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La respuesta de fase aguda (RFA) comprende una serie de procesos fisioldgicos vy
metabdlicos que se inducen ante situaciones que representan una amenaza para el
organismo (infecciones...) y que alteran los mecanismos homeostaticos, con el fin de que
éste vuelva a la situacidon normal. Un aspecto peculiar de la RFA es el papel fundamental
que tiene el higado, en el que se producen multiples cambios que tienen como
consecuencia la modificacion de los niveles de proteinas plasmaticas sintetizadas por él,
conocidas como proteinas de fase aguda (PFA).

La brucelosis es una zoonosis de amplia distribucién en nuestro pais que causa grandes
pérdidas econdmicas en nuestra ganaderia y que produce mas de un millar de casos
humanos anualmente. La gestion sanitaria de la brucelosis humana esta directamente
relacionada con la eliminacion de la brucelosis animal, por lo que la investigacidén orientada
al desarrollo de una mejor profilaxis animal esta plenamente justificada. En los ultimos afios
se han aislado nuevas especies de Brucella en distintos huéspedes de las que se desconoce
su virulencia y capacidad de transmisién a los animales de interés econémico y al hombre.
Una de estas ultimas cepas ha sido descrita como patdgeno de la rana (Brucella spp. BR3).

La hipdtesis que se ha planteado en este trabajo es que “las PFA en ratdn podrian servir
para monitorizar la infeccion por Brucella y distinguir una infeccién crénica (propia de
B. suis) de una infeccién moderada (propia de BR3)”. El objetivo principal de este trabajo
ha sido determinar las PFA en ratdn y su posible uso como biomarcadores de infeccion por
B. suis y BR3.

En este estudio se ha visto que la infeccion realizada con BR3 es cronica, al igual que la de
la cepa de referencia B. suis, ya que los ratones no consiguen eliminar las bacterias en el
periodo de tiempo estudiado (tres meses). El peso y las unidades formadoras de colonias
(UFC) en higado/bazo evidencian que la cepa B. suis es mas virulenta. En ambas infecciones
se ha observado un aumento significativo en las concentraciones séricas de la haptoglobina
(Hp), la hemopexina (Hx), el amiloide A sérico (SAA), la cadena pesada 4 del inhibidor de la
tripsina inter-a (ITIH4) y la ai-glicoproteina acida (GPA) durante la RFA, siendo mucho
menor para la cepa BR3; por ello, los valores de la concentraciéon de estas PFA permiten
distinguir el tipo de infeccidn. La transferrina (Tf) sdlo aumenta en la infeccidn por B. suis.
La apolipoproteina Al (ApoA1l), la proteina C reactiva (CRP) y el inhibidor de la ai-cisteina
proteasa (ICP) no varian en ninguna de las dos infecciones, por lo que no pueden
considerarse PFA en raton. Se ha detectado la respuesta de inmunoglobulinas (lgs) totales
y de 1gG3 contra el lipopolisacarido (LPS) de B. abortus, principal antigeno comun de las
cepas lisas de Brucella, a partir del dia 28 post-infeccion por B. suis.



The acute phase response (APR) includes a series of physiological and metabolic processes
that are induced in situations that suppose a threat to the body (i.e. infections) and alter its
homeostatic mechanismes, in order to come back to the normal situation. A peculiar aspect
of the APR is the fundamental role of the liver, in which many changes take place, that have
the effect of altering the levels of plasma proteins synthesized by him, known as acute phase
proteins (APP).

Brucellosis is a widespread zoonosis in our country, which causes great economic losses in
our breeding and produces more than a thousand human cases annually. Health
management of human brucellosis is directly related to the elimination of animal
brucellosis, so research aimed at developing a better animal prophylaxis is fully justified. In
recent years, there have been isolated new species of Brucella from different hosts, in which
virulence and transmission capacity to the animals of economic interest and humans is
unknown. One of the latter strains has been described as a pathogen in frogs (Brucella spp.
BR3).

The hypothesis that has been proposed in this study is that “the mouse APP could serve to
monitor Brucella infection and distinguish a chronic infection (typical of B. suis) of a mild
infection (typical of BR3)”. The main objective of this study has been to determine mouse
APP and its possible use as biomarkers of infection with B. suis and BR3.

In this study, it has been shown that BR3 infection is chronic, like B. suis reference strain,
since mice fail to eliminate the bacteria in the studied period (three months). Weight and
colony-forming units (CFU) in liver/spleen show that B. suis is the most virulent strain. In
both infections it has been observed a significant increase in serum concentrations of
haptoglobin (Hp), hemopexina (Hx), serum amyloid A (SAA), inter-a-trypsin inhibitor heavy
chain 4 (TIH4) and ai-glycoprotein acid (GPA) during the APF, being much lower for BR3
strain; therefore, the values of the concentration of these APF allow to distinguish the type
of infection. Transferrin (Tf) only increases in B. suis infection. Apolipoprotein A1 (ApoAl),
C reactive protein (CRP) and ai-cysteine proteinase inhibitor (ICP) don’t change in either
infections, so they cannot be considered APF in mouse. It has been detected the response of
total immunoglobulins (Igs) and IgG3 against the lipopolysaccharide (LPS) of B. abortus, the
main common antigen of Brucella smooth strains, from the day 28 post-infection by B. suis.
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SAA: Amiloide A sérico (Serum amyloid A)

SDS: Dodecilsulfato sédico (Sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS polyacrylamide gel electrophoresis)
TA/RT: Temperatura ambiente (Room temperature)

TGF-B: Factor de crecimiento transformante B (Transforming growth factor- 8)

TLR4: Receptor de tipo Toll 4 (Toll-like receptor 4)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral o (Tumor necrosis factor-a)

Tf: Transferrina (Transferrin)

UFC/CFU: Unidades formadoras de colonias (Colony-forming units)
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Antecedentes y objetivos

1. Antecedentes y objetivos

En nuestro laboratorio (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de
la Universidad de Zaragoza) se tiene amplia experiencia en la respuesta de las proteinas
de fase aguda (PFA) en distintas especies, como la porcina, la bovina y en rata. En este
trabajo se aborda por primera vez la respuesta de estas proteinas en una infeccion

experimental en ratén con Brucella.

Los animales superiores responden de forma inmediata al dafio tisular y las infecciones
gue representan una amenaza para la integridad del organismo mediante importantes
alteraciones en los mecanismos homeostaticos que rigen bajo circunstancias normales.
Estas alteraciones constituyen, en un amplio sentido, la respuesta de fase aguda (RFA).
Un aspecto particular de esta RFA es el papel fundamental que tiene el higado, en el que
se producen cambios de peso, ultraestructura y enzimaticos, y que tienen como

consecuencia la modificacion de los niveles de proteinas plasmaticas sintetizadas por él.

La brucelosis es una zoonosis de amplia distribucién en nuestro pais que causa unas
grandes pérdidas econdmicas en nuestra ganaderia y que produce mas de un millar de
casos humanos anualmente. La gestidon sanitaria de la brucelosis humana esta
directamente relacionada con la eliminacidon de la brucelosis animal, por lo que la
investigacion orientada al desarrollo de una mejor profilaxis animal estd plenamente
justificada. Hasta el momento, las vacunas vivas atenuadas B. abortus S19 (para ganado
vacuno) y B. melitensis Revl (para ganado ovino y caprino) son las Unicas que han
demostrado ser eficaces para controlar y erradicar la brucelosis animal. Sin embargo,

presentan el inconveniente de interferir en el diagndstico de la infeccién.

En los ultimos afios se han aislado nuevas especies de Brucella de diferentes huéspedes
anfibios, marinos y roedores de las que se desconoce su virulencia y capacidad de
transmisidn a los animales de interés econdmico y al hombre. Estas nuevas cepas son
consideradas como patégenos emergentes y se hace necesario definir su virulencia.
Ademas, también es factible su utilizacién como posibles cepas vacunales para la
profilaxis de la brucelosis animal. Una de estas ultimas cepas ha sido descrita como
patégeno de la rana (BR3). Sin embargo, todavia se desconocen los factores de

atenuacion de la virulencia implicados en dicha patogenicidad.



La hipdtesis que se ha planteado en este trabajo es que “las PFA en ratdn podrian servir
para monitorizar la infeccién por Brucella y distinguir una infeccidn crénica (propia de
B. suis) de una infeccion moderada (propia de BR3) y que esta ultima podria utilizarse

III

coOmo Cepa vacuna

El objetivo principal de este trabajo ha sido determinar las PFA en ratdn y su posible uso

como biomarcadores de infeccion por B. suis y BR3.
Los objetivos especificos han sido:

1. Realizacién de las infecciones con B. suis y BR3 en ratones BALB/c. En el dia 0
(previo a la infeccion) y los dias 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84 post-infeccion se han
recogido las siguientes muestras: bazo, higado y suero sanguineo.

a. Monitorizacidn de la infeccion mediante cultivos de bacterias de muestras de
bazo e higado para calcular las unidades formadoras de colonias (UFC).
b. Estudio de la evolucién del peso del bazo e higado durante la infeccion.

2. Estudio de la evolucidn de los niveles séricos de las proteinas de fase aguda.

a. Las descritas como de fase aguda positiva en raton: ai-glicoproteina acida
(GPA), haptoglobina (Hp), hemopexina (Hx) y amiloide A sérico (SAA).

b. Las proteinas de dudosa clasificacién en ratén: apolipoproteina A1 (ApoAl) y
proteina C reactiva (CRP).

c. Las proteinas de fase aguda negativa en ratén: transferrina (Tf).

d. Y dos proteinas poco o nada estudiadas en ratdn: una proteina descrita como
principal proteina de fase aguda en rata, el inibidor de la a;-cisteina proteasa
(ICP) y la cadena pesada 4 del inhibidor de la tripsina inter-o (ITIH4).

Los métodos utilizados para cuantificar las proteinas han sido: Western blot

seguido de inmunoprecipitacion (Ouchterlony), inmunodifusion radial (Mancini),
dependiendo de la reactividad de los antisueros disponibles, y/o ELISA,
dependiendo de su eficacia y disponibilidad en el mercado.

3. Estudio de la evolucion de los niveles séricos de las proteinas totales por el
método Bradford.

4. Deteccion de anticuerpos contra el lipopolisacarido (LPS) de B. abortus inducidos

por B. suis y BR3.



Introduccion

2. Introduccidon

2.1. La respuesta de fase aguda
La respuesta de fase aguda (RFA) comprende una serie de procesos fisioldgicos y
metabdlicos muy complejos que se inducen ante situaciones que representan una
amenaza para el organismo, como estrés, infecciones, quemaduras, cirugia mayor,
crecimiento neoplasico, alteraciones inmunoldgicas o agentes quimicos que provocan
dafio tisular. Esta respuesta es un mecanismo homeostatico que tiene como finalidad
lograr que el organismo vuelva a la situacién normal, y para ello implica la activacion de
la respuesta inmune. Al inicio de la agresidn, la supervivencia del individuo depende de
la destreza de su inmunidad innata para combatir las causas que la provocaron; pero
mas adelante, la inmunidad adquirida es la responsable de desarrollar unas respuestas
humoral y celular especificas. Generalmente, este proceso revierte pocos dias después
de la desaparicidén de la causa que lo provocd, sin embargo, si la causa persiste puede

darse una inflamacién crénical™.

Pocas horas tras el inicio de la RFA se pueden observar cambios en un gran numero de
procesos fisioldgicos, endocrinos y metabdlicos (Tabla 1)°. Se aprecian cambios en el
calibre, la permeabilidad y el flujo vasculares; se produce la agregacion de leucocitos en
las zonas inflamadas; vy, si es necesario, se activan las vias de coagulacion y del
complemento. El tejido inflamado y el sistema vascular circundante liberan citoquinas
que actian sobre diferentes drganos diana, dando lugar a una reaccidn sistémica®=2. Una
de las principales manifestaciones clinicas es la aparicion de fiebre, que refleja un
reajuste en el centro de termorregulacion. También se produce un incremento en el
numero de granulocitos sanguineos y en la sintesis de varias hormonas, como insulina,
glucagdén, hormona adrenocorticotropa (ACTH), aldosterona, vasopresina, tiroxina y
hormona del crecimiento, entre otras®. Asimismo, se modifican las concentraciones
séricas de algunos iones, como cobre, hierro y zinc'%'!, y disminuyen los niveles de
vitamina A y de a-tocoferol'>. Los cambios metabdlicos mas relevantes son el
incremento del catabolismo proteico y de la gluconeogénesis. Ademas, se produce un
balance negativo del nitrégeno, que conlleva a una pérdida de la masa muscular, y una

disminucion de la lipogénesis, que deriva en un descenso del colesterol asociado a las



Introduccion

lipoproteinas de baja y alta densidad (LDL y HDL) y en una bajada general de esta ultima
fraccién de lipoproteinas®3. El higado sufre alteraciones en su tamafio, ultraestructuray
actividad metabdlica; y, puesto que es responsable de sintetizar la mayor parte de las
proteinas plasmaticas, se modifica considerablemente la sintesis y secrecién de varias
de éstas, a las que se les llama proteinas de fase aguda (PFA)!. Las concentraciones de
estas PFA pueden aumentar (PFA positivas) o disminuir (PFA negativas) en cuestion de

horas o dias durante el proceso*.

Tabla 1. Cambios que se producen en la respuesta de fase aguda®.
Neuroendocrinos Fiebre, somnolencia, anorexia
Aumento de la secrecién de cortisol y hormona adrenocorticotropa
Aumento de la secrecién de vasopresina
Disminucidn de la secrecion del factor de crecimiento | similar a
insulina
Aumento de la secrecién adrenal de catecolaminas
Hematopoyéticos Anemia en enfermedades crénicas
Leucocitosis
Trombocitosis
Metabdlicos Balance negativo del nitréogeno y pérdida muscular
Osteoporosis
Aumento de la gluconeogénesis hepatica
Aumento de la lipogénesis hepatica
Aumento de la lipdlisis en el tejido adiposo
Disminucidn de la actividad lipoproteina lipasa en el musculo y en el
tejido adiposo
Caquexia
Hiperglucemia e hipocolesterolemia
Alteracidn del metabolismo proteico hepatico
Constituyentes no Hipozincemia, hipoferremia, hipercupremia
proteicos del plasma  Disminucidn de las concentraciones de retinol plasmatico
Aumento de las concentraciones de glutation plasmatico

En la cascada de eventos que se desarrollan durante la RFA interviene de forma
destacada el sistema monocito/macréfago (Figura 1)3. Este sistema celular, activado por
distintos factores, libera una serie de mediadores, entre los cuales las citoquinas de la
familia de la interleuquina-1 (IL-1) o el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) son de
particular importancia en la iniciacion de la siguiente cascada de reacciones en los
fibroblastos y las células endoteliales. Esta primera oleada de citoquinas puede actuar

tanto localmente, activando las células estromales, como a distancia. Sin embargo, hace
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falta una segunda oleada de citoquinas, mediada principalmente por la interleuquina-6
(IL-6), liberada por los fibroblastos y las células endoteliales activadas, para amplificar la

sefial y desencadenar la respuesta la RFA celular®4,

ESTIMULO SISTEMA INMUNE: Tiempo
SISTEMA DEL COMPLEMENTO

Destruccion del tejido  Inflamacion Infeccion Tumores  Opsonizacion

Productos bacterianos: lipopolisacaridos, endotoxinas... Agregacion plaguetaria
RESPUESTA LOCAL + + + Eventos tempranos
(minutos)
FIBROBLASTOS MACROFAGOS LINFOCITOS Th2
CELULAS ENDOTELIALES
l +
Citoguinas tipe il-1  Citoquinas tipo [L-1 ~ IL-4, IL-10
Citoguinas tipo IL-6 Citoguinas tipo IL-6
Citoquinas tipo IL-8
Es
Atraccion de neutrofilos y activacidn local —® TNF-a local
Factores de crecimiento
{insulina, TGF-8, etc.)
RESPUESTA SISTEMICA + + + Eventos tardios
(horas, dias)
p + . +
HIGADO glucocorticoides SISTEMA INMUNE
PGE;*— CEREBRO l
Somnolencia Hipotélamo = Activacion de células
Fiebre Hormona liberadora Estimulacion de la
Anorexia de corticotroping produccion de citocinas
==
PROTEINAS DE FASE AGUDA: Glandula pituitaria =
de tipo 1 y de tipo 2 Corticotropina Glandula adrenal L

Figura 1. Cascada de eventos que se desarrollan durante la respuesta de fase aguda®. En cursiva
aparecen las sustancias biolégicamente activas (hormonas, citoquinas, etc.). Las flechas con el
simbolo “+” indican un efecto estimulador sobre el érgano o tejido sefialado; las flechas con el
simbolo “-” indican un efecto inhibidor sobre el érgano o tejido sefialado; y las flechas negras
muestran la sustancia secretada (en cursiva) o el efecto causado (no cursiva) por la sustancia
que le preceda.

Las células endoteliales ya mencionadas desempefian un papel fundamental en la
respuesta local, ya que, al activarse, aumentan la expresiéon de moléculas de adhesién
en su superficie. Estas interaccionan con los leucocitos circulantes, disminuyendo su
movimiento y facilitando su trasvase hacia el tejido dafiado®. Asimismo, la liberacion

por parte del tejido inflamado de diversos mediadores, como especies reactivas de
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oxigeno, acido nitroso o productos de la cascada del acido araquiddnico, contribuye a la

dilatacion y el aumento de permeabilidad de los vasos sanguineos.

Las citoquinas liberadas durante la inflamacién actdan a distancia, dando lugar a una
respuesta sistémica. Estas citoquinas tienen un gran efecto neuroendocrino, ya que
tanto ellas como sus receptores cognitivos estan presentes en el sistema
neuroendocrino y el cerebro. En animales de laboratorio se ha observado que dichas
citoquinas modulan el metabolismo de los carbohidratos, la grasa y los sustratos
proteicos, regulando el flujo hipotdlamo-pituitario y actuando sobre el cerebro para
reducir la ingesta de comida®®. La fiebre estd mediada, entre otros factores, por IL-6,
IL-1 y TNF-a a través de la induccion de la prostaglandina E; (PGE2)!8. Ademas, la IL-1 y
la IL-6 median también la generacién del ACTH, y en consecuencia la produccion de
cortisol, lo que proporciona un mecanismo de regulacién negativa, ya que los corticoides
inhiben la expresién de citoquinas'®. Pero aun asi, estas citoquinas y otros mediadores

son capaces de desencadenar la RFA hepatica.

En los animales de experimentacién, la RFA se ha estudiado utilizando un amplio rango
de inductores, que abarcan desde la induccion aséptica de la inflamacidn con sustancias
quimicas, lipopolisacdridos (LPS), proteinas y peptidoglicanos bacterianos, hasta las
infecciones con diversos agentes como virus, bacterias, micobacterias y hongos, o

mediante la implantacién de tumores3.

2.1.1. Proteinas de fase aguda
La RFA afecta tanto a la sintesis como al catabolismo de la mayoria de las proteinas
plasmaticas. Asi pues, el término “proteinas de fase aguda” (PFA) se utiliza para designar
a las proteinas plasmaticas cuya concentracion se modifica al menos un 25% debido a

los estimulos inflamatorios?.

Gran parte del conocimiento de las PFA se refiere a la especie humana y a las especies
empleadas en su estudio experimental, como la rata y el ratdn?%21, Se ha visto que el
incremento de la concentracion de las PFA positivas va acompafiado de un descenso en
los niveles plasmaticos de las PFA negativas y que la magnitud de los cambios de

concentracién experimentados por las PFA varia enormemente de una proteina a otra??.
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También se ha observado que existe una gran variabilidad entre la RFA de diferentes
especies, hasta el punto de que una PFA en una especie no lo es necesariamente en otra.
Sin embargo, en general, en todas las especies estudiadas hasta el momento existe un
incremento en la sintesis de la haptoglobina, los fibrindgenos y la ai1-glicoproteina acida
(a excepcién del cerdo) y una reduccién en la sintesis de la albumina, la transtirretina 'y
la transferrina (a excepcion del pollo) durante la RFA. Por el contrario, la proteina C
reactiva, los amiloides Ay P séricos y la a;-macroglobulina muestran grandes diferencias

de una especie a otra. Este trabajo esta centrado en las PFA de ratén (Tabla 2).

Tabla 2. Principales proteinas de fase aguda descritas en raton.

Proteina Concentracion normal Concentracion RFA
a-Glicoproteina acida 0.265 + 0.006 mg/ml* 0.682 +0.189 mg/m|*
0.4 mg/ml* 1+0.2 mg/ml*
ND? +30%%
ND? +50-60%2%, 2.5X%¢
Haptoglobina 0.02 +0.04 mg/m|® 1.795 + 0.64 mg/ml®
0 +0.03 mg/ml¥’ 1.5+ 0.71 mg/ml¥
<0.1 mg/ml** 2.2+1.8 mg/ml**
0-0.1 mg/ml®® 0.3-2mg/ml*®
< 0.1 mg/ml?¥® 1.5 mg/ml®
ND25,26 4x25,26
Hemopexina 0.55 - 1.25 mg/ml*° ND3
ND25,26 4x25,26
Amiloide A sérico 19.06 +10.83 ug/ml? 183.59 + 48.495 pg/ml?
<20 pg/mli* 80 ug/ml*
ND3! 1 mg/ml3!
ND?® 2.5%26

Nota: Las iniciales “ND” significan que no esta descrito en el articulo.

Las PFA varian mucho en sus caracteristicas fisicoquimicas, sus capacidades funcionales
y sus actividades bioldgicas. Las proteinas plasmaticas, al ser proteinas de secrecion, se
sintetizan inicialmente con una secuencia de 15-40 aminoacidos en su extremo
N-terminal, que constituye el llamado péptido sefial®?>. La mayoria de ellas poseen
carbohidratos unidos covalentemente a la cadena polipeptidica, con una estructura
basica comun y gran variabilidad en los componentes, lo que supone un factor adicional
de regulaciéon funcional. La unidén de los oligosacaridos a la cadena polipeptidica se
produce en un residuo de asparargina en el interior de una secuencia consenso del tipo

Asn-X-Ser (Tre), donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina33.
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La RFA es un mecanismo defensivo que se considera importante para superar el periodo
gue sigue a la agresion y conseguir la destruccidén del agente infeccioso, la eliminacién
del tejido dafiado y la reparacién del 6rgano afectado. Por lo tanto, es razonable suponer
que las PFA desempeiien una funcién especialmente necesaria durante este proceso; y
de hecho, esta idea viene avalada por importantes funciones metabdlicas y fisiolégicas

que, aunque todavia inciertas en algunos casos, realizan estas proteinas.

La ai-glicoproteina acida (GPA) se ha considerado como una PFA positiva en todas las
especies de mamiferos estudiadas (a excepcidon del cerdo*) incluyendo el ratén?3-26,
Esta proteina, cuya masa molecular esta entre 41-43 kDa, es de gran importancia en el
metabolismo de drogas y psicotrépicos de caracter bésico® y parece desempefiar una
funcién inmunomoduladora. Se ha observado que inhibe la activacion de los neutréfilos
y que aumenta la secrecién de los receptores antagonistas de la IL-1 por los
macrofagos®®. Ademds, podria aumentar la eliminacién del LPS bacteriano uniéndose
directamente a él, y neutralizando asi su toxicidad. También se ha visto que inhibe la

actividad de las células naturales asesinas®’.

La haptoglobina (Hp) también se ha considerado como una PFA positiva en la mayoria
de las especies de mamiferos estudiadas (humana, rata, conejo, vaca, cerdo, caballo,
perro, gato y oveja) incluyendo el ratén?3-22, La Hp es una glicoproteina de unos 34 kDa
de masa molecular que aparece en la fraccion de las az-globulinas, presente en el plasma
de todas las especies de mamiferos estudiadas3®. Se trata de una de las tres proteinas
plasmaticas, junto con la transferrina y la hemopexina, involucradas en la conservacién
y transporte de la hemoglobina (Hb) y sus metabolitos3°. Su funcién bioldgica se asocia
con la capacidad que posee para formar complejos estables, en proporcion 1:1, con la
Hb*. De esta forma, puede controlar la disponibilidad del hemo circulante, impedir las
pérdidas excesivas de hierro por excrecién en la orina y reducir el dafio oxidativo
asociado a la hemdlisis. El complejo Hp-Hb es reconocido por CD163, un receptor
especifico que se encuentra en los macrofagos, y es eliminado por los fagocitos. Ademas,
otras actividades atribuidas a esta proteina son la estimulacién de la angiogénesis, la
inhibicidn de la catepsina B, la hemaglutinacién viral, la modulacién de la funcién de los
macrofagos, la estimulacién de la formacidon de prostaglandina E3, la inhibicion de la

produccidn de superdxidos y el aumento intracelular de calcio en los neutréfilos® =43,



Introduccion

La hemopexina (Hx) es otra de las proteinas de las que se ha podido demostrar su
pertenencia a la familia de las PFA positivas del ratén?>2¢, ya que su sintesis es inducida
por varias citoquinas en procesos inflamatorios**. Es una proteina plasmaética
involucrada en la conservacion y el transporte de la hemoglobina y sus metabolitos.
Concretamente, tiene una gran afinidad de unién al grupo hemo, encargado de
incrementar la vasopermeabilidad, promover la expresion de moléculas de adhesion y

favorecer la infiltracién de los leucocitos en el tejido durante la inflamacion®.

El amiloide A sérico (SAA) es una de las principales proteinas inducidas con la fase aguda
en ratén®2628314 y también se considera PFA positiva en la mayoria de las especies
estudiadas (humana, perro, caballo, conejo y vaca, entre otras). El SAA designa a una
familia de proteinas polimodrficas, codificadas por multiples genes. Estas proteinas de
bajo peso molecular se encuentran presentes en el suero en forma de complejos con
lipoproteinas de alta densidad (HDL). Durante la fase aguda, el SAA (12 kDa) se une a las
HDL mas densas, denominadas HDLs, desplazando a la ApoAl, lo que modifica el
transporte y metabolismo del colesterol®. El SAA aumenta la capacidad de unién de las
HDLs a los macrofagos, a la vez que disminuye su capacidad de interaccionar con los
hepatocitos*’. Asimismo, se ha visto que, en el ratén, el SAA inhibe la fiebre inducida
por IL-1B y TNF-a y la sintesis de prostaglandina E2*8, por lo que se ha propuesto que
esta proteina desempeiia un papel regulador negativo de dichas citoquinas, capaces de
estimular su sintesis*. Ademas, parece inhibir la respuesta a los antigenos mediada por
linfocitos, dafia la agregabilidad plaquetaria, e induce la migracién y adhesidn de las
células T, y la migracion, adhesidn e infiltracion de los monocitos y leucocitos

polimorfonucleares al tejido?®.

La transferrina (Tf) se ha considerado como una PFA negativa en varias especies de
mamiferos (humana, rata, vaca y caballo) incluyendo al raton. Sin embargo, su
concentracion aumenta en respuesta a inflamaciones inducidas experimentalmente en
pollos y en conejos®. Esta proteina, de 80 kDa, participa en el transporte de metales;
concretamente, del hierro®®. Ademas, parece estar implicada en la respuesta inmune
innata, secuestrando los iones férricos para prevenir que los patégenos y parasitos los

usen como nutriente>l.
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La cadena pesada 4 del inhibidor de tripsina inter-a (ITIH4) es una PFA positiva en
diversas especies (humana, rata, entre otras) y recientemente se ha descrito en ratén®2.
En la especie porcina es muy importante®3, hasta el punto de que también se le llama
Pig-MAP (“major acute phase protein in pigs”, principal PFA en cerdos en inglés). La ITIH4
es una glicoproteina de 120 kDa de masa molecular> que pertenece a una familia de
proteinas plasmaticas que generalmente se ensamblan a partir de dos proteinas
precursoras: una cadena ligera (bikunina) y una o dos cadenas pesadas. La familia de las
cadenas pesadas (ITIHs) consta de al menos 6 miembros: ITIH1, ITIH2, ITIH3, ITIH4, ITIH5
e ITIH5-like o ITIH5L>*. La bikunina, denominada asi porque contiene dos dominios
inhibidores de proteasas tipo Kunitz, se une a las cadenas pesadas H1, H2 y H3 antes de
que éstas sean liberadas a la circulacién sanguinea®. La isoforma ITIH5 también
contiene el motivo conservado de interaccidon con la bikuina®*, pero hasta la fecha no se
ha detectado ningun complejo proteico en el que formen parte ambas moléculas. En
cuanto a la ITIH4, ésta carece de la secuencia consenso de unidn a la bikunina, por lo
gue existe como una molécula libre en el plasma y no posee la actividad inhibidora
caracteristica de las proteinas de esta familia>>°®. A pesar de su evidente implicaciéon en

la fase aguda, todavia se desconoce su funcion bioldgica.

La apolipoproteina Al (ApoA1l) se ha definido como PFA negativa en muchas especies
(humanos, vaca, cerdo y mono). Sin embargo, los estudios en ratén son contradictorios,
ya que unos autores la han considerado PFA negativa®’, mientras que otros han
afirmado que se trata de una PFA positiva®>?®, La ApoA1 que tiene una masa molecular
de 28 kDa, es la apolipoproteina mas abundante en el plasma y el principal constituyente
proteico de las HDL maduras y de los quilomicrones nacientes®®. Su principal funcién
fisioldgica es el transporte lipidico, y actuar como cofactor de la lecitin colesterol acil
transferasa (LCAT), capaz de esterificar el colesterol*®. Existen numerosas publicaciones
que la relacionan con procesos que tienen lugar durante la RFA, y que le otorgan
propiedades anti-inflamatorias, antioxidantes y anticoagulantes®®®3, ademds de

considerarla un inhibidor de la agregacién y toxicidad del péptido amiloide beta®.

El inhibidor de la ai-cisteina proteasa (ICP) es una glicoproteina de 68 kDa de masa
molecular que se descubrié por primera vez en el suero de humanos y ratas. En esta

ultima especie es una de las principales PFA positivas. Su funcion mas relevante es la
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inhibicion de la papaina. Se ha visto que es fisicoquimicamente semejante a la ai-
globulina de fase aguda, pese a ciertas diferencias en el contenido de cisteina y en el
coeficiente de extincion. Por otra parte, la ICP se comporta como una tipica PFA,
incrementando su concentracién en suero tras la induccién de inflamacidon por

turpentina en ratas®.

La proteina C reactiva (CRP) fue la primera PFA caracterizada como tal®®, y uno de los
ejemplos mas destacados de este tipo de proteinas en humanos, en los que su
concentracion puede aumentar cientos de veces sus niveles normales. También se ha
considerado como una PFA positiva en otras especies (rata y vaca); sin embargo, en el
raton su concentracidon es muy baja (inferior a 2 pg/ml) tanto en el suero normal como
en el de fase aguda®”. La CRP pertenece al grupo de proteinas conocidas como
pentraxinas, de las que se han encontrado proteinas homologas en todos los mamiferos.
Consta de una asociacion no covalente de 5 subunidades idénticas, cada una de unos
25 kDa de masa molecular, dispuesta en forma de anillo pentagonal y, a diferencia de la
mayoria de las PFA, no es una glicoproteina®”®®, La CRP juega un papel importante en la
proteccion frente a la infeccion, dada su capacidad para opsonizar bacterias, intervenir
en la eliminacién del tejido dafiado y regular la respuesta inflamatoria®. Ademas, es
capaz de activar la cascada del complemento, interaccionar con receptores especificos
de las células fagociticas para mediar la fagocitosis o inducir la produccion de citoquinas

antiinflamatorias’®.

En general, la magnitud de la RFA esta relacionada con la severidad del proceso
inflamatorio y la extensién de la enfermedad. La cinética de induccidn es variable entre
las distintas PFA, aunque la rapidez y la magnitud del cambio suelen ir juntas’!. El
incremento de la concentracion plasmatica de las PFA se debe fundamentalmente a un
aumento de la velocidad de sintesis, como ha sido demostrado in vitro empleando cortes
y cultivos tisulares, mediante perfusidn de érganos y mediante estudios in vivo?>’2. Las
modificaciones en el catabolismo vy la sintesis extrahepatica generalmente tienen poca
influencia en el fendmeno; aunque se ha visto sintesis de algunas PFA en células distintas
a los hepatocitos, como monocitos, células endoteliales, fibroblastos o adipocitos.
Respecto a las PFA negativas, la informacion existente es mucho mas escasa, ya que los

cambios que sufren suelen ser menores. El descenso de la concentracidon de estas
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proteinas plasmaticas se ha explicado por la necesidad de tener aminoacidos disponibles
para la sintesis de las PFA positivas durante la respuesta sistémica. Esta explicacidon
reduce el papel de las PFA negativas, que serian menos esenciales para la defensa del
huésped, aunque este hecho no ha sido demostrado. Sin embargo, se ha observado que
varias PFA negativas tienen funcion antiinflamatoria’?, lo que explicaria su descenso

durante la inflamacién producida en la RFA.

2.1.2. Regulacién de la expresion de las proteinas de fase aguda
La estimulacidn o inhibicién de la sintesis de las PFA se atribuye al efecto de una serie
de citoquinas y otros factores reguladores secretados por monocitos, macréfagos y
células estromales activadas, que actian como mediadores entre la zona afectada y los
hepatocitos’4. Estos mediadores se pueden agrupar en cuatro categorias: (1) citoquinas
de tipo IL-6, tales como la propia IL-6, la oncostatina M (OSM), el factor neutréfico ciliar
(CNTF), la cardiotropina-1, laIL-11 y el factor inhibidor de la leucemia (LIF); (2) citoquinas
de tipo IL-1, entre ellas IL-10, IL-13, TNF-a.y TNF-3; (3) glucocorticoides; y (4) factores de
crecimiento, como la insulina, el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF-p).
Las citoquinas actlan como estimuladores o inhibidores primarios de la expresién
génica de las PFA, mientras que los glucocorticoides y los factores de crecimiento actuan
a nivel de regulacidn de la accion de las propias citoquinas. Por otro lado, se ha visto que

la IL-8 también puede modular la expresién de algunas PFA3,

El estudio de la regulacidn de las PFA se ha realizado principalmente en experimentos in
vitro, utilizando células de hepatoma HepG2 o HepB3 o cultivos primarios de
hepatocitos a los que se administra IL-1, TNF-o. o IL-6 recombinante, y determinando
después la expresion del mRNA de las distintas PFA a estudio’. Aunque también se han
hecho estudios in vivo administrando las citoquinas directamente a los animales, y
analizando posteriormente lo ocurrido en sus niveles de mRNA hepaticos’®. Segun el
tipo de mediadores que regulan su sintesis, se suele hablar de dos tipos de PFA: las PFA
de tipo |, inducidas por citoquinas tipo IL-1; y las PFA de tipo Il, inducidas por citoquinas
IL-68. Aunque por otra parte, la IL-6 es capaz de estimular directamente la sintesis de la
mayoria de las PFA, por lo que puede actuar de forma sinérgica con las citoquinas de

tipo IL-1 en la estimulacién de las PFA tipo I’. Sin embargo, las citoquinas de tipo IL-1 no
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son capaces de estimular directamente la sintesis de las proteinas de tipo Il y si tienen
alguin efecto sobre su sintesis suele ser de tipo inhibidor®. En general, son PFA de tipo |
la ApoAl, la CRP, la GPA, la Hp de rata, el SAA y el C3; mientras que son PFA de tipo Il la
ITIH4, la Hp humana y de cerdo, el fibrindgeno, la ai-antitripsina y la ceruloplasmina3.
Por lo tanto, en la regulacion de la RFA también existen diferencias entre las distintas

especies.

No parece claro que la produccién de todas las PFA esté controlada de la misma manera,
ya que se dan considerables diferencias en sus incrementos relativos en respuesta a la
inflamacidén. La RFA es el resultado de la actuacion de un gran numero de mediadores,
muchos de ellos posiblemente todavia desconocidos, que actlan sinérgicamente y que
explican la enorme complejidad y diversidad del fendmeno. La expresion de los genes
de las PFA esta regulada fundamentalmente a nivel transcipcional, aunque también
intervienen mecanismos post-traduccionales’’. Los cambios en el patrén de glicosilacion

de estas proteinas se deben al efecto de las citoquinas pro-inflamatorias’®.

La terminacion de la RFA viene moderada por la corta vida media de los mediadores pro-
inflamatorios y por la produccién de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10, IL-4, IL-13
y TGF-B, entre otras. Una de las funciones de la IL-10 es inhibir la sintesis de IL-1, IL-6,
IL-8 y TNF-a. Los excesos de citoquinas pro-inflamatorias pueden ser eliminados por
receptores solubles de citoquinas o por receptores antagonistas y también pueden ser
bloqueados por los glucocorticoides’. Por lo tanto, la terminacién de la RFA parece ser

tan compleja como los mecanismos implicados en su inicio.

2.2. Brucella'
Brucella es una bacteria Gram negativa, facultativa e intracelular que causa brucelosis
zoonodtica en humanos y diversos animales. En todo el mundo se han descrito mas de
medio millén de casos en humanos, aunque debido a la amplia e inespecifica naturaleza
de los signos clinicos el nimero real podria ser mucho mas elevado. Ademas, produce

enormes pérdidas econdmicas en la ganaderia.

i Para la redaccién de este apartado se utilizd la revision “Olsen, S. C. & Palmer, M. V. Advancement of
knowledge of Brucella over the past 50 years” de |a revista Veterinary pathology®3, mds alguna referencia
adicional (indicada como en el resto del trabajo).
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Hace 50 afios, se consideraba que tan sdlo existian 3 especies de bacterias del género
Brucella: B. abortus, B. melitensis y B. suis; generalmente como patdgenos especificos
de su huésped: vacas, ovejas y cabras, y cerdos, respectivamente; en los que causa
infertilidad y abortos. Estas especies pueden infectar y provocar la enfermedad clinica
en seres humanos. Desde principios de 1960, se han identificado al menos 7 nuevas
especies del mismo género: B. ovis (en ovejas), B. canis (en perros), B. neotomae (en
roedores), B. ceti (en cetaceos), B. pinnipedialis (en focas), B. microti (en zorros rojos y
roedores de campo) y B. inopinata (en humanos). Ademas, en los Ultimos afios se han
aislado nuevas especies potenciales, con las caracteristicas tipicas de Brucella, de dos

babuinos nacidos muertos y de ranas-toro africanas®%%2,

En humanos, la mortalidad (provocada principalmente por una endocarditis) no es
comun; pero los sintomas incluyen fiebre, sudores nocturnos, anorexia, poliartritis,
meningitis y neumonia. Los periodos de incubacién pueden ser largos (hasta de 6 meses)
y los sintomas pueden persistir durante afios en ausencia de tratamiento. La infeccién
suele ocurrir por el consumo de productos lacteos sin pasteurizar procedentes de
animales infectados con Brucella, pero también puede suceder por el contacto directo
con animales infectados o con tejidos o fluidos asociados al aborto. La infecciéon se
produce a través de superficies mucosas: por aerosolizacion en tejidos respiratorios, por
consumo oral o por penetracién a través de roturas en la epidermis. Ademas, la
exposicidon inadvertida a cepas vacunales vivas, cominmente por pinchazos de aguja,
también ha sido una fuente frecuente de infecciones en humanos, sobre todo en la
profesidon veterinaria. Por Ultimo, aunque es poco comun, se han reportado algunos

casos de difusidn a través de la leche materna o por transmision venérea.

Multiples estudios han demostrado que la localizacion de la brucelosis en sus reservorios
animales es el mecanismo mas rentable para controlar la brucelosis humana®. Por lo
tanto, la mayoria de las estrategias de control implica la vigilancia de la brucelosis en el

ganado mediante la vacunacién y el uso de test y estrategias de eliminacion.

2.2.1. Entrada celular y actividades intracelulares de Brucella
Brucella penetra el epitelio mucoso y se transporta como bacteria libre, o dentro de
células fagociticas, hasta los ganglios linfaticos regionales. Su ubicacion dentro de estos

ganglios resulta en una hipertrofia de los mismos, en hiperplasia linfatica y
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reticuloendotelial y en inflamacidn. A continuacion, si la bacteria no se localiza y mata
(lo que drenaria el sitio de infeccidn) se replica y propaga por la via sanguinea o linfatica
hacia otros tejidos linforeticulares y 6rganos como el bazo, el tracto reproductivo y/o la

glandula mamaria.

Las especies de Brucella se caracterizan de acuerdo con el aspecto de su membrana
externa en “lisas” y “rugosas”. Esta diferencia se basa en el tipo de LPS que predomina
en dicha membrana. Asi pues, para las cepas lisas predomina el LPS-S (“smooth”, liso en
inglés), mientras que para las cepas rugosas predomina el LPS-R (“rough”, rugoso en
inglés) deficiente en el O-polisacéarido. La entrada de Brucella en las células difiere entre
unas especies y otras dependiendo del tipo de LPS que posean. Las cepas lisas de
Brucella no opsonizadas utilizan el citoesqueleto de la célula huésped para internalizar.
Interactiian con microdominios ricos en colesterol (denominados balsas lipidicas) dentro
de la membrana plasmatica de la célula huésped que facilitan su internalizaciéon por las
células fagociticas. Estas balsas lipidicas también se encuentran en organulos y vesiculas
intracelulares. El O-polisacdrido del LPS de Brucella parece ser una molécula clave para
la interaccion con las balsas lipidicas de las células huésped. También previene la lisis de
la bacteria mediada por el sistema de complemento y la apoptosis de la célula huésped.
La opsonizacion de las cepas lisas de Brucella aumenta la entrada 10 veces y se produce
mediante receptores IgG (Fc) y del complemento (C3b y 4b) presentes en la superficie
de los fagocitos, lo que la dirige hacia el compartimento fagolisosomal®3. Las cepas
rugosas de Brucella son incapaces de mantener interacciones con las balsas lipidicas,
pero son facilmente fagocitadas mediante el reconocimiento por el receptor tipo Toll 4
(TLR4) o por el receptor de manosa que reconoce la carencia del O-polisacarido del LPS.
Como resultado, las cepas rugosas muestran una elevada probabilidad de invasién, ya
gue exponen ligandos si normalmente estan escondidos por la cadena lateral O y
podrian aumentar la capacidad de adherirse a macréfagos. Por ello, Brucella rugosa no
opsonizada es internalizada tan eficientemente como Brucella opsonizada y dirigida

hacia el compartimento fagolisosomal.

Generalmente, las cepas rugosas son incapaces de replicarse, mientras que las cepas
lisas que sobreviven a la fagocitosis mediada por opsonina son capaces de replicarse en

el interior celular de forma eficiente. Los genes necesarios para la sintesis de la cadena
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lateral O juegan un papel importante en el establecimiento del compartimento

replicativo intracelular para las cepas lisas de Brucella.

Dentro de la célula, las cepas lisas de Brucella que han entrado por via de las balsas
lipidicas se dirigen rdpidamente hacia el compartimento endosomal temprano, donde
modifican el fagosoma para formar el denominado brucelosoma mediante la
adquisicion de componentes del reticulo endoplasmatico. Inicialmente se localizan
dentro de fagosomas acidificados, ya que Brucella requiere un pH bajo al inicio de la
replicacion intracelular (pH < 4.5). Asi pues, su localizaciéon en un ambiente acidificado
induce la expresion del operdn VirB, el cual controla la expresidn de genes asociados con
el sistema de secrecién de tipo IV. A continuacién, el operén VirB interactia con el
reticulo endoplasmatico para neutralizar el pH del fagosoma. Las modificaciones
inducidas por Brucella en el fagosoma previenen la fusiéon con el lisosoma. Brucella,
dentro del brucelosoma esta en ambiente con agotamiento de nutrientes y limitada

disponibilidad de oxigeno.

Otro mecanismo utilizado por Brucella para sobrevivir intracelularmente envuelve la
modificacion del contenido lipidico de la membrana limitante del fagosoma. De esta
forma, las cepas virulentas de Brucella expresan una sintasa de glucano ciclico que
produce y secreta glucanos ciclicos de bajo peso molecular. Estas moléculas
interrumpen los microdominios de las balsas lipidicas, lo que inhibe la maduracién del

fagosoma y previene la fusion con lisosomas.

Desde que se descubrié que la muerte oxidativa es el principal mecanismo utilizado por
los fagocitos del huésped para controlar la replicacion de patdgenos intracelulares, se
ha visto que Brucella dispone de multiples mecanismos para desintoxicarse de los
radicales libres. Por ejemplo, expresa dos superdxido simutasas, SodA y SodC, para
eliminar aniones superoxido. Por otro lado, el gen ahpC también podria resguardar
frente a la muerte oxidativa, ya que en otras bacterias protege frente a bajos niveles de
perdxido de hidrégeno y puede eliminar el componente oxidante peroxinitrito. El gen
dps, que juega un papel critico en la resistencia frente a la muerte oxidativa y al pH acido
en otras bacterias, también se ha identificado en Brucella. Por ultimo, la cadena lateral
O también parece proteger frente a péptidos catidnicos celulares y metabolitos del

oxigeno.
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De acuerdo a su naturaleza sigilosa, Brucella también ha desarrollado mecanismos para
escapar de la inmunidad. Asi pues, minimiza la estimulacién de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) por el sistema inmune innato del huésped. La
envoltura celular de Brucella tiene alta hidrofobicidad, y sus LPS tienen una estructura
no canonica que provoca una respuesta inflamatoria reducida y retardada en
comparacion con otras bacterias Gram negativas; asimismo, tiene una menor actividad
estimuladora sobre receptores TLR4. La cadena lateral O del LPS puede formar
complejos con moléculas del MHC-II que interfieren con la habilidad de los macréfagos
para presentar proteinas exdgenas. Las lipoproteinas que posee en su membrana
externa son pobres activadores de la inmunidad innata. Ademas, las bacterias Brucella
estan desprovistas de muchas de las estructuras cldsicas envueltas en la virulencia (pili,
fimbrias, capsulas, plasmidos), las cuales estimulan a los PRRs. La capacidad de Brucella
para prevenir la maduracion del fagosoma y la fusion con lisosomas también podria
interferir con otros procesos de la inmunidad innata y adaptativa. Por ejemplo, se han
identificado proteinas que muestran una gran homologia con moléculas adaptadoras
del TLR, por lo que podrian interferir con su sefializacién. También se cree que la
capacidad de las cepas lisas (pero no rugosas) para inhibir la apoptosis del macrofago
mejora la supervivencia bacteriana manteniendo un ambiente favorable del fagocito,
previniendo la liberacion de la bacteria hacia el ambiente extracelular (donde muestra
una replicaciéon reducida) y contribuyendo a evitar su inactivacion mediada por los
anticuerpos y por el sistema del complemento. Por ultimo, en comparacién a otras
bacterias Gram negativas, Brucella induce una baja tasa de maduracion y activaciéon de
las células dendriticas, lo que podria impedir el desarrollo de la respuesta inmune

adaptativa.

2.2.2. Brucella suis
La cepa B. suis se describidé por primera vez en 1914 en un feto de cerdo abortado en
Indiana. Esta especie presenta multiples variantes (biovars), que cambian en funcién de
la especificidad y el fenotipo del huésped. Asi pues, los biovars 1, 2 y 3 infectan
principalmente a cerdos domésticos y salvajes, y a jabalis salvajes; mientras que el

biovar 4 afecta sobre todo a renos.
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El aborto es el Unico signo clinico observado en el ganado porcino infectado con B. suis,
aungue es mucho menos comun que en el ganado bovino infectado con B. abortus. La
pérdida temprana del feto puede pasar desapercibida y aparentar tratarse de
infertilidad. El aborto, generalmente ocurre en el segundo o tercer mes de gestacion,

aungue también son comunes los lechones nacidos muertos o débiles.

Los jabalis infectados con B. suis se caracterizan por sufrir orquitis. En casos crénicos, los
machos suelen presentar testiculos pequefios y atréficos. Ademas, tanto las hembras

como los machos pueden presentar artritis con cojera o paralisis posterior ocasional.

Por ultimo, los renos infectados con B. suis sufren multiples signos clinicos, entre los que
destacan: abortos, crias débiles, retencion de la placenta, orquitis, epididimitis, mastitis,

artritis y nefritis.

2.2.3. Brucella BR3
La cepa BR3 se aisl6 e identifico por primera vez en 2012, en una cuarentena de ranas-

toro africanas encontradas muertas o moribundas en Tanzania®..

Se ha visto que, de manera similar a B. inopinata y B. microti, las bacterias BR3 son de
crecimiento rapido y presentan un perfil bioquimico similar al de Ochrobactrum.
Ademas, se ha podido demostrar que genéticamente estan estrechamente relacionadas

con Brucella®.

El aislamiento de esta nueva especie de Brucella en anfibios amplia significantemente el
rango ecoldgico del género y sugiere que las cinco clases de vertebrados pueden ser

capaces de servir como huéspedes para Brucella.

Actualmente se desconoce su virulencia y capacidad de transmisién a los animales de
interés comun y al hombre. Por ello, su caracterizacién forma parte de este trabajo en
colaboracién con el CITA (Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de

Aragdn, Dra. M2 Pilar Jiménez de Bagiiés).

2.2.4. Vacunas contra la brucelosis
La vacunacion es una herramienta muy valiosa para ayudar a controlar la brucelosis.
Actualmente, las vacunas mas utilizadas para el ganado son cepas vivas atenuadas, las

cuales resultan muy efectivas previniendo los efectos clinicos de la brucelosis (aborto
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y/o infeccion de la descendencia) que conducen a la transmisidon de la enfermedad.
Concretamente son dos las vacunas de cepas vivas atenuadas: B. abortus S19 (para el

ganado vacuno) y B. melitensis Rev1 (para el ganado ovino y caprino).

Durante los ultimos afios, a pesar de que se han seguido publicando datos sobre nuevas
vacunas candidatas, la mayoria del trabajo se ha dirigido hacia modelos murinos. Asi
pues, el desarrollo de nuevas vacunas para el ganado ha sido escaso. Y del mismo modo,
tampoco se ha conseguido desarrollar una vacuna segura y eficaz contra la brucelosis en

humanos.

Debido a los problemas de seguridad asociados con las vacunas vivas actuales, los
avances tecnoldgicos en la expresion antigénica in vivo, los adyuvantes y los métodos de
entrega resultan atractivos para el desarrollo de vacunas de Brucella muertas con igual
o mejor eficacia que las actuales. Pese a que se han identificado algunos genes que
juegan un papel en la proteccion, el progreso en vacunas de subunidades se ve mermado
por las dificultades que conlleva la caracterizacion de los antigenos de Brucella que
median lainmunidad protectora. Ademas, estos antigenos podrian diferir entre distintas
especies de Brucella. Por todo esto, a pesar de que se prevé que el trabajo de desarrollo
continuard, es imposible pronosticar cuando podra conseguirse una nueva vacuna con

mejores propiedades respecto a las vacunas actualmente disponibles.

2.2.5. Modelos de laboratorio para estudiar la patogénesis de Brucella y la eficacia de
las vacunas
Los ratones endogamicos, particularmente las especies BALB/cy C57BL, son los modelos
de laboratorio mas utilizados para estudiar la patogénesis de la brucelosis. En general,
se utiliza la infeccidn intraperitoneal, aunque también pueden usarse las vias aerosol,
oral e intranasal. Las cargas bacterianas en el bazo y/o higado son comunmente

utilizadas para evaluar la patogénesis.

Los modelos murinos pueden relacionarse mds estrechamente a la infeccién humana,
donde la esplenomegalia es una observacién clinica comun. Sin embargo, cuando las
especies de Brucella infectan sus huéspedes naturales se localizan mas frecuentemente
en tejidos linfaticos, glandulas mamarias y drganos reproductivos, lo que es raro de

observar en modelos murinos. Asi pues, pese a que los modelos murinos son populares
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debido a su bajo coste y a sus reducidos requerimientos, se debe tener en cuenta que
presentan algunas limitaciones tanto a la hora de evaluar la eficacia de las vacunas como
a la hora de entender la patogénesis de la brucelosis en sus huéspedes naturales.
Ademas, debe remarcarse que a excepcion del aborto, el huésped natural generalmente
no muestra enfermedad clinica mientras que los humanos a menudo presentan

sintomas que frecuentemente son cronicos.
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3. Materiales y métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Animales (material bioldgico)
En todos los experimentos se utilizaron ratones hembra de 9 semanas BALB/c silvestres

proporcionados por los laboratorios Charles River (Francia).

3.1.2. Bacterias (material bioldgico)
Se utilizaron dos especies distintas de Brucella (B. suis y BR3), las cuales fueron

proporcionadas por el CITA (Zaragoza, Espafia).

3.1.3. Reactivos del Bradford

Bradford (Sigma, EE.UU.); BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma, EE.UU.); K;HPOa. (di-
Potassium Hydrogen Phosphate anhydrous, Panreac, Espafa); KH,PO4 (Potassium di-
Hydrogen Phosphate, Panreac, Espafia); NaCl (Sodium Chloride for analysis, Panreac,

Espaiia).

3.1.4. Reactivos del Western blot
Acrilamida (Acrylamide/bis-acrylamide 30% Solution, Sigma, EE.UU.); APS (Ammonium
Persulfate, Sigma, Japdn); Azul de bromofenol (Bromophenol blue, Sigma, India); Glicerol
(Glycerol, Sigma, Alemania); Glicina (Glycine, Sigma, EE.UU.); Fijador (Kodak processing
chemicals for autoradiography films, Sigma, EE.UU.); K;HPO4 (di-Potassium Hydrogen
Phosphate anhydrous, Panreac, Espafia); KH2POa (Potassium di-Hydrogen Phosphate,
Panreac, Espafia); Leche desnatada en polvo (Nestlé, Espafia); Marcador de peso
molecular (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Scientific, Lituania);
Mercaptoetanol (2-Mercaptoethanol, Sigma, Alemania); NaCl (Sodium Chloride for
analysis, Panreac, Espafia); PO (Anti-Rabbit IgG (whole molecule) Peroxidase antibody
produced in goat, Sigma, Israel); Revelador (Carestream Kodak autoradiography GBX
developer/replenisher, Sigma, EE.UU.); SDS (Sodium Dodecyl Sulphate, Sigma, Japdn);
Sustrato de la PO (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific, EE.UU.);
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine, Sigma, China); Timerosal (Thimerosal,
Fluka, Argentina); Tris (Tris (Hydroxymethyl) Aminomethane, Panreac, Europa); Tris-HCI

(Trizma Hydrochloride, Sigma, EE.UU.); Tween (TweenZ20 for synthesis, Panreac, Espafia).
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3.1.5. Reactivos de la inmunodifusion doble de Ouchterony
Acido acético glacial (Acetic Acid Glacial, Panreac, Espafia); Acida sédica (Sodium azide,
Sigma, Alemania); Agar (Agar, Sigma, EE.UU.); Agarosa (Agarose, Sigma, EE.UU.); Azul
de Coomassie (Brilliant Blue R, Sigma, Alemania); Glicerol (Glycerol, Sigma, Alemania);
Metanol (Methanol, Sigma, Alemania); Polietilenglicol (Polyethyleneglicol 3.350, Sigma,
EE.UU.), Veronal (Barbital, Sigma, EE.UU.).

3.1.6. Reactivos de la inmunodifusion radial simple de Mancini
Acido acético glacial (Acetic Acid Glacial, Panreac, Espafia); Acida sédica (Sodium azide,
Sigma, Alemania); Agarosa (Agarose, Sigma, EE.UU.); Azul de Coomassie (Brilliant Blue
R, Sigma, Alemania); Glicerol (Glycerol, Sigma, Alemania); Metanol (Methanol, Sigma,
Alemania); Polietilenglicol (Polyethylene-glicol 3.350, Sigma, EE.UU.); Transferrina pura

de raton (apo-Transferrin from mouse, Sigma, EE.UU.); Veronal (Barbital, Sigma, EE.UU.).

3.1.7. Reactivos del ELISA para la determinacion de PFA
Kit ELISA para Hp de ratdn (Mouse Haptoglobin ELISA Kit, ICL, EE.UU.); Kit ELISA para SAA
de raton (Mouse SAA ELISA Kit, ICL, EE.UU.); Kit ELISA para Hx de ratdon (Mouse
Hemopexin ELISA Kit, ICL, EE.UU.).

3.1.8. Reactivos del ELISA para la determinacion de anticuerpos contra el LPS de
B. abortus
Kit ELISA para las inmunoglobulinas (lgs) totales contra el LPS de B. abortus (Norwegian
School of Veterinary Science, NVH, Noruega); Kit ELISA para lainmunoglobulina G3 (IgG3)

contra el LPS de B. abortus (Norwegian School of Veterinary Science, NVH, Noruega).
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3.2. Métodos

3.2.1. Disefio del estudio experimental’

Preparacion de las dosis. Ambas especies se sembraron en diferentes placas de cultivo
con base de agar sangre (BAB) y se mantuvieron en la estufa a 372C durante
aproximadamente 18 horas. Se recolectd una porcidn del cultivo de cada una de las
especies de Brucella previamente sembradas y se diluyd en un tubo “eppendorf” con un
volumen inferior a 900 ul de PBS estéril (DPBS, Pan-Biotech, Alemania). De este
“eppendorf” se cogié un volumen al azar y se afiadioé en un tubo de ensayo con 4.5 ml
de PBS estéril, del cual, tras agitarlo, se trasvasé 1 ml a una cubeta de lectura
espectrofotométrica para medir la DO a 600 nm en el espectrofotémetro (Thermo
Biomate, Reino Unido)'. En funcidn de la DO obtenida y con el volumen previamente
recogido, se calculd el volumen necesario con el que conseguir una DO = 0.200 nmV.
Finalmente, a partir del tubo con esta DO (10° bacterias), se hicieron diluciones seriadas
1:10 en PBS estéril, y se verificd que las dosis preparadas eran las correctas (10°, 108,
107, 10°, 10°, 10%, 103 y 10? bacterias) dispersando gotas de 25 pl de cada una de estas

diluciones en placas de cultivo con BAB.

Infeccidn de los animales. La experimentacion animal se llevd a cabo de acuerdo a las
guias de la Federacién para Asociaciones Cientificas de Animales de Laboratorio y fue
aprobada por comités éticos locales de experimentacién animal (1111/2010/2). Los 60
animales comprados se distribuyeron en tres grupos: 4 se utilizaron como control, 28 se
infectaron con B. suis y 28 se infectaron con BR3. La infeccidn se hizo por inyeccién
intraperitoneal con una dosis de 10* bacterias, por lo que se inyectaron 100 pl de la
dilucién 10°. Al grupo control se le inyectaron del mismo modo 100 pl de PBS estéril con

el fin de que todos animales sufrieran el mismo estrés.

Sacrificio de los animales. Los ratones se sacrificaron a distintos tiempos de infeccion
(dias 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84) por asfixia en cdmara de CO,. Seguidamente se obtuvo la

sangre por puncion tordcica y se extrajeron el bazo y el higado asépticamente (Figura 2).

i pyesto que se trabajo con Brucella, esta parte del estudio se hizo en un laboratorio de seguridad P3; més
concretamente en el CITA (Centro de Investigacién y Tecnologia Agroalimentaria de Aragon, Zaragoza).

it Como blanco se utilizé PBS estéril.

v En el caso de Brucella, una DO = 0.200 nm corresponde a 10° bacterias.
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Figura 2. Sacrificio de los animales. A) Asfixia en cdmara de CO,. B) Extraccidn de la sangre por
puncién toracica. C) Extraccion del bazo (en campana, para evitar contaminaciones).
D) Extraccidn del higado (en campana, para evitar contaminaciones).

Extraccion del suero. La sangre se centrifugd a 2000 G durante 15 minutos y a
continuacion, el sobrenadante se traspasé a tubos de centrifuga con filtro (Ultrafree
Centrifugal Filters, Durapore 0.22 um, Alemania) y se centrifugé a 12000 G durante 4
minutos para retener a las bacterias de Brucella en dicho filtro. Finalmente, el suero libre
de bacterias se alicuotd y congeld a-209C con el fin evitar la degradacién de las proteinas

para su posterior analisis.

Determinacion de la carga bacteriana. En primer lugar, el bazo y el higado se pesaron
enteros. Seguidamente se cortd y pesé un trozo de cada uno de estos drganos, y se
homogenizdé con la ayuda de un “stomacher” (Seward Stomacher, Reino Unido)
afiadiendo 1 ml al bazo y 2 ml al higado de PBS estéril. A continuacidn, se realizaron
diluciones' seriadas 1:10 en PBS estéril, y se sembraron 100 pl de cada una de ellas en
placas de cultivo con BAB [en el caso del higado enriquecido con antibiético (Brucella
Selective Supplement, Thermo Scientific, Reino Unido)]. Por ultimo, las placas se

incubaron durante 24-48 horas a 372C y se hizo el recuento de las UFC a partir de la

férmula si gu iente“': UFC = ne colonias - dilucién - v de homogenizacion - factor de correccion de peso

v En nimero de diluciones realizadas dependié del tiempo de incubacion de la infeccidn, ya que interesa que
no haya un numero de colonias excesivamente alto para facilitar el recuento.
Vi UFC: unidades formadoras de colonias; n2 colonias: numero de colonias contadas (se utiliza la dilucién en la

que el nimero de colonias esta entre 30 y 300); dilucidn: dilucién en la que se determiné el nimero de colonias;
v de homogenizacion: volumen en el que se homogenizé el trozo de 6rgano (1 ml para el bazo y 2 ml para el
higado); factor de correccion de peso: peso del érgano entero dividido entre peso del trozo de érgano cortado.
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3.2.2. Bradford

Los niveles de proteina total en suero se determinaron por el método de Bradford®.
Brevemente, este método se basa en la unién del azul de Coomassie G-250 a la proteina,
lo que provoca un cambio en el maximo de absorcién del colorante de 365 a 595 nm. El
incremento de la absorcién a 595 nm es monitorizado, y la cantidad de esta absorcién

es proporcional a la proteina presente.

Las muestras se prepararon diluyendo (1/3000) en PBS (NaCl 1.54 M, K2HPO4 100 mM,
KH2PO4 15 mM) los sueros de los ratones guardados a -202C, y el ensayo se llevd a cabo
segun®. La recta de calibrado se prepard haciendo diluciones seriadas de BSA 2 mg/ml
en PBS (concretamente, se prepararon los puntos correspondientes a 0, 5, 10, 20, 30 y
40 pg/ml). A continuacion, se afiadieron 40 pl del reactivo Bradford en todos los pocillos
de una microplaca (Greiner Bio-one Microplates, Alemania), y seguidamente se
afiadieron las muestras y la recta de calibrado por triplicado, pipeteando 160 ul de las
mismas. Finalmente, se midio la absorbancia a 620 nm en el espectrofotémetro (Thermo

Multiskan EX, China).

3.2.3. Western blot
En primer lugar se puso a punto la técnica con la bateria de antisueros disponible en el
laboratorio (anti-ApoAl de cerdo, anti-CRP de cerdo, anti-GPA de cerdo, anti-Hp de
cerdo, anti-ITIH4 de cerdo, anti-ICP de rata o anti-Tf de cerdo). El método Western blot
se utilizé para cuantificar relativamente las correspondientes proteinas. Este método se
utiliza para identificar positivamente una proteina de una mezcla compleja. Las
proteinas son separadas mediante una electroforesis en gel y transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. La membrana se blogquea para prevenir las uniones
inespecificas de los anticuerpos con los que es posteriormente incubada y, finalmente,

se sondea con algun tipo de deteccidn o conjugado.

Los sueros se diluyeron (1/20) en PBS (NaCl 1.54 M, K;HPO4 100 mM, KH2PO4 15 mM).
A continuacién, se afiadieron en un tubo “eppendorf” 14 ul de muestra ya diluiday 7 pl
de tampon de carga 3X (tris-HCl 60 mM, glicerol 10%, SDS 2%, mercaptoetanol 5%, azul

de bromofenol 0.005%). Y finalmente, se incubaron a 1002C durante 5 minutos.
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Los geles de poliacrilamida se prepararon al 10% o al 12% (Staking: acrilamida 13.3%,
tris-HCl 100 mM, SDS 0.1%, APS 0.4%, TEMED 0.2%; Resolving 10%: acrilamida 33.3%,
tris-HCI 375 mM, SDS 0.1%, APS 0.2%, TEMED 0.1%; Resolving 12%: acrilamida 39.96%,
tris-HCI 375 mM, SDS 0.1%, APS 0.2%, TEMED 0.1%), en funcion de las proteinas a

determinar en el ensayo"'.

En cada prueba se disponia de diez carriles: uno para el marcador de peso molecular,
dos para un par de muestras del grupo control (animales no infectados) y siete para una
muestra de cada uno de los tiempos de infeccién (3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84 dias). Las
muestras se cargaron, corrieron y se resolvieron por electroforesis (SDS-PAGE) a 120V
20mA durante aproximadamente 1:30 horas. Las proteinas separadas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Alemania) a 20V 400mA durante 1 hora. A
continuacion, las membranas se bloquearon a TA durante 1 hora, en agitacién, con leche
desnatada en polvo al 5% en tampdn B (NaCl 1.54 M, K2HPO4 100 mM, KH2PO4 15 mM,
tween 0.1%, timerosal 0.1 g/l). Se hicieron 3 lavados de 5 minutos, en agitacién, con
tampodn B, y se incubaron a TA durante 1 hora, en agitacion, con los siguientes
antisueros: anti-ITIH4 de cerdo (1/1000), anti-ApoA1 de cerdo (1/250), anti-ICP (1/3000)
de rata, anti-GPA de cerdo (1/2000), anti-Tf de cerdo (1/5000), anti-Hp de cerdo
(1/1000) y anti-CRP de cerdo (1/500); todos disueltos en tampdn B con leche en polvo
al 2.5% (p/v). A continuacién, se repitieron los lavados, y se incubaron a TA durante 1
hora, en agitacion, con el anticuerpo secundario PO (1/20000); disuelto en tampdn B
con leche en polvo al 2.5% (p/v). Por ultimo, tras volver a repetir los lavados, las
membranas se incubaron con el sustrato de la PO durante 1 minuto, se colocaron en un
casete (X ray film cassette) y se revelaron en films (CL-XPosure Film, Thermo Scientific,
Bélgica) a distintos tiempos de exposicidn en funcidn de la proteina a determinar'i', Los
films se escanearon en un scanner Epson y el contenido proteico de las bandas
electroforéticas se cuantificod con el software ImageJ y su médulo Gel Analyzer, con el
gue tras convertir las imagenes a escala de grises y eliminar el ruido de fondo, se integro

la sefial de las bandas.

Vi Las proteinas a determinar en el suero de cada uno de los animales que se incluyeron en el estudio se
distribuyeron en tres geles diferentes: gel 1 (al 10%) = ITIH4 (= 120 kDa) y ApoAl (= 28 kDa); gel 2 (al 10%) =
ICP (= 68 kDa) y GPA (= 40 kDa); gel 3 (al 12%) - Tf (= 80 kDa), Hp (= 40 kDa) y CRP (= 25 kDa).

Vil Tiempos de exposicién: ITIH4, ICP, GPA, Tfy Hp = = 1 minuto; ApoAl = = 30 segundos; CRP = = 3 minutos.
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3.2.4. Inmunodifusién doble de Ouchterlony
Se testaron algunos sueros de ratdon con la bateria de antisueros disponible en el
laboratorio (anti-ApoA1l de cerdo, anti-GPA de cerdo, anti-GPA de rata, anti-Hp de cerdo,
anti-Hx de cerdo, anti-ITIH4 de cerdo, anti-ITIH4 de rata, anti-ICP de rata, anti-Tf de
cerdo y anti-Tf de ratdn) para ver si habia reaccién cruzada. Brevemente, el método de
Ouchterlony®® es una técnica inmunoldgica utilizada para la deteccién de antigenos o
anticuerpos en una muestra bioldgica. Se basa en la naturaleza multivalente de la
mayoria de los antigenos, y en la capacidad de los anticuerpos para unirse al mismo
tiempo a varias moléculas. De esta forma, al encontrarse unos con otros, se entrecruzan
y crean una gran matriz de agregados antigeno-anticuerpo que precipitan en el gel

revelando una linea blanquecina.

En primer lugar, se prepararon los portas con el gel. Las primeras capas se hicieron con
una solucion de agarosa al 1% en agua destilada; la cual se puso a hervir hasta su
completa disolucion, se afiadid sobre varias placas y se dejé secar en la estufa a 602C
hasta que toda el agua quedd evaporada. A continuacién, se prepararon las segundas
capas™: por un lado, se preparé una solucién de agarosa al 1% en veronal (0.025 M, pH
8.2); y por otro lado, se prepard una solucién de agarosa al 1%, agar al 0.5% y
polietilenglicol al 3% en veronal (0.025 M, pH 8.2). Ambas soluciones se pusieron a hervir
hasta su completa disolucion y tras atemperarlas a 562C y afiadirles acida sodica al 0.1%,
se pipetearon sobre las primeras capas de las placas. Una vez que las segundas capas

solidificaron a TA, se utilizaron una plantilla y una troqueladora para agujerearlas.

A continuacidn, se prepararon las muestras. Para ello, se hicieron distintas diluciones en
PBS (NaCl 1.54 M, K;HPO4 100 mM, KH2PO4 15 mM) de algunos de los sueros de los
ratones guardados a -202C y de algunos sueros de rata que servirian como control (se
probaron tanto sueros de rata normales como de fase aguda inducida con trementina;

disponibles en el laboratorio).

* Se utilizaron dos soluciones distintas porque, tras ver que con la primera (agarosa al 1% en veronal) el
método no funcionaba, se probd una segunda con una composicidn algo diferente (agarosa al 1%, agar al
0.5% y polietilenglicol al 3% en veronal) para tratar de favorecer la reaccidn de precipitacion.
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Primer esquema de distribucién:

0 Antisuero
6 2 1-6 Sueros
0
= 5 Segundo esquema de distribucidn:
a 0 Suero

1-6 Antisueros

Figura 3. Esquemas de distribucién de antisueros y sueros.

Tras tener listas los portas con el gel y las muestras, se afiadieron a los pocillos 15 pl de
antisuero o de muestra, en funcién de la distribucién escogida (Figura 3), y se dejaron
incubar a 49C durante aproximadamente 48 horas. Después, las placas se envolvieron
en papel de filtro y se pusieron a lavar en PBS con acida sddica al 0.1%, en agitacion,
durante unos dos dias*. Una vez lavadas, se quito el papel de filtro y se dejaron secar en
la estufa a 602C hasta que todo el liquido quedo evaporado. Finalmente, se tifieron con
una solucién de azul de Coomassie (0.5 g/l en acido acético glacial al 6%, metanol al 45%
y agua al 49%), y se decoloro el fondo con una solucién decolorante (acido acético glacial
al 10%, metanol al 25%, glicerol al 2% y agua al 63%) con el fin de facilitar la visualizacidn

de las lineas de precipitacion.

3.2.5. Inmunodifusién radial simple de Mancini
Se determinaron los niveles de transferrina en suero con el antisuero anti-Tf de ratén
postivo por el método de Ouchterlony. Brevemente, el método de Mancini®’ es una
técnica inmunoldgica utilizada para determinar la cantidad o concentracion de un
antigeno en una muestra bioldgica. Se basa en la difusion radial del antigeno por el
medio que contiene el anticuerpo hasta que se alcanza el punto de equivalencia, lo que
termina formando un circulo de precipitacién. Finalmente, el antigeno es cuantificado
midiendo el diametro de este circulo y comparandolo con los didmetros de circulos de

precipitacion formados por cantidades o concentraciones conocidas del antigeno.

En primer lugar, se prepararon las placas con el gel. Las primeras capas se hicieron con
una solucion de agarosa al 1% en agua destilada; la cual se puso a hervir hasta su

completa disolucion, se afiadio sobre varias placas y se dejo secar en la estufa a 602C

*En este periodo de tiempo la solucién de lavado se renové varias veces, y en cada cambio se puso a secar
el papel del filtro que recubria las placas.
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hasta que toda el agua quedd evaporada. A continuacién, se prepararon las segundas
capas con una solucién de agarosa al 2% y polietilenglicol al 3% en veronal (0.025 M,
pH 8.2); la cual se puso a hervir hasta su completa disolucién y, tras atemperarla a 562C
y afiadirle acida sddica al 0.1%, se le afiadioé también el antisuero anti-Tf de ratén al 2%
y se pipeted sobre las primeras capas de las placas. Una vez que las segundas capas

solidificaron a TA, se utilizaron una plantilla y una troqueladora para agujerearlas.

Las muestras se prepararon haciendo diluciones seriadas (1/40 y 1/80) en PBS (NaCl
1.54 M, K;HPO4 100 mM, KH2PO4 15 mM) de los sueros de los ratones guardados a
-209C. Y la recta de calibrado se prepard haciendo diluciones seriadas (1/20, 1/40, 1/80

y 1/160) de transferrina pura de raton 2 mg/ml en PBS.

Tras tener listas las placas con el gel, las muestras y la recta de calibrado, se afiadieron
6 ul a los pocillos por duplicado, y se dejaron incubar a TA durante aproximadamente
48 horas. Pasado este tiempo, las placas se envolvieron en papel de filtro y se pusieron
a lavar en PBS con acida sddica al 0.1%, en agitacién, durante unos dos dias®. Una vez
lavadas, se quito el papel de filtro y se dejaron secar en la estufa a 602C hasta que todo
el liguido quedd evaporado. Finalmente, se tifieron con una solucidon de azul de
Coomassie (0.5 g/l en acido acético glacial al 6%, metanol al 45% y agua al 49%), y se
decoloré el fondo con una solucién decolorante (acido acético glaciar al 10%, metanol
al 25%, glicerol al 2% y agua al 63%) con el fin de facilitar la visualizacion y la medida del

diametro de los circulos de precipitacién.

3.2.6. ELISA para la determinacion de PFA
Se utilizo la técnica ELISA para cuantificar algunas de las principales PFA en ratén (Hp,
Hx y SAA). Brevemente, esta técnica utiliza un inmunoensayo enzimatico en fase sélida
para identificar una sustancia, generalmente un antigeno, en una muestra liquida. Los
antigenos de la muestra se unen en la superficie de la placa, y seguidamente se afiade
un anticuerpo especifico a dichos antigenos. Este anticuerpo estd ligado a una enzima
que, en la etapa final, servird para que al afiadir su sustrato se produzca una sefial

detectable, cominmente un cambio en el color del sustrato.

X En este periodo de tiempo la solucidn de lavado se renové varias veces, y en cada cambio se puso a
secar el papel del filtro que recubria las placas.
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Para los tres kits (Hp de ratdn, Hx de raton o SAA de ratdn) se siguieron las detalladas
instrucciones del fabricante (Immunology Consultants Laboratory, EE.UU.). Las muestras
se prepararon diluyendo (1/10000 para el kit de la Hp; 1/20000 para el kit de la Hx; o
1/1000 para el kit del SAA) los sueros de los ratones guardados a -202C en el diluyente
que proveia el kit. La recta de calibrado se prepard diluyendo el correspondiente
calibrador (0, 1.95, 3.9, 7.8, 15.6, 31.25, 62.5 y 125 ng/ml para el kit de la Hp; 0, 12.5,
25, 50, 100, 200 y 400 ng/ml para el kit de la Hx; 0 0, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 y
2000 ng/ml para el kit del SAA) en el mismo diluyente utilizado para las muestras. A
continuacion, se afiadieron por duplicado 100 ul de las muestras o de la recta de
calibrado en los pocillos de la placa, y se incubd a TA durante 15 minutos (Hp) o 1 hora
(Hx y SAA), en funcién del kit. Pasado este tiempo, se vaciaron los pocillos y se hicieron
4 lavados con la solucion que proveia el kit. Después, se afiadieron 100 pl del
correspondiente anticuerpo conjugado con la enzima, y se incub6 a TA y en oscuridad
durante 15 minutos (Hp) o 30 minutos (Hx y SAA), en funcién del kit. Tras esto, se
volvieron a vaciar los pocillos, se repitieron los 4 lavados, se afiadieron 100 pl del
sustrato de la enzima, y se incubd a TA y en oscuridad durante 10 minutos. Por ultimo,
se afiadieron 100 pl de la solucién stop y se leyd la absorbancia del cambio de color

(amarillo = azul) a 450 nm en el espectrofotdmetro (Thermo Multiskan EX, China).

3.2.7. ELISA para la determinacion de anticuerpos contra el LPS de B. abortus
Se utilizd la técnica ELISA para determinar las Igs totales y la 1gG3 contra el LPS de

B. abortus tal y como describe en®8.

3.2.8. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS version 16.0.

Para cada infeccion, la concentracion de las proteinas para cada dia experimental post-
infeccidn (dias 3, 5, 7, 14, 28, 56 u 84) se ha comparado con la del dia previo a la infeccién
(dia 0) por ANOVA seguido de una prueba post-hoc, Dunnett o Games-Howell
dependiendo de si las varianzas eran iguales o diferian, respectivamente, siendo

** Pp<0.001y * P <0.05.
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La comparacion entre la cepa B. suis y la cepa BR3 se ha realizado a los mismos dias post-
infeccién (dias 3, 5, 7, 14, 28, 56 u 84) por la T de Student, siendo ** P <0.001 y
* P<0.05.
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4. Resultados y discusion

4.1. Determinacion de la carga bacteriana
En primer lugar se determiné tanto el peso como la carga bacteriana [expresada en
unidades formadoras de colonia (UFC)] en higado y bazo para definir el tipo de infeccién

de ambas cepas de Brucella.

Respecto al peso del higado, en los animales infectados por B. suis se observd un
aumento a los 14 dias tras la inoculacion de la bacteria; mientras que en los animales
infectados por BR3 el incremento fue mucho menos pronunciado a partir de los 7 dias
tras lainoculacion de la bacteria (Figura 4). En referencia a la carga bacteriana en higado,
en los animales infectados por B. suis se produjo un ligero aumento a los 7 dias tras la
inoculacion de la bacteria y a partir de ese momento las UFC decayeron, aunque no
llegaron a desaparecer. Sin embargo, en los animales infectados por BR3 se percibid una
carga bacteriana bastante menor a la de los animales infectados B. suis y las UFC

descendieron a partir del dia 3, hasta casi llegar a desaparecer (Figura 5).
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Figura 4. Evolucion del peso del higado en | Figura5. Cinética de la infeccién en higado de

ratones inoculados con B. suis o BR3. Los ' ratones inoculados con B. suis o BR3. Los
resultados se expresan como media + SD

(n =4) del logUFC en higado.

resultados se expresan como media £ SD (n =4)

del peso del higado.

Respecto al peso del bazo, en los animales infectados por B. suis se observé un aumento
muy pronunciado a los 14 dias tras la inoculacion de la bacteria; mientras que en los
animales infectados por BR3 el incremento fue bastante mas ligero a los mismos dias
tras la inoculacion de la bacteria (Figura 6). En referencia a la carga bacteriana en bazo,

en los animales infectados por B. suis el pico maximo se produjo a los 7 dias tras la
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inoculacion de la bacteria y a partir de ese momento el nimero de UFC decayd, aunque
no llegd a desaparecer. En los animales infectados por BR3 se observé algo muy similar,
salvo que en este caso las UFC fueron menores a las de los animales infectados por

B. suis (Figura 7).
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Figura 6. Evolucion del peso del bazo eni Figura 7. Cinética de la infeccién en bazo de
ratones inoculados con B. suis o BR3. Losi ratones inoculados con B. suis o BR3. Los
resultados se expresan como media * SDi resultados se expresan como media = SD (n =4)
(n = 4) del peso del bazo. ' del logUFC en bazo.

Tras analizar todos estos resultados se puede considerar que las infecciones realizadas
tanto con B. suis como con BR3 son crdnicas, ya que los ratones no consiguen eliminar
a las bacterias en el periodo de tiempo estudiado (3 meses). También se observa la
caracteristica esplenomegalia propia de modelos murinos infectados por este tipo de
bacterias®3. Ademas, la infeccién producida con B. suis es mucho mas patogénica que la
causada con BR3, ya que con la primera cepa las UFC fueron mayores tanto en higado

como en bazo.

4.2. Cuantificacion de la proteina total
Se determind la cantidad de proteina total en suero por el método Bradford para cada
uno de los animales incluidos en el estudio. En los ratones infectados con B. suis la
cantidad de proteina total tendid a disminuir a los 7 dias tras la inoculacién de la
bacteria; mientras que en los ratones infectados con BR3 lo hizo en los 3-7 dias post-
infeccion. Sin embargo, tras analizar estadisticamente los resultados obtenidos se
comprobd que las ligeras diferencias observadas en funcion del tiempo de infeccidén no

fueron significativas para ninguna de las dos cepas de Brucella (Figura 8).
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Figura 8. Evolucidn de la concentracion de proteina total
en ratones inoculados con B. suis 0 BR3. La concentracion
de proteina total se determind por el método Bradford (ver
materiales y métodos). Los resultados se expresan como
media = SD (n = 4) de la concentracidn de proteina total.

4.3. Inmunoprecipitacion
Los antisueros de cerdo, rata y ratén disponibles en el laboratorio se testaron por el
método de Ouchterlony. El suero de los ratones incluidos en el estudio (infectados con
B. suis o BR3) sdlo produjo reaccion de precipitacion con el antisuero anti-Tf de ratén
(Figura 9). Por lo tanto, la Tf fue la Unica proteina que se pudo cuantificar por el método

de Mancini.

Figura 9. Ouchterlony. En el pocillo central (0) se
afiadieron 15 pl de suero de ratén infectado, que se
enfrentd con (1) anti-ApoAl de cerdo, (2) anti-GPA de
cerdo, (3) anti-Hp de cerdo, (4) anti-Hx de cerdo, (5) anti-
ITIH4 de cerdo, (6) anti-Tf de cerdo, (A) anti-Tf de ratén, (B)
anti-GPA de rata, (C) anti-ITIH4 de rata, (D) anti-ICP de rata.

4.4, Cuantificacion de las proteinas de fase aguda
Se utilizd la bateria de antisueros disponibles en el laboratorio para cuantificar por

Western blot algunas de las proteinas implicadas en la RFA del ratdon segun la literatura.
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Las que resultaron ser PFA se trataron de cuantificar por el método de Mancini (Tf) o

por ELISA (en funcién de su eficacia y disponibilidad en el mercado).

4.4.1. Apolipoproteina Al
En este estudio la ApoAl se cuantificé por el método Western blot, pero las ligeras
diferencias observadas entre los dias de infeccidn tras la inoculacion de la bacteria
(B. suis o BR3) no fueron estadisticamente significativas con respecto al dia previo a la
infeccion (dia 0). Por lo tanto, aunque en estudios previos los resultados respecto a la
ApoAl como proteina de fase aguda en ratdn se han mostrado contradictorios; ya que
unos consideran que es una PFA negativa®/, mientras que otros afirman que es una PFA

positiva?>2%; en este tipo de infeccién la ApoAl no es una PFA en ratdn.

Tampoco se observaron diferencias significativas entre las dos especies de Brucella a los
mismos dias de infeccidn; por lo que la ApoA1l no sirve para diferenciar entre la infeccién

cronica tipica de B. suis y la infeccidn moderada propia de BR3 (Figura 10, Ay B).
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Figura 10. Western blot de sueros de raton infectados con B. suis o BR3. Los sueros de ratdn
(n = 4) se recogieron a distintos dias de infecciéon (d =0, 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84) (dilucion 1/20) y
se sometieron a una SDS-PAGE (10%) seguida de transferencia a membrana de nitrocelulosa. Se
revelé con un antisuero primario anti-ApoAl (dilucién 1/250) seguido de un anticuerpo
secundario 1gG conjugado con PO (dilucién 1/20000). A) Imagen representativa de cuatro
experimentos distintos. B) Unidades relativas de la respuesta de la ApoAl durante la infeccion.
Las barras verticales corresponden a la DS.

4.4.2. Inhibidor de la as-cisteina proteasa
En este estudio el ICP se cuantificé por el método Western blot, pero las pequeiias
diferencias observadas entre los dias de infeccion tras la inoculacién de la bacteria

(B. suis o BR3) no fueron estadisticamente significativas con respecto al dia previo a la
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infeccion (dia 0). Por lo tanto, aunque en estudios previos se ha demostrado que el ICP
es una de las principales proteinas de fase aguda positivas en rata®, hasta ahora no se
habia estudiado en ratdn; y en este tipo de infeccidn, al igual que sucedid con la ApoAl,

el ICP no es una PFA en raton.

Tampoco se observaron diferencias significativas entre las dos especies de Brucella a los
mismos dias de infeccidon; por lo que el ICP no sirve para diferenciar la infeccion crénica

tipica de B. suis de la infeccién moderada propia de BR3 (Figura 11, Ay B).
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Figura 11. Western blot de sueros de raton infectados con B. suis o BR3. Los sueros de ratén
(n = 4) se recogieron a distintos dias de infecciéon (d =0, 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84) (dilucién 1/20) y
se sometieron a una SDS-PAGE (10%) seguida de transferencia a membrana de nitrocelulosa. Se
reveld con un antisuero primario anti-ICP (dilucion 1/3000) seguido de un anticuerpo secundario
IgG conjugado con PO (diluciéon 1/20000). A) Imagen representativa de cuatro experimentos
distintos. B) Unidades relativas de la respuesta del ICP durante la infeccidn. Las barras verticales
corresponden a la DS.

4.4.3. Proteina C reactiva
En este estudio la CRP se cuantifico por el método Western blot, pero las ligeras
diferencias observadas entre los dias de infeccidn tras la inoculacion de la bacteria
(B. suis o BR3) no fueron estadisticamente significativas con respecto al dia previo a la
infeccidn (dia 0). En estudios previos se ha demostrado que la CRP es una proteina que
se encuentra en muy baja concentracién en ratdn, tanto en situacién normal como en
fase aguda®’; por lo tanto, coincidiendo con lo descrito en la literatura, en este tipo de

infeccion, al igual que sucedié con la ApoAl vy el ICP, la CRP no es una PFA en raton.
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Tampoco se observaron diferencias significativas entre las dos especies de Brucella a los
mismos dias de infeccidn; por lo que la CRP no sirve para diferenciar entre la infeccidon

cronica tipica de B. suis y la infeccidn moderada propia de BR3 (Figura 12, Ay B).
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Figura 12. Western blot de sueros de raton infectados con B. suis o BR3. Los sueros de ratdn
(n = 4) se recogieron a distintos dias de infeccién (d =0, 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84) (dilucion 1/20) y
se sometieron a una SDS-PAGE (12%) seguida de transferencia a membrana de nitrocelulosa. Se
reveld con un antisuero primario anti-CRP (dilucién 1/500) seguido de un anticuerpo secundario
IgG conjugado con PO (dilucién 1/20000). A) Imagen representativa de cuatro experimentos
distintos. B) Unidades relativas de la respuesta de la CRP durante la infeccion. Las barras
verticales corresponden a la DS.

4.4.4. Cadena pesada 4 del inhibidor de la tripsina inter-a
En este estudio la ITIH4 se cuantificd por el método Western blot. Las diferencias
observadas entre algunos de los tiempos de infeccion tras la inoculacidn de la bacteria
y el dia previo a la infeccion (dia 0) fueron estadisticamente significativas tanto para los
animales infectados con B. suis (dias 7, 14, 28 y 56) como con BR3 (dia 7). En el caso de
B. suis, la concentracién maxima aparecio a los 7 dias de infeccidn, alcanzando un valor
3.5 veces superior al del dia O (Figura 13, A). En el caso de BR3, la concentracion maxima
aparecié también a los 7 dias de infeccidon, pero en este caso su valor fue tan solo 1.6
veces superior al del dia O (Figura 13, B). En nuestro laboratorio, la ITIH4 se ha
determinado como PFA positiva en especies como el cerdo®, la vaca y recientemente el
perro. Sin embargo, en raton hay muy pocos estudios que avalan la ITIH4 como PFA. En

este trabajo, la ITIH4 es una PFA positiva en la infeccion por Brucella en ratén.

Ademas, las notables diferencias entre las dos especies de Brucella a los mismos tiempos

de infeccion fueron estadisticamente significativas para los dias 3, 7, 14, 28 y 56; por lo
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que la ITH4 podria servir para diferenciar la infeccién croénica tipica de B. suis de la

infeccion moderada propia de BR3 (Figura 14).

ITIH4 ITIH4 —@— B. suis
* % veee@---- BR3

wow
o u
]
{

S

0d 3d 5d 7d 14d 28d 56d 84d

N
(6]

120 kDa B. suis

=N
o un O

Unidades Relativa

=
[§,]
|
T

o
[=)

0 7 14 21 28 56 84
A B Dias post inoculacién

Figura 13. Western blot de sueros de ratdn infectados con B. suis o BR3. Los sueros de ratén
(n = 4) se recogieron a distintos dias de infeccion (d =0, 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84) (dilucién 1/20) y
se sometieron a una SDS-PAGE (10%) seguida de transferencia a membrana de nitrocelulosa. Se
revelé con un antisuero primario anti-ITIH4 (dilucion 1/1000) seguido de un anticuerpo
secundario 1gG conjugado con PO (dilucién 1/20000). A) Imagen representativa de cuatro
experimentos distintos. B) Unidades relativas de la respuesta de la ITIH4 durante la infeccion.
** p<0.001y * P<0.05, diferencias significativas referidas al dia 0 analizadas por ANOVA
seguido de la prueba post-hoc Dunnett. Las barras verticales corresponden a la DS.
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Figura 14. Comparacion de la respuesta de la ITIH4 entre la
infeccion por B. suis y por BR3 en los mismos dias de
infeccién. * P < 0.05, diferencias significativas analizadas por
la T de Student. Las barras verticales corresponden a la DS.

4.4.5. Transferrina
La Tf se cuantificd por el método Western blot y los resultados indicaron que podria
tratarse de una proteina de fase aguda positiva en ratdn, pero las cantidades de esta
proteina en suero fueron muy elevadas para un escaner satisfactorio (Figura 15). A
continuacion, puesto que el antisuero anti-Tf de ratén funciond por el método de
Ouchterlony, se puso a punto para cuantificar la Tf por el método de Mancini (Figura 16,
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A). Tal y como ya se vio por Western blot, la concentracion maxima de B. suis aparecio
a los 14 dias de infeccién, alcanzando un valor 1.7 veces superior al del dia 0; en el caso
de BR3 la concentracion maxima aparecié también a los 14 dias de infeccién, pero en
este caso la diferencia con respecto al dia 0 no resultd significativa (Figura 16, B). Aunque
en otros estudios se ha considerado que es una PFA negativa®, en la infeccién por

Brucella la Tf es una PFA positiva en ratén.

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre las dos especies de
Brucella a los mismos dias de infeccidn; por lo que la Tf no sirve para diferenciar entre

la infeccion crdnica tipica de B. suis y la infeccion moderada propia de BR3 (Figura 17).

Tf
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Figura 15. Western blot de sueros de ratén infectados con B. suis o BR3.

Los sueros de ratén (n = 4) se recogieron a distintos dias de infeccion
(d=0,3,5,7,14, 28,56 y 84) (dilucién 1/20) y se sometieron a una SDS-
PAGE (12%) seguida de transferencia a membrana de nitrocelulosa. Se
reveld con un antisuero primario anti-Tf (dilucién 1/5000) seguido de un
anticuerpo secundario 1gG conjugado con PO (dilucién 1/20000). Imagen
representativa de cuatro experimentos distintos.
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Figura 16. Mancini de sueros de ratén infectados con B. suis o BR3. Los sueros de ratén (6 pl)
(n = 4) recogidos a distintos dias de infeccion (0, 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84) (diluciéon 1/40y 1/80) se
probaron por Mancini con el antisuero anti-Tf de ratén (dilucidon 2%). Como recta de calibrado
se prepararon diluciones seriadas (1/20, 1/40, 1/80 y 1/160) de Tf pura de raton (2 mg/ml). A)
Imagen representativa de dos experimentos distintos. B) Concentracion de la respuesta de la Tf
durante lainfecciéon. * P < 0.05, diferencias significativas referidas al dia 0 analizadas por ANOVA
seguido de la prueba post-hoc Games-Howel. Las barras verticales corresponden a la DS.
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Figura 17. Comparacion de la respuesta de la Tf entre la infeccién
por B. suis y por BR3. Se compararon los valores de la Tf (mg/ml)
determinados por Mancini a los mismos dias de infeccién entre
una y otra cepa. No se observaron diferencias significativas por la
T de Student. Las barras verticales corresponden a la DS.

4.4.6. ai-Glicoproteina acida
La GPA se cuantific6 por el método Western blot, y aunque los resultados son
provisionales (ya que el antisuero disponible produjo interferencias a la hora de la
deteccion y no se pudo cuantificar un nimero suficiente de muestras como para hacer
el andlisis estadistico), podria tratarse de una proteina de fase aguda positiva (Figura 18,
A). Se observaron diferencias entre el dia 14 tras la inoculacion de la bacteria y el dia
previo a la infeccién (dia 0) para los animales infectados con B. suis (Figura 18, B). Esta
proteina no pudo detectarse en los animales infectados con BR3. Por lo tanto, parece
que, tal y como esta descrito en la literatura®>=2%, en la infeccién por Brucella también es

una PFA positiva en raton.

GPA 2,5 GPA —o—3. suis
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Figura 18. Western blot de sueros de raton infectados con B. suis o BR3. Los sueros de ratén
(n =4) se recogieron a distintos dias de infeccion (d =0, 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84) (dilucién 1/20) y
se sometieron a una SDS-PAGE (10%) seguida de transferencia a membrana de nitrocelulosa. Se
reveld con un antisuero primario anti-GPA (dilucion 1/2000) seguido de un anticuerpo
secundario IgG conjugado con PO (dilucién 1/20000). A) Imagen representativa de cuatro
experimentos distintos. B) Unidades relativas de la respuesta de la GPA durante la infeccidn. Las
barras verticales corresponden a la DS.
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Para confirmar estos resultados se intentd cuantificar por ELISA y se probaron dos kits
comerciales que no funcionaron (YHbiosearch, China; y Elabsscience, China). No se
consiguié encontrar un kit ELISA para la GPA de ratdn de confianza en el tiempo de este

estudio.

4.4.7. Haptoglobina
En primer lugar la Hp se cuantificé por el método Western blot y los resultados indicaron
gue se trata de una proteina de fase aguda positiva en ratdn. Se observaron diferencias
entre algunos de los tiempos de infeccidn tras la inoculacién de la bacteria y el dia previo
a la infeccion (dia 0) tanto para los animales infectados con B. suis (dias 7, 14 y 28) como
con BR3 (dia 14) (Figura 19). A continuacidn, se procedid a cuantificar la Hp por ELISA.
Los resultados indicaron, tal como ya se vio por Western blot, que la concentracién
maxima de B. suis aparecio a los 14 dias de infeccién (0.6 mg/ml), al igual que con BR3
(0.045 mg/ml); aunque en este ultimo caso el aumento fue muy pequefo, pero
significativo en comparacion al dia 0 (Figura 20, A y B). Por lo tanto, tal como esta

descrito en la literatura?3-28

, en este tipo de infeccidn la Hp también es una PFA positiva
en raton. Ademas, los valores de concentracién de la Hp en suero durante la RFA

indicados por otros autores (0.3-2.2 mg/ml)?3-28 coinciden con los vistos en este trabajo.

Por otro lado, pudo comprobarse que las notables diferencias entre las dos especies de
Brucella a los mismos tiempos de infeccidn fueron estadisticamente significativas para
los dias 7, 14, 28 y 56; por lo que la Hp podria servir para diferenciar la infeccidn crénica

tipica de B. suis de la infeccién moderada propia de BR3 (Figura 21).

Hp
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Figura 19. Western blot de sueros de ratén infectados con B. suis o BR3.

Los sueros de ratdon (n = 4) se recogieron a distintos dias de infeccién
(d=0,3,5,7,14,28,56y 84) (dilucidn 1/20) y se sometieron a una SDS-
PAGE (12%) seguida de transferencia a membrana de nitrocelulosa. Se
revelé con un antisuero primario anti-Hp (dilucién 1/1000) seguido de
un anticuerpo secundario IgG conjugado con PO (dilucién 1/20000).
Imagen representativa de cuatro experimentos distintos.
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Figura 20. Evaluacion temporal de la respuesta de la Hp en sueros de raton antes (dia 0) y
después de la infeccidn con B. suis o BR3. La concentracion de la Hp (mg/ml) en los sueros de
ratén (n = 4) se determind por ELISA tal como se ha descrito en el apartado de materiales y
métodos. A) Concentracién de la respuesta de la Hp durante la infeccién con B. suis. B)
Concentracion de la respuesta de la Hp durante la infecciéon con BR3. ** P < 0.001, diferencias
significativas referidas al dia 0 analizadas por ANOVA seguido de la prueba post-hoc Games-
Howel. Las barras verticales corresponden a la DS.
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Figura 21. Comparacion de la respuesta de la Hp entre la infeccidn por
B. suis y por BR3. Se compararon los valores de la Hp (mg/ml)
determinados por ELISA a los mismos dias de infeccién entre una y otra
cepa. ** P <0.001, diferencias significativas entre B. suis y BR3 analizadas
por la T de Student. Las barras verticales corresponden a la DS.

4.4.8. Hemopexina
La Hx se cuantificd por ELISA y los resultados indicaron que se trata de una proteina de
fase aguda positiva en ratén. Se observaron diferencias entre algunos de los tiempos de
infeccidn tras la inoculacion de la bacteria y el dia previo a la infeccidn (dia 0) tanto para
los animales infectados con B. suis (dias 5, 7, 14, 28, 56 y 84) como con BR3 (dias 3, 5, 7,
14, 28,56 y 84). En el caso de B. suis la concentracién maxima aparecio a los 14 dias de
infeccidn (5.2 mg/ml) y en el caso de BR3 también (2.6 mg/ml); y aunque en este ultimo

el aumento con respecto al dia 0 (0.85 mg/ml) fue menor, las diferencias resultaron
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significativas en ambos casos (Figura 22, Ay B). Por lo tanto, tal y como ya se ha visto en
otros estudios?>?%44, en la infeccién por Brucella la Hx también es una PFA positiva en
ratén. Ademads los aumentos de concentracidon de la Hx en suero durante la RFA

indicados por otros autores (2-4X)?>2¢ coinciden con los vistos en este trabajo.

Por otro lado, pudo comprobarse que las notables diferencias entre las dos especies de
Brucella a los mismos tiempos de infeccidn fueron estadisticamente significativas para
los dias 7, 14, 28, 56 y 84; por lo que la Hx podria servir para diferenciar la infeccién

cronica tipica de B. suis de la infeccion moderada propia de BR3 (Figura 23).

Hx —@— B. suis Hx veee@-++- BR3

1 * %
Xk et O * %
L e Tl 0. * *
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Figura 22. Evaluacion temporal de la respuesta de la Hx en sueros de ratén antes (dia 0) y
después de la infeccién con B. suis o BR3. La concentracion de la Hx (mg/ml) en los sueros de
ratén (n = 4) se determind por ELISA tal como se ha descrito en el apartado de materiales y
métodos. A) Concentracién de la respuesta de la Hx durante la infeccion con B. suis. B)
Concentracion de la respuesta de la Hx durante la infeccion con BR3. ** P <0.001y * P <0.05,
diferencias significativas referidas al dia 0 analizadas por ANOVA seguido de la prueba post-hoc
Dunnett. Las barras verticales corresponden a la DS.
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Figura 23. Comparacion de la respuesta de la Hx entre la infeccién por
B. suis y por BR3. Se compararon los valores de la Hx (mg/ml)
determinados por ELISA a los mismos dias de infeccidn entre una y otra
cepa. ** P<0.001y* P <0.05, diferencias significativas entre B. suisy BR3

analizadas por la T de Student. Las barras verticales corresponden a la DS. 43
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4.4.9. Amiloide A sérico
El SAA se cuantifico por ELISA y los resultados indicaron que se trata de una proteina de
fase aguda positiva en ratén. Se observaron diferencias entre algunos de los tiempos de
infeccion tras la inoculacidn de la bacteria y el dia previo a la infeccidn (dia 0) tanto para
los animales infectados con B. suis como con BR3 (dias 3, 5, 7, 14, 28, 56 y 84 para ambas
cepas). En el caso de B. suis la concentracién maxima aparecio a los 7 dias de infecciéon
(0.55 mg/ml) y en el caso de BR3 también (0.28 mg/ml); y aunque en este ultimo el
aumento con respecto al dia 0 (0.04 mg/ml), las diferencias resultaron significativas en
ambos casos 0 (Figura 24, A y B). Por lo tanto, tal y como esta descrito en la
literatura?*?%283145 en la infeccion por Brucella el SAA también es una PFA positiva en
raton. Ademas, los valores de concentracién del SAA en suero durante la RFA indicados

por otros autores (0.08 - 1 mg/ml)?*?%2831 coinciden con los vistos en este trabajo.

Por otro lado, pudo comprobarse que las diferencias observadas entre las dos especies
de Brucella a los mismos tiempos de infeccidon fueron estadisticamente significativas
para el dia 7; por lo que el SAA podria servir para diferenciar la infeccidn crdnica tipica

de B. suis de la infeccion moderada propia de BR3 a tiempos cortos (Figura 25).
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Figura 24. Evaluacion temporal de la respuesta del SAA en sueros de raton antes (dia 0) y
después de la infeccion con B. suis o BR3. La concentracion del SAA (mg/ml) en los sueros de
ratén (n = 4) se determind por ELISA tal como se ha descrito en el apartado de materiales y
métodos. A) Concentracion de la respuesta del SAA durante la infeccion con B. suis. B)
Concentracion de la respuesta del SAA durante la infeccidn con BR3. ** P<0.001y * P <0.05,
diferencias significativas referidas al dia 0 analizadas por ANOVA seguido de la prueba post-hoc
Dunnett (cepa B. suis) o Games-Howel (cepa BR3). Las barras verticales corresponden a la DS.

44



Resultados y discusion

07 — SAA W B. suis
06 * % BR3
0,5

€04

S~

oo

£0,3

0,2
0,1

0,0

0 3 5 7 14 28 56 84
Dias post inoculacion

Figura 25. Comparacién de la respuesta del SAA entre la
infeccidn por B. suis y por BR3. Se compararon los valores
del SAA (mg/ml) determinados por ELISA a los mismos dias
de infeccién entre unay otra cepa. ** P < 0.001, diferencias
significativas entre B. suis y BR3 analizadas por la T de
Student. Las barras verticales corresponden a la DS.

Las PFA mas relevantes en la infeccidn de Brucella en ratdn han sido la Hp, la Hx, el SAA,
la ITIH4 y la GPA, lo que coincide con los estudios de otros autores?3-28314546 Tanto en
B. suis como en BR3 el pico maximo de PFA se alcanza a los mismos tiempos de infeccién
y varia segun la PFA estudiada. La mayor diferencia entre las dos infecciones se refleja
en el incremento de la cantidad de las PFA, siendo mucho mayor para B. suis que para

BR3. Esta mayor respuesta se correlaciona con la agresividad de la infeccion.

4.5. Determinacion de anticuerpos contra el LPS de B. abortus

La respuesta de las Igs totales y de la 1gG3 contra el LPS de B. abortus fue paralela,
comenzd a ser evidente en el dia 28 post-infeccion y se incrementd progresivamente
hasta el final del experimento en la infeccidn con B. suis (Figura 26, Ay B). En la infeccidn
con BR3 no hubo respuesta de inmunoglobulinas (ni totales ni de 1gG3). Esta ultima cepa
ha sido recientemente caracterizada como rugosa en el CITA (Dra. M2 Pilar Jiménez de
Bagliés, comunicacidon personal) por lo que la carencia de respuesta de las
inmunoglobulinas frente al LPS puede ser debida a la deficiencia del polisacarido O del

LPS o a que no hay reactividad cruzada con el LPS de B. abortus.

Uno de los problemas en el diagndstico diferencial entre animales vacunados e
infectados es que en ambas se producen inmunoglobulinas contra el LPS, que es el test

diagndstico habitual. La posible utilizacién de la cepa BR3 como vacuna tendria la
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ventaja de poder diferenciarse de los animales infectados, lo que no es posible con las

vacunas disponibles en la actualidad.
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Figura 26.

infeccidn con B. suis. B) Evolucion del titulo de IgG3 para la infeccidon

Titulo de anticuerpos contra el LPS de B. abortus. Se
determinaron por ELISA las Igs totales y la IgG3 en sueros de raton
(n =4) (dilucién 1/50) a distintos dias de infeccién (3, 5, 7, 14, 28, 56
y 84) por B. suis. A) Evolucion del titulo de Igs totales para la

con B. suis. Las barras verticales corresponden a la DS.
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5. Conclusiones

1.

10.

11.

Las infecciones realizadas con B. suis y BR3 pueden considerarse como crdnicas, ya
gue los ratones no consiguen eliminar las bacterias en el periodo de tiempo
estudiado (3 meses).

El tipo de infeccion se refleja en la evolucidon de las UFC, cuyo maximo se alcanza a
los 7 dias en bazo con ambas cepas, aunque el aumento causado por BR3 es mucho
menor.

En el higado, B. suis comienza a desaparecer a partir del dia 7, mientras que BR3 lo
hace a partir del dia 3, llegando casi a desaparecer.

El tipo de infeccidon también se refleja en la evolucion del peso del higado vy, sobre
todo, del bazo, que alcanza su maximo a los 14 dias en ambas cepas, pero el aumento
causado por BR3 (cepa de menor virulencia) es mucho mas moderado.

Se han estudiado sueros de ratones normales e infectados con B. suis y BR3
mediante técnicas electroforéticas e inmunoquimicas, obteniendo como resultados
mas significativos un destacado aumento en la Hp, la Hx, el SAA, la ITIH4 y la GPA
durante la respuesta de fase aguda.

La evolucion de la concentracidon de estas PFA es similar en las dos infecciones,
alcanzandose el pico maximo en el dia 7 para el SAA y la ITIH4, y en el dia 14 para la
Hp, la Hx y la GPA.

Los valores de concentracion de las PFA también permiten distinguir el tipo de
infeccion. Asi pues, los picos maximos de concentracion de las PFA fueron mayores
con B. suis en comparacién a BR3, siendo el aumento de 10 veces para la Hp y de 2
veces para la Hx, el SAA y la ITIH4, aproximadamente. La GPA no se pudo detectar
en BR3 con las técnicas empleadas.

La infeccidn con B. suis produjo un aumento de la Tf de 1.7 veces el dia 14 post-
infeccidn, pero este aumento no fue significativo para la infeccion con BR3.

La concentracidn de ApoA1 no varié en ninguna de las dos infecciones, por tanto, en
este contexto no se puede considerar PFA, ni negativa ni positiva. Tampoco se
produjo una variacion en las concentraciones de la CRP y del ICP.

La concentracion de proteina total en suero tiene tendencia a disminuir en los dias
3 a 56 para la infeccién con BR3 y en los dias 7 a 14 para la infeccidn con B. suis,
aungue esta variacion no resulto ser significativa.

Se detect6 la respuesta de Igs totales y de I1gG3 contra el LPS de B. abortus a partir

del dia 28 post-infeccidon por B. suis.
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. Conclusions

10.

11.

B. suis and BR3 infections can be considered chronic by the fact that infected mice
fail to eliminate bacteria in the studied period (3 months).

The type of infection is reflected in the CFU evolution, whose maximum is reached in
the spleen after 7 days with both strains, although the increase caused by BR3 is
much lower.

In the liver, B. suis starts disappearing from day 7, while BR3 does it from day 3, till it
is very close to became disappeared.

The type of infection is also reflected in the liver weight evolution and, specially, in
the spleen weight evolution, whose maximum value is reached on day 14t in both
strains, but the increase produced by BR3 (the least virulent strain) is much more
moderate.

They have been studied sera from normal mice and B. suis and BR3 infected mice by
electrophoretic and immunochemical techniques, getting as more significant results
an important increase in Hp, Hx, SAA, ITIH4 and GPA during acute phase response.
The evolution of the concentration of these APP is similar in both infections, with the
maximum peak on day 7% for SAA and ITIH4, and on day 14" for Hp, Hx and GPA.
The APP concentration values are also useful whenever having to distinguish the type
of infection. Thus, the maximum peak of APP concentrations values were higher for
B. suis than for BR3, being increased 10 times for Hp and 2 times for Hx, SAA and
ITIH4, approximately. GPA could not be detected in BR3 with the used techniques.
For B. suis, Tf increased 1.7 times on day 14t post-infection, but this increase was
not significant for BR3 infection.

ApoA1 concentration did not change in none of the infections, therefore, in this
context it cannot be considered a positive or negative APP. CRP and ICP
concentrations neither suffered a change.

The concentration of total sera protein has a tendency to decrease from day 3 till 56
for BR3 infection and from day 7 till 14 for B. suis infection, although this change was
not significant.

It has been detected the response of total Igs and IgG3 against the LPS of B. abortus
from the day 28 post-infection by B. suis.
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