAB2_0534
= . (pVB1-BAB2_0534)
500+
0-

Figura 16. Produccion de especies reactivas de oxigeno.

Por técnica de Citometria de Flujo se evalud la produccién de especies
reactivas de oxigeno en células macrofagicas RAW 264.7, apreciandose la alta
produccion de éstas en células macrofagicas RAW infectadas con la cepa
mutante para B. abortus 2308. Los valores de **** P < (0,001 se consideran

altamente significativos con relacion a B. abortus 2308.
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Medicion de Lactato en cultivo de macrofagos RAW 264.7

Como pardmetro de cambio metabolico en macréfagos RAW 264.7 infectados
con las cepas en estudio y para ver la incidencia del producto génico del
marco de lectura BAB2 0534 de B. abortus 2308 en la célula hospedadora, se
evalud la concentracion de lactato intracelular. En estos resultados se puede
apreciar una marcada disminucion de lactato intracelular en la cepa mutante
de Brucella en comparacion con el grupo control infectado con B. abortus
2308 siendo estadisticamente menor en al menos tres veces evidenciando asi
un cambio muy significativo con relacion al control sin infectar y también al

infectado con la cepa normal (Figura 17).

Lactato en cultivo celular de
macrofagos RAW 264.7 infectados con Brucella
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Figura 17. Produccion de lactato intracelular en macrofagos RAW 246.7.
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La produccion de lactato intracelular presente en macréfagos RAW 264.7
infectados con B. abortus mutante para el marco génico BAB2 0534
disminuye de manera significativa con relacion a la cepa salvaje y su
complementada pero no llega a valores normales de c€lulas sin infectar. Los

valores de **** P < (0,001 se consideran altamente significativos en relacion a

B. abortus 2308.

Medicion de citoquinas IL-10, TNF-a e IL-4 en Macrofagos RAW 246.7.

Para evaluar el efecto de la eliminacion del ORF BAB2 0534 sobre el
comportamiento de la funcion macrofagicas y el comportamiento inmune de
estas células frente a las cualidades infectivas de estas cepas bacterianas se
midio la produccion de diferentes citoquinas tales como IL-10, TNF-a, e IL-4.
Esta produccion arroj6 como resultados una baja produccion de 1L-10 en
comparacion con el control de Brucella normal en todos los tiempos
evaluados después de la infeccion (Figura 18), ademas de una alta produccion
de TNF- a en las células macrofagicas infectadas con la cepa mutante luego de
las 6 y 12 h post infeccion en comparacion con la cepa normal (Figura 19) y

en relacion a la produccion de IL-4 se encontrd una alta produccion de esta
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citoquina post infecciéon en macréfagos infectados con la cepa mutante a las 4,
6 y 12 h post infeccion, en relacion a la cepa salvaje de B. abortus 2308
(Figura 20). Los valores de * P < 0,001 se consideran altamente significativos

en relacion a B. abortus 2308.

Produccion de IL-10 en macrofagos RAW 264.7
infectados con cepas de Brucella en estudio.
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Figura 18. Produccion de IL-10 in vitro post sensibilizacion con cepas de

estudio.

La produccién de IL-10 disminuida con relacion a la alta produccion presente
en macrofagos infectados con la cepa normal de B. abortus 2308 y la mutante
complementada a las 2, 6 y 12 h post infeccion. Los valores de ** P < 0,01 se

consideran altamente significativos con relacion a B. abortus 2308.
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Produccion de TNF-a en macréfagos RAW 264.7 estimulados
con cepas de estudio de Brucella.

-
£ 20+ , o
S Bl Macréfagos sin infectar
£ L Bl B. abortus 2308
= 154 T
1L il = B. abortus 2308 ABAB2_0534
F 04 B. abortus 2308 ABAB2_0534
c =
° (pVB1-BAB2_0534)
8
s 54
c
@
(3]
s o_j_l ﬂ H -_I H

| 1 |
© 2h 6h 12h

Tiempo (h)

Figura 19. Produccion de TNF-a in vitro post sensibilizacion con cepas de

estudio.

La producciéon de TNF-a en macrofagos estimulados con las cepas de estudio
resulta similar a la cepa control de B. abortus 2308 y la bacteria mutante
complementada con el plasmido portador del gen, no asi a los tiempo post
infeccion de 6 h donde hay un aumento significativo en relacion a la normal y
a las 12 h post infeccidn encontramos una baja en la produccidon de esta
citoquina en la macréfagos infectados con la normal no asi en los infectados
con la mutante en el marco de lectura BAB2 0534 donde existe un aumento
significativo en la produccion de TNF-a por parte de macrofagos RAW 246.7.
Los valores de ** P < 0,01 se consideran significativos con relacion a B.

abortus 2308.
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Produccion de IL-4 en macréfagos RAW 264.7
estimulados con cepas de estudio de Brucella.
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Figura 20. Produccion de IL-4 in vitro post sensibilizacion con cepas de

estudio.

La produccion de IL-4 en macrofagos estimulados con las cepas de estudio

resulta significativamente mayor en todos los tiempos post infeccion

analizados (2, 4 y 6 h post infeccion) en relacion con los resultados

encontrados en macrofagos RAW 246.7 infectados con las cepas de Brucella

normal y la bacteria mutante complementada con el pldsmido portador del

gen. Los valores de * P < 0,001 se consideran altamente significativos en

relacion a B. abortus 2308.
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Cultivo de las cepas bacterianas en sustrato de L-DOPA para estudio de

melanina

Se realizaron cultivos de las cepas de Brucella en estudio, en agar y caldo
brucella enriquecidos con sustrato especifico para la produccion de melaninas,
este fue dopamina (L-DOPA). Como se observa en los cultivos existe el
hallazgo de un pigmento oscuro tipo melanina que difunde al medio solido de
agar en relacion creciente a la dosis usada de L-DOPA (Figura 21), ademas
de la aparicion de este pigmento las colonias de Brucella abortus 2308 se
aprecian blanquecinas sin presencia de este pigmento en las colonias de
Brucella abortus 2308. En caldo de cultivo también existe el mismo hallazgo
de un pigmento oscuro tipo melanina en presencia de L-DOPA (tubo A) este
resultado se contrasta con los controles; (tubo B control de crecimiento sin L-
DOPA y tubo D control térmico por viraje de color de sustrato al cambio de
temperatura). Tubo C se aprecia sin pigmento oscuro, pero si existe

crecimiento de B. abortus 2308 mutante (Figura 22).
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Figura 21. Resultados de cultivos con sustrato de L-DOPA. B. abortus
2308 en agar brucella en presencia de diferentes concentraciones de L-DOPA
(desde A hasta F), como sustrato de melanina bacteriana, evidenciando la
presencia de un pigmento negro marrén que difunde al agar existiendo

presencia de colonias bacterianas blancas.

Figura 22. Cultivos de las cepas en estudio con sustratos para melanina.
A.) B. abortus 2308 en caldo de brucella adicionado con L-DOPA (100 nM).

B.) B. abortus 2308 en caldo de brucella sin L-DOPA. C.) B. abortus 2308
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ABAB2 0534 en caldo de brucella mas L-DOPA (100 nM). D.) Caldo de

brucella adicionado con L-DOPA (100 nM) a 37° C control de temperatura.

Resultado de espectros infrarrojo de pigmentos tipo melanina post

extraccion desde cultivos de Brucella abortus con diferentes sustratos.

Los cultivos de Brucella abortus 2308 en caldo brucella mas sustratos
precursores de melanina como Dopamina (L-DOPA) y Acido Homogentisico
(HA) y la combinacién de ambos (L-DOPA+HA), post cultivo de 72 h a 37°C
dio una coloracidon oscura tipo melanina que sugiere la presencia de estos
pigmentos en el sobrenadante de cultivo como se describe en la Figura 23 (A-
C), no obstante, el cultivo de la cepa mutante con los mismos sustratos Figura

23 (D-F) no forma estas coloraciones oscuras.
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Figura 23. Cultivo de B. abortus 2308 y cepas mutantes para BAB2 (0534

A) Cultivo de B. abortus 2308 con L-DOPA, B) Cultivo de B. abortus 2308
con HA C) Cultivo de B. abortus 2308 con la combinacion de ambos
sustratos; D) Cultivo de cepa mutante con L-DOPA, E) Cultivo de cepa

mutante con HA, F) Cultivo de cepa mutante con ambos sustratos.

Estos pigmentos se extrajeron segin protocolo modificado (Choi, 2022) y se
sometieron a espectroscopia de infrarrojo. El perfil de infrarrojo del estandar
de melanina, arroj6 una curva tipica de melaninas del tipo eumelanina
(Figura 24) con el cual se puede comparar con los perfiles obtenidos de las

muestras purificadas con los sustratos precursores de L-DOPA (Figura 25),

89



HA (Figura 26) y las combinacién de ambos (Figura 27); en estos perfiles se
encuentra una tendencia caracteristica en el bandeo propio de melaninas del
tipo eumelanina existiendo una diferencia marcada a los 1281,52 cm™! presente
en el estandar por lo que estaria indicando la formacién de melaninas atipicas

las que son comunes y estan presentes en estudios de melaninas bacterianas

(Zhang y col., 2022).
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Figura 24. perfil del espectro infrarrojo de melanina comercial
(eumelanina, M2649, Sigma-Aldrich). se describen en la figura grupos

funcionales seglin su nivel de emisidn en el rango del infrarrojo.
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Dopamina (L-DOPA) como sustrato. Melanina atipica soluble presente en
cultivo de B. abortus 2308, se aprecian emision de enlaces tipo SP? ¢H

ligeramente desplazados con relacion al control.

91




100 {*XAA 223-890 0,9mg 18 1023
994

98] ;’\

o] V|

|
96 |

95

\
94

3750,

1

**AA 223-890 0,9mg 18 10 23 ‘I‘

Wed Oct 18 15:09:16 2023 (GMT{IOS:GO)
1

93 \

979,36

671 ,455
C: _4—4

539,77

92] |

\ |
| [ |
91 | !

1319,58?
250:80—

| T
|

901 .\ | ‘| ‘p‘l | |

89 ‘

88 " "

%Transmittance

87 \ "
86 \ \

85

2027.03—
14
108546~ ——— —

841

83

01,72

iy
821 |
[

81]
|
80 ‘
3
79] w,%-
78 |

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

500

Figura 26. perfil del espectro infrarrojo obtenido desde cultivo con Acido
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Figura 28. Superposicion de espectros de infrarrojo con el estandar de

melanina.

Se aprecia la tendencia estructural y de grupos funcionales en relacion al
estandar de melanina con la diferencia relativa a los 1280,52 cm™! dejando de
manifiesto la estructura principal de los pigmentos corresponden a melaninas

modificadas.
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Analisis histologico de organos de ratones infectados con cepas Brucella

en estudio para pesquisa de melanina.

Al revisar por microscopia los cortes histoldgicos de corteza cerebral, higado,
bazo y rinidén tomados de ratones hembras BALB/c y testiculos de ratones
machos BALB/c infectados con las cepas de estudio; se da con un hallazgo
importante, la aparicion de un pigmento tipo melanina presente en los cortes
de higado, testiculo y cerebro; no obstante, la pesquisa de estos pigmentos en
los otros tejidos se hace dificil de observar debido a la cantidad de restos
celulares que pueden dar resultados inciertos y falsos positivos (Hemosiderina
y Lipofuscina asociada a la tincion) debido a la técnica utilizada cominmente
para la tincion de melanina (Fontana-Masson) que hace insuficiente la certeza

del analisis.

Para evitar un error analitico en el estudio se realizd tincion previa de los
mismos tejidos con técnica Hematoxilina-Eosina, con el objetivo de apreciar
la tincién de fucsina y hemosiderina. Conociendo la tincidon de estos falsos
positivos es posible descartarlos de la tincion presente para melanina en el
mismo tejido. Con lo anterior es posible evidenciar que el control sano no

presenta lesiones tisulares ni infiltracion celular (Figura 29 A), por otro lado;
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los tejidos en estudio infectados con las cepas de Brucella se observan con

lesiones tisulares e infiltracion celular (Figura 29 B, C, D).

Figura 29 A. Muestra Control de Higado BALB/c sano. Técnica

Hematoxilina-eosina (10X). Parénquima hepatico sin lesiones.
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Figura 29 B. Muestra Corte de Higado BALB/c infectado con B. abortus

2308 (infectada) Hematoxilina-eosina (10X). Granulos basofilos en los
hepatocitos peri-vénula hepatica central, mas presencia de infiltrado de

linfocitos.
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Figura 29 C. Muestra Corte de Higado BALB/c infectado con B. abortus

2308 (infectada) Hematoxilina-eosina (40X). Granulos baso6filos en los

hepatocitos peri-vénula hepatica central, presencia de infiltrado de linfocitos.
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Figura 29 D. Muestra Corte de Higado BALB/c infectado con B. abortus

2308 ABAB2 0534 (infectada) Hematoxilina-eosina (10X). Infiltrado
mononuclear alrededor de las vénulas hepdaticas terminales, que se disponen

de forma parcheada en la muestra.
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Figura 29 E. Muestra Corte de Higado BALB/c infectado con B. abortus

2308. ABAB2 0534 Técnica Hematoxilina-eosina (40X). Presencia de un
pigmento basofilo al interior de los hepatocitos en sectores perivenulares, que

no marca como lipofuscina.
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Figura 29 F. Muestra Corte de Higado BALB/c infectado con B. abortus

ABAB2 0534 (pVB1- BAB2 (0534). Hematoxilina eosina (10X). Leve
Infiltrado mononuclear alrededor de las vénulas hepaticas terminales, que se

disponen de forma parcheada en la muestra.
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Figura 29 G. Muestra Corte de Higado BALB/c infectado con B. abortus

ABAB2 0534 (pVB1- BAB2 0534). Hematoxilina eosina (10X). Se aprecia
Infiltrado mononuclear, no se ven marcas relativas a lipofuscina ni

hemosiderina.

Las muestras de tejido se sometieron a tincidén por técnica de Fontana-Masson
que tifie melanina. La melanina tiene la capacidad de reducir las soluciones de
nitrato de plata amoniacal a plata metélica sin necesidad de utilizar un agente

reductor externo siendo esto la base de la tincion utilizada.

En los siguientes cortes (Figura 30 A, B, C, D) de tejido de hepatico es

posible evidenciar un pigmento dispuesto a niveles perivenulares del
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parénquima que no pertenece a lipofuscina ni hemosiderina, y que, si bien no
es una tincion propia a la plata metalica presente en este tipo de técnica, se
trata de una melanina atipica ya que esta no esta presente en el control sano

sin infectar.

Figura 30 A. Muestra Control Sano. Corte de Higado BALB/c Técnica

Fontana-Masson (10X). Sin lesiones de ni un tipo.
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Figura 30 B. Muestra Control Sano. Corte de Higado BALB/c Técnica

Fontana-Masson (40X). Sin lesiones a nivel perivenulares.
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Figura 30 C. Muestra Infectada B. abortus 2308. Corte de Higado BALB/c

Técnica Fontana-Masson (10X). Acumulacion de pigmento tipo melanina en

el parénquima hepatico (Flecha).
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Figura 30 D. Muestra Infectada B. abortus 2308. Corte de Higado BALB/c

Técnica Fontana-Masson (40X). Acumulacion de pigmento tipo melanina en

el parénquima hepatico (Flecha).
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Figura 30 E. Muestra Infectada B. abortus 2308 ABAB2 0534. Corte de

Higado BALB/c Técnica Fontana-Masson (10X). Se observa tejido
infiltrado y estrés epitelial pero no se observan lesiones importante ni

pigmentos.
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Figura 30 F. Muestra Infectada B. abortus ABAB2 0534. Corte de Higado

BALB/c Técnica Fontana-Masson (40X). Acumulacion escasa de pigmento
tipo melanina (Flecha). Punteado fino intracitoplasmatico en los hepatocitos

alrededor de la vénula hepatica central (flecha).
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Figura 30 G. Muestra Infectada B. abortus 2308 ABAB2 0534. Corte de

Higado BALB/c Técnica Fontana-Masson (40X). Se observa tejido

infiltrado y estrés epitelial pero no lesiones ni pigmentos.
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Figura 30 H. Muestra Infectada B. abortus ABAB2 0534 (pVBI-

BAB2 0534). Corte de Higado BALB/c Técnica Fontana-Masson (10X).

Acumulacién escasa de pigmento tipo melanina (Flecha).
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Figura 30 I. Muestra Infectada B. abortus ABAB2 0534 (pVBI-

BAB2 0534). Corte de Higado BALB/c Técnica Fontana-Masson (40X).

Acumulacién escasa de pigmento tipo melanina (Flecha).
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Figura 32 Al. Muestra (40X) Control Sano. Corte de Cerebro corteza
BALB/c Técnica Método Schmorl. Acumulacién escasa de pigmento tipo

melanina (Flecha).

Figura 32 A2. Muestra (10X) Infectada B. abortus 2308. Corte de Cerebro
corteza BALB/c Técnica Método Schmorl. Corte sagital ependimario seccion

cervical. Acumulacion escasa de pigmento tipo melanina (Flecha).
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Figura 34 Al. Muestra (10X) Control sano. Corte sagital de testiculo macho
BALBY/c. Técnica Método Schmorl. No existen pigmentos tipo melanina en el

intersticio de tubulos seminiferos.

Figura 34 A2. Muestra (10X) Infectado con B. abortus 2308. Corte sagital
de testiculo macho BALB/c. Técnica Método Schmorl. Existen pigmentos tipo
melanina en el intersticio de los tibulos seminiferos perivasculares y en su

epitelio.
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Como conclusién de esta experiencia existe evidencia que hay muestras de
infiltracion celular en el tegumento de oOrganos infectados por las cepas
bacterianas en estudio, por lo que se desprende que la bacteria mutante en
estudio y la complementada no pierden su capacidad infectiva. En las
tinciones realizadas con Hematoxilina-Eosina es posible diferenciar de manera
clara que los pigmentos relacionados con fucsina y hemosiderina no coinciden
bajo la misma técnica con los pigmentos tipo de melanina realizados con
Fontanna- Masson, descartando un falso positivo mediante esta técnica. Segiin
esta ultima tincidn mencionada existe presencia de un pigmento tipo melanina
que es posible solo identificarlo en el parénquima hepatico y no en otros
tejidos en estudio, esto debido por la poca visibilidad de éste entre los cuerpos
figurados de los diferentes oOrganos, la escasa seguridad de acierto entre

muchos elementos que pueden dar falsos positivos.

Como resultado final se sefala que existe un pigmento tipo melanina (tincién
realizada con técnica Fontana-Masson) en el parénquima hepdtico infectados
con las cepas en estudio de Brucella, este pigmento no estd presente en el

control sano.
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Discusion.

Brucella abortus 2308 es una bacteria Gram negativa, descrita como inmovil,
cocobacilar, crecimiento lento y patdgeno intracelular facultativo que posee
factores de virulencia no clasicos (Byndloss y col., 2016). Para la invasion y
evasion de la respuesta inmune del hospedador, permitiéndole sobrevivir y
replicarse en nichos intracelulares (Gheibi y col., 2018). Durante las ultimas
deécadas, se han descubierto nuevos y diferentes elementos asociados a la
virulencia de Brucella (Byndloss y col., 2016). Los componentes superficiales
de la bacteria son claramente criticos en la primera etapa de la interaccion
entre el huésped y el parésito intracelular ya que la bacteria una vez que ha
alcanzado el medio intracelular, desarrolla estrategias para su supervivencia;
por ejemplo, la interferencia en la formacion del fagolisosoma y modificacion
del transito intracelular (Kambareb y col., 2023). Uno de los factores de
virulencia mas estudiados en Brucella ha sido el lipopolisacarido (LPS), que
forma parte de la pared celular y tiene probablemente un papel sustancial en la

adherencia y supervivencia intracelular (Cardoso y col., 2006).

Ademas, es portador de los antigenos inmunodominantes de Brucella, por lo
que se le considera responsable de la activacion de los linfocitos B (LB) y de

la induccidn de la respuesta inmune humoral; en muchos casos es causante de
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los sintomas de choque séptico por la actividad endotoéxica de la Brucella

(Smith y col., 2018).

El estudio de nuevas proteinas que puedan estar relacionadas a la capacidad
que tiene Brucella abortus de mejorar su performance al momento de
establecerse dentro de células hospedadoras resulta de suma importancia para
lograr conocer mas factores de virulencia que resulten implicados en tales

eventos.

Asi, por ejemplo, las multicobre oxidasas se encuentran ampliamente
expresadas en varias bacterias y juegan un papel importante en la tolerancia al
cobre (Grass y Rensing., 2001; Hall y col., 2008; Achard y col., 2010;
Rowland y Niederweis., 2013). Brucella abortus 2308 posee una proteina
multicobreoxidasa tipo lacasa codificada por el marco de lectura BAB2 0534
que por sus caracteristicas morfofuncionales amerita este estudio profundo de
tal manera lograr ver que su producto génico sea un factor de virulencia y ver

como Brucella se comporta en ausencia de esta proteina.

El alto nimero de proteinas con las que ésta interacciona y el alto porcentaje
de dominios y secuencias conservadas permite explicar su comportamiento en
el crecimiento ocupando un rol importante en la propia fisiologia de la

bacteria, siendo una proteina cobreoxidasa involucrada en la oxidacidén de

116



compuestos fenolicos o indolicos, también esta relacionada a procesos
involucrados en la patogenia e instalacion en el hospedador con una estrecha
relacion a diferentes niveles metabolicos con la Permeasa de hierro FTR1
(BAB2 0838), Proteina de cobre azul (tipo 1) Amicianina: Plastocianina

(BAB2 0921) y gitB o Glutamato sintasa (BAB2 0053) entre otras.

Los resultados obtenidos en este trabajo a nivel bioinformatico permiten
conocer las diferentes relaciones con otras proteinas en donde un analisis
comparativo muestra que, la proteina codificada por BAB2 0534 de B.
abortus 2308 es una proteina de 631 aminoacidos y que los tres dominios que
posee son similares a la plastocianina una proteina sider6foro conservada con

una gran homologia en su ancestro Orobachtrum spp. (Moreno y col., 2022).

Aqui se demuestra que la eliminacidén del marco de lectura BAB2 0534 (que
codifica a una proteina multicobreoxidasa tipo lacasa (Q2YKWO) esta
involucrada en procesos de uniones a iones de cobre) y esta eliminacién no
fue letal para la cepa B. abortus 2308. La expresion del marco de lectura
BAB2 0534 parece estar regulada a diferentes niveles del metabolismo de B.
abortus, ya que la endorribonucleasa RNaseE coordina la expresion de ARNm
y pequefios ARN reguladores y es critica para la virulencia de B. abortus ya

que al aumentar la expresion de RNasaE aumenta la expresion de
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BAB2 0534, mecanismo esencial para la virulencia de B. abortus (Sheehan y

col., 2020).

Lo anterior estd en estricta relacion a los ensayos de crecimiento realizados, in
vitro, in vivo y en condiciones de estrés (medio con concentraciones crecientes
de cobre) podemos senalar que el producto génico de BAB2 0534 resulta una
proteina que participa activamente en el crecimiento de la bacteria ya que in

vitro su tasa de crecimiento es mas lenta.

Lo anterior se observo por una menor capacidad de adaptacion a la fase de
latencia al comienzo de la fase exponencial asi como en el crecimiento en
hospedadores celulares epiteliales (células Hela) y en células macrofagicas
(RAW 246.7) siendo esto ultimo importante, en consecuencia estaria
participando también en el establecimiento del nicho replicativo o en otros
procesos de alta significancia para establecerse dentro de la célula

hospedadora.

Lo anterior revela que al estar ausente esta proteina, la cepa de Brucella
mutante al crecer en caldo brucella en condiciones normales sufre un retraso

en su crecimiento en comparacion a la bacteria control y su complementada.

La proteina expresada desde BAB2 0534 influye directamente en la fisiologia

de B. abortus mutante reduciendo significativamente la supervivencia
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intracelular en células fagociticas profesionales y no profesionales. Ademas,
en células epiteliales y macréfagos B. abortus mutante para BAB2 0534 no

pudo alcanzar su nicho replicativo.

En primera instancia, esto nos lleva a pensar que el producto génico de
BAB2 0534 es un factor de virulencia cuya delecion condiciona a la cepa
mutante a ser mas susceptible de ser transportada hacia los compartimentos
lisosomales con su posterior degradacion, o que la proteina que codifica este
gen tenga alguna funcidén enzimatica dejando algin producto que permita la
supervivencia a nivel intracelular. Esta ruta de degradacion lisosomal
mencionada también ha sido reportada en varios mutantes de Brucella para
factores de virulencia importantes tales como B-1,2-glucanos ciclicos (CBGs),
LPS o genes virB que codifican el sistema de secrecion tipo IV (Celli y col.,

2003; Haag y col., 2010; Gomes y col., 2013).

Con esto es posible concluir que la delecion del marco de lectura BAB2 0534,
afecta la habilidad de B. abortus de alcanzar el nicho replicativo en el huésped

eucarionte tanto en macrofagos como células epiteliales.

La delecion del gen BAB2 0534 mostr6 un papel importante en la adherencia
a la superficie del poliestireno lo que demostraria que la proteina en cuestion

participa en la adherencia o en la secrecion de proteinas involucradas en el
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proceso de formacién de biomasa adherente. Una adherencia bacteriana

reducida afectaria negativamente la colonizacion de los tejidos del huésped

(Klemm y col., 2010).

En este proceso, varias bacterias producen biopelicula, una estructura que no
ha sido descrita en B. abortus, pero que estd asociada a sefiales de
comunicacién inter y extracelular proceso también llamado de Quorum
Sensing (VjbR) (Coloma-Rivero y col., 2022, Taminiau y col.,2002; Delrue y

col., 2005).

Estas observaciones apoyarian la idea de que la formacion de la biomasa
adherida esta en estrecha relacion al producto génico de BAB2 0534 de B.

abortus 2308 participando en el ciclo de vida normal de B. abortus 2308.

Investigamos la expresion de la proteina codificada por el marco de lectura
BAB2 0534 en presencia de cantidades definidas de cobre en donde se
propuso la hipotesis de que la expresion del gen BAB2 0534 podria ser
activada por un cambio en el medio ambiente que pueda estresar el normal

crecimiento de la bacteria.

Para ello se sometid al crecimiento de la B. abortus 2308 y las cepas en
estudio en un medio creciente de CuCl, encontrando que en la cepa mutante el

crecimiento baja considerablemente en cambio en la cepa normal y
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complementada crecieron de manera normal, dejando la posibilidad de que
esta proteina pueda cumplir un papel regulador en el crecimiento en un medio

alto en cobre como funcion detoxificadora del entorno.

Informes relacionados muestran que la expresion del gen de la oxidasa
multicobre en Mycobacterium. tuberculosis y Campylobacter jejuni aumentod

al ser cultivadas en un medio rico en cobre (Holmes y col., 2005; Ward y col.,

2008).

Los modelos de infeccion celular se correlacionaron positivamente con la
infeccion de ratones, donde la cepa mutante B. abortus 2308 ABAB2 0534, en
comparacion con B. abortus 2308 y B. abortus ABAB2 0534 (pBV1-
BAB2 0534), se elimin6 significativamente del bazo de los ratones. a las 4
semanas pi debido a que las cepas mutantes para BAB2 0534 reducen la
expresion de la proteina en si, tomando en cuenta la accién de esta
multicobreoxidasa tipo lacasa se puede considerar probable que esa funcion

sea vital al momento de alcanzar el nicho replicativo en un modelo in vivo.

Ademas, se observaron diferencias entre los ensayos in vivo € in vitro, donde
B. abortus 2308 permaneci6 durante mas tiempo en ratones que macrdfagos o
c¢lulas epiteliales, lo anterior estd en relacion a lo informado en diferentes

estudios donde las infecciones in vivo pueden ser mas persistentes que las in
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vitro, porque B. abortus establece una infeccidon persistente en un '"nicho
protegido" (p. €j., células B) lo que obstruye una respuesta inmunitaria eficaz

dentro del huésped o por la formacion de granulomas donde persisten

bacterias en bazo (Goenka y col., 2012; Grill6 y col., 2012).

En este caso, a las 4 semanas pi, la cepa complementada tuvo una respuesta
menor en comparacion con el tipo salvaje, pero mayor que la cepa mutante,
una tendencia a perder su capacidad de infeccion y persistencia en el huésped,

asi como B. abortus ABAB2 0534.

Esto puede deberse a que los ratones no fueron tratados con ampicilina, un
antibidtico requerido para el mantenimiento de la complementacion del
plasmido, que no se usé porque no pudo alcanzar la concentracion requerida
en el sitio de infeccion, atravesar las membranas celulares del huésped o
porque los ratones tratados pudieron cambiar su microbiota natural, alterando

asi los resultados (Krute y col., 2016).

En consecuencia, estos resultados demuestran que el marco de lectura
BAB2 0534 codifica a una proteina importante en la virulencia de este

patogeno.

Los macréfagos, como células inmunes importantes en el hospedador, juegan

un papel importante en la eliminacion y el control de Brucella (Lee y col.,
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2016). Los macrofagos pueden matar a la mayoria de las Brucella invasoras,
pero una pequeia porcion puede evadir el sistema inmunologico y sobrevivir
y propagarse en los macrofagos (Osman y col., 2016). Ademas, Brucella
puede inducir la apoptosis de los macréfagos y, por lo tanto, evadir el sistema
inmunitario (Miraglia y col., 2016). Desafortunadamente, los mecanismos
especificos de supervivencia intracelular y el mecanismo de escape

inmunoldgico atn no estan claros.

Las especies reactivas de oxigeno (ERDOS) es el segundo mensajero de la
apoptosis celular (Carrasco y col., 2016). Después de que las células reciben
sefiales pro-apoptoticas, aumenta la produccion de ROS, lo que puede
conducir a un aumento de la entrada de Ca®’, activacion de la caspasa vy,

finalmente, muerte celular (Sun y col., 2016).

En este trabajo se describié de qué manera esta proteina tipo lacasa participa
de la evasion de la respuesta inmune precisamente en respuesta a la
produccion de ERDOS en macrofagos, es por esto que al analizar los
resultados obtenidos en cultivos de macrofagos RAW 246.7 infectados con las
cepas de estudio encontramos una relacidon marcada entre la produccion de
ERDOS por parte del hospedador y como estos disminuyen en presencia de la
proteina tipo lacasa codificada en el marco de lectura BAB2 0534 presente en

B. abortus 2308.
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No obstante, las especies reactivas de oxigeno parecen estar presentes en alto
titulo en macréfagos infectados con la cepa mutante lo que condice con la
curva de sobrevida en macrofagos RAW 246.7 con la cepa mutante donde esta
cepa tiene un tiempo de vida media bastante menor en relacion a la cepa
normal deduciendo en este caso que la proteina participaria en la evasion de la
respuesta inmune en macrofagos RAW246.7 disminuyendo la accién de

ERDOS intracelularmente.

Se ha mencionado que los macrofagos infectados con Brucella cambian su
metabolismo a uno dependiente de lactato (Metabolismo de Warburg), (CyzZ
y col., 2018) al evaluar la produccion de lactato en macroéfagos RAW 246.7
infectados con las cepas de estudio nos encontramos con que la produccion de
lactato en macréfagos infectados con la mutante disminuye en relacion a la
cepa de Brucella normal, entregdndonos un detalle importante en relacion a la
influencia de esta proteina en el cambio de metabolismo presente en
macrofagos infectados. Sin embargo, estos resultados no son suficientes para
poder determinar un cambio de polaridad de macroéfagos de uno Ml
(proinflamatorio) a uno M2 (antinflamatorio o mas pasivo en su funcion

macrofagica).

Al revisar los resultados de la produccion de interleucinas como IL-10, TNF-

o, ¢ IL-4 desde cultivos de células RAW 246.7, existe un aumento en la
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produccion de TNF-a en células infectadas con la cepa mutante, siendo este
resultado concomitante con una atenuacidén de la resistencia del hospedador
frente a la infeccidn por Brucella y con esto también una disminucién de la

infiltracidon macrofégica a los sitios de infeccion.

Por otro lado, en el mismo caso de infecciébn con la cepa mutante en
comparacion con el control salvaje de Brucella existe un aumento de IL-4,
infiriendo que esta proteina estd participando de la activacion de linfocitos
Th2 por una via diferente a la descrita en la produccion de IL-10 ya que esta
misma citoquina disminuye en los macrofagos infectados con la cepa mutante
por lo que no estaria estimulando la activacion de linfocitos Th2 CD4+, esto
podria indicar que esta proteina estaria involucrada en un mecanismo de
atenuacion de la respuesta inmune o participaria en alguna ruta metabdlica no

descrita aan.

Considerando que la funcion de multicobre oxidasa es catalizar la oxidacion
de Cu’, se realizaron ensayos de oxidacion usando sustrato con grupos
fenolicos e inddlicos (L-DOPA), dando con un hallazgo en la formacion de un
pigmento oscuro tipo melanina. Este se encontro tanto en cultivos en caldo de
brucella como en agar brucella, para las cepas salvaje y complementadas no
obstante no se aprecia un cambio de color en el cultivo para la cepa mutante,

pero si en el control de B. abortus 2308 lo que puede sugerir que la proteina
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codificada por el segmento génico BAB2 0534 estd involucrada en la

formacion de estos pigmentos tipo melanina como se describi6 anteriormente.

Se realizé la extraccion de este pigmento presente en los cultivos con
diferentes sustratos precursores de melanina in vifro, con el objetivo de
realizar un analisis espectroscopico de infrarrojo esto entregd6 como resultado
que son compuestos de tipo melanina modificados de la familia de las
eumelaninas con capacidad de ser solubles lo que les permite estan infiltrados
en tejidos y ser removidos celularmente por accion macrofagica (Papon y col.,

2020; Gongalves y col., 2020; Tajima y col., 2019).

Los resultados espectroscopicos de infrarrojo sugieren que los pigmentos
obtenidos de los cultivos con los sustratos respectivos si bien difieren en
ciertos grupos quimicos funcionales pertenecen organicamente a las familias
de las melaninas, llamandoles melaninas atipicas solubles, un polimero negro-

marron de dcidos carboxilicos de dihidroxiindol y sus formas reducidas.

El hallazgo de la presencia de este pigmento tipo melanina presente en cultivo
de agar difunde al medio externo sin quedar presente en las membranas de la
bacteria existiendo colonias blanquecinas y por otro lado que es capaz de ser
soluble dandole la posibilidad de ser hidratado y movilizado (accién también

vista en tejidos sometidos a tincion).
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Este pigmento—se encontr6 en cortes histologicos de diferentes tejidos
provenientes de ratones BALB/c infectados con las cepas de estudio, y segiin
los resultados explicaria algunos hechos con relacion al comportamiento de
Brucella en su hospedador, especialmente el relacionado a la evasion de la
respuesta inmune mencionada anteriormente y estd relacionada con la
disminucion de la respuesta oxidativa dada por la produccion de ERDOS. Esta
melanina soluble presente en tejido y a nivel intracelular actuaria a manera de
escudo protector disminuyendo la accidn antimicrobiana de los ERDOS ya
que en estos pigmentos tipo melaninas existen muchos grupos aromaticos que
quelarian a los radicales libres disminuyendo su accidén desestabilizadora de
estructuras funcionales de la bacteria esto descrito previamente en

Cryptococcus neoformans (Wang y Casadevall, 1994).

Con lo anterior, asi como el sistema inmune es abundante en L-DOPA (DA),
lo mismo ocurre con el sistema nervioso central, por lo que se piensa que la
mielinizacion del sistema nervioso, le confiere a Cryptococcus una ventaja
selectiva y un tactismo positivo hacia la colonizacion del sistema nervioso

central, principalmente corteza cerebral (Eisenman y col., 2007).

Evento similar que ocurre con la infeccion crénica por Brucella, que puede
llegar a provocar neurobrucelosis, pero que no ha sido identificado hasta ahora

el porqué de este cuadro (Gomez-Ruiz y col., 2018).
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Dentro de los procesos descritos anteriormente en este trabajo debemos
sefialar que existe similitudes en las interacciones intracelulares de Brucella
abortus con el hongo Cryptococcus, como la formacion de vacuolas
contenedoras, acidificaciéon del medio en su interior y la activacion del
metabolismo de Warburg en macrofagos infectados con Brucella abortus
(CzyZ y col., 2017), la producciéon de 6xido nitrico por activacion de la 6xido
nitrico sintasa como un mecanismo de regulacion de la secrecion de IL-1f3 via
inflamosoma NLRP3 (Mishra y col., 2013; Campos y col.,, 2019), la
remodelacion del espacio citoplasmatico con el reordenamiento de Ila

estructura mitocondrial y el cambio de ciclo de crecimiento celular (Deghelt y

col., 2014).

Este hongo produce varias proteinas del tipo lacasas, las que usan como
sustrato las catecolaminas para producir melanina intracelular (Eiseman y col.,
2007) esta melanina participa en la evasion de la respuesta inmune,
aminorando la accion antimicrobiana de ERDOS en macréfagos, y esta lacasa
fingica disminuye la disposicion de catecolaminas intracelular y por ende la
sefializacion celular (Kawano y col., 2018), para la correcta homeostasis de los
procesos de oxido-reduccion (REDOX) en las células del sistema inmune

(Casadevall y col., 2000).
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Con base a estos resultados podemos sefialar que la actividad de la proteina
cobre oxidasa en estudio es necesaria para la fisiologia basica de esta bacteria,
probablemente durante el proceso de alcanzar el nicho celular, dandole Ila
capacidad a B. abortus 2308 de escapar de la via endosomal/fagolisosomal y
desarrollar un nicho de replicacion en macrofagos, lo que le permite sobrevivir

y replicarse intracelularmente en células eucariotas.

Ademas de participar de manera directa en un cambio metabdlico en la célula
hospedador, sin poder confirmar que es un cambio de polarizacion de M1 a

M2 en macrofagos RAW 264.7.

Ciertamente el marco de lectura BAB2 0534 de Brucella abortus 2308, que
sintetiza una lacasa bacteriana esta involucrada en la formacidn de eumelanina

bacteriana que estaria actlia como factor de virulencia.
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Conclusion.

Nuestro estudio muestra que la proteina codificada en el marco de lectura
BAB2 0534 es una multicobre oxidasa y contribuye a la tolerancia al cobre de
B. abortus 2308 por otro lado su delecion no es letal en el crecimiento de la
bacteria, pero si existe un cambio en relacion a la cepa normal. El producto
génico de BAB2 0534 estd directamente involucrado en el crecimiento
bacteriano, la formacioén de biomasa adherente sobre una superficie inerte, la
disminucion de ERDOS y la produccion de lactato en macréfagos RAW264.7,
esta relacionado con el importante hallazgo de la presencia de eumelanina en

tejido de organos de ratones BALB/c infectados con las cepas en estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Diseiio esquema de plasmido pVB1 vector de inserto BAB2 0534

presente en cepa B. abortus 2308 complementada.

pVBIl = Transformation vector base

HindIII,1
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Anexo 2

Protocolo modificado de extraccion de melanina desde cultivos con
diferentes sustratos precursores de melanina (Dopamina, L-DOPA vy

Acido Homogentisico HA).

(Modificado de Choi, 2021)
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2. Secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por el marco de
lectura BAB2_ 0534 de B. abortus 2308 obtenido por plataforma UniProt
(Q2YKWO0_BRUA2).

>tr|Q2YKWO|Q2YKWO BRUA2 Multicopper oxidase, type 1:Multicopper oxidase,
copper-binding: Twin-arginine translocation pathway signal OS=Brucella abortus (strain
2308) 0X=359391 GN=BAB2 0534 PE=4 Sv=1
MGLPYEQAAGENATAGGTWGESAQYVCHDGMWRHCPSGGWVQHLRSGAGFRL
AAACIRLERKQPVWGVAPSNSSSCLIEQIAAGFPAAMTIIVWRLIMTGITRRRLLAL
GASAACVAALRPLGAFAQDAHQHMRHGAVDAPVLKAPPLPLPPLVEPDASGIVRL
KVQKGRHSFAKGSTAASAGINGAYLGPLVRLMSGESVTLSVENAMDEETTLHWH
SLFVPSHLDGGPHNVIAPGAKWEPKVAVNQPASFNWFHPHLHGHTARQAHMGIA
GLMIVRDGKDAERGLPETYGVDDLPLVLQDRRVIEGDAVYAPDIMDLIHGFRGDW
LIVNGAIAPEARVPAAMVRLRLLNGANARNFHIRFADGRPLLVIASDGGFISQPVSI
EQLTISPGERYEVLVDFSNGEAVDLVTYGDNGSGDGLHLMRFTVDPALEGRVAKP
PVSLDGPAAPDEKLSVQRRSFFFDERMAENMKLMMRQPSSNPHASGDDMDHME
MGSMAGMDHDMHGSRSAADAGPALDALTSGVQMAIADKPFDMERIDVEAKLGS
WEIWELTSREMAHPFHIHGASFRILSMNGKKPPAHQTGWKDTALIDGKAEILVHFD

REAARSHPFMFHCHLLEHEDVGMMAQFVTV
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Anexo 3

Tejidos BALB/c infectados con diferentes cepas de estudio de Brucella
tefiidos con técnica de Hematoxilina-Eosina.

Tejido: Cerebelo. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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Tejido: Rifion. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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COMPLEMENTADA

Tejido: Higado. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 40x. Granulos basofilos en los

hepatocitos peri-vénula hepatica central.
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Tejido: Higado. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. Granulos basofilos en los

hepatocitos peri-vénula hepatica central.

Tejido: Cerebelo. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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Tejido: Rifion. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.

Tejido: Cerebro. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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Tejido: Higado. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 40x. Granulos basofilos en los

hepatocitos peri-vénula hepatica central, mas presencia de infiltrado de linfocitos en zona 3.

Tejido: Higado. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. Granulos basofilos en los

hepatocitos peri-vénula hepatica central, mas presencia de infiltrado de linfocitos en zona 3.
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Tejido: Rifion. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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Tejido: Cerebro. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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Control

Tejido: Higado. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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Tejido: Cerebro. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.

Tejido: Bazo. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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Tejido: Rifion. Técnica: Hematoxilina eosina. Aumento: 10x. No se observan lesiones.
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Anexo 4

Alineamiento de secuencias de aminoacidos entre Brucella abortus 2308
(ORF BAB2 0534) y Orobachtrum sp.

30 40 50 70 80

Brucella_abortus_2308_BAB2_0534/1-674

Consensus
MGLPYEQAAGENATAGGTWGESAQYVCHDGMWRHCPSGGWVOHLRSGAGFRLAAACIRLE +0RKOQPYVWGYAPSNSSSCL

¥ , E?D , 1|DD 120 , 1|30 , 1‘40 , 1|50 BD 1 70 1BD 1|90
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Esquema hipotético interaccion producto génico BAB2 0534 de Brucella
abortus 2308 con ambiente extra e intracelular del macrofago

hospedador.

Esquema hipotético de formacién de pigmento tipo melanina por Brucella abortus 2308
fagocitada por macrofagos murinos in vivo.

oopn oK J o Melanine
Brucella abortfus 2308 Ho R b
-h
Jy BAB2_0534
-t [

ﬂ Soluble
Melanin

Endoplasma \‘ - ) Q

Reticulum
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Tardio h 3

_° s e
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Phagolysosome

Figura 26: Esquema hipotético propuesto para la formacion del pigmento
tipo melanina por Brucella abortus 2308 fagocitado por macrofagos
murinos in vivo. (A) una vez internalizada B. abortus 2308 por los
macrofagos murinos, se encuentra involucrada en procesos que le permiten
adquirir en su vacuola membranosa otras proteinas (B) que le permiten el

normal transito intracelular, algunas bacterias son exocitadas de la célula con
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sus proteinas de membrana activas entre ellas el producto genico del marco de
lectura BAB2_0534 (C) el que por medio de reacciones exogeénicas (sin la
intervencion de ATP) al estar en presencia del sustrato (L-DOPA) tanto
extracelular como intracelular asociado a proteinas por las cuales circula por
los transportadores de dopamina estaria formando este pigmento tipo melanina
(D), la que es acumulada en los tejidos intersticiales y asi también ocurre el
mismo procedimiento a nivel intracelular acumulandose (E) dentro de los
macrofagos permitiendo movilizar estos pigmentos y provocando diferentes
cambios a nivel intracelular como disminuyendo el efecto microbiocida de
ERDOS vy permitiendo el cambio metabolico de macrofagos murinos

aumentando la produccién de lactato (F)
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