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Resumen

La brucelosis es una enfermedad zoondtica que supone grandes pérdidas econdmicas
en el sector ganadero, asi como numerosos casos en la poblacién humana. Esta bacteria afecta
a casi todas las especies animales de granja y se transmite muy facilmente al hombre, ademas
no presenta un cuadro clinico caracteristico que permita una deteccién precoz del infectado,
por lo que es necesario desarrollar una mejor profilaxis animal que ayude a su erradicacién. En
los ultimos afos se han descrito nuevas especies de Brucella en distintos huéspedes, pero se
trata de Brucella melitensis la que se considera principal causa de la brucelosis humana.

El problema radica en la vacunacion animal, basada en bacterias vivas atenuadas,
puesto que los métodos seroldgicos no permiten diferenciar los animales vacunados de los
infectados porque desarrollan los mismos anticuerpos al estar ambos expuestos al mismo
antigeno que el usado en el diagnéstico. Este es el lipopolisacarido de la membrana externa de
la pared celular de Brucella. Resulta un problema en el caso de infeccién ya que mediante
serologia no es posible distinguir animales vacunados de los infectados.

Las proteinas de fase aguda aumentan o disminuyen en respuesta a situaciones que
representan una amenaza para el organismo (dafio tisular, infeccién...) y que alteran los
mecanismos homeostaticos, provocando lo que se conoce como respuesta de fase aguda. En
este trabajo se ha estudiado la expresion génica de las proteinas de fase aguda en ratones que
han sido infectados con B. melitensis. El interés de estudiar estas proteinas radica en que
alguna de ellas podria ser un biomarcador capaz de identificar individuos infectados y al mismo
tiempo diferenciarlos de los que no estan infectados o de los que han sido vacunados.

Con el objetivo de estudiar lo que ocurre en los tejidos, se ha cuantificado la expresidon
génica para ver la sintesis de PFAs tanto en higado como en bazo. El higado es el 6rgano
principal de sintesis de estas proteinas, mientras que la contribucién del bazo estd poco
estudiada. Han sido cuatro proteinas de fase aguda, haptoglobina (HPT), hemopexina (HPX),
al glicoproteina dacida (AGP) y proteina amiloide A sérica (SAA), en tres modelos
experimentales de ratén. Estos modelos han sido: infeccion con B. melitensis 16M
intraperitoneal, vacunacion con Rev-1 intraperitoneal y vacunacion con Rev-1 subcutdnea.

Los resultados de la cuantificacién de mRNA se han relacionado con la concentracion
sérica de las proteinas. Se observd que los niveles de expresién en higado fueron mayores que
los séricos, y que el bazo solo contribuyé a la sintesis de la proteina SAA.



Abstract

Brucellosis is a zoonotic disease that involves great economic losses in the livestock
sector, as well as numerous cases in the human population. This bacterium affects almost all
farm animal species and is transmitted very easily to humans, besides it does not present a
characteristic clinical picture that allows an early detection of the infected, so it is necessary to
develop a better animal prophylaxis that helps its eradication. In recent years, new Brucella
species have been described in different hosts, but it is Brucella melitensis which is considered
the main cause of human brucellosis.

The problem lies in animal vaccination, based on live attenuated bacteria, since
serological methods do not allow to differentiate vaccinated animals from infected ones
because they develop the same antibodies when both are exposed to the same antigen as used
in the diagnosis. This is the lipopolysaccharide of the outer membrane of the Brucella cell wall.
It is a problem in the case of infection since it is not possible to distinguish vaccinated animals
from those infected through serology.

The acute phase proteins increase or decrease in response to situations that represent
a threat to the organism (tissue damage, infection...) and that alter the homeostatic
mechanisms, causing what is known as acute phase response. In this work we have studied the
gene expression of acute phase proteins in mice that have been infected with B. melitensis. The
interest of studying these proteins lies in the fact that some of them could be a biomarker able
to identify infected individuals and at the same time differentiate them from those that are not
infected or from which they have been vaccinated.

In order to study what happens in tissues, gene expression has been quantified to see
the synthesis of PFAs in both liver and spleen. The liver is the main organ of synthesis of these
proteins, while the contribution of the spleen is little studied. There have been four acute phase
proteins, haptoglobin (HPT), hemopexin (HPX), acid glycoprotein a1 (AGP) and serum amyloid A
protein (SAA), in three experimental mouse models. These models have been: infection with
intraperitoneal 16M B. melitensis, vaccination with intraperitoneal Rev-1 and vaccination with
subcutaneous Rev-1.

The results of mRNA quantification have been related to the serum concentration of
the proteins. It was observed that the expression levels in the liver were higher than the serum
levels, and that the spleen only contributed to the synthesis of the SAA protein.



Abreviaturas

AGP: al-Glicoproteina acida (al-glycoprotein acid).

ApoALl: Apolipoproteina Al (Apolipoprotein Al).

BSA: Albumina de suero bovino (Bovine serum albumin).

CITA/ARTC: Centro de Investigacién y Tecnologia Agroalimentaria de Aragdn (Agrifood
Research and Technology Centre of Aragon).

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast growth factor).

G: Fuerza G (G-force).

Hb: Hemoglobina (Hemoblobin).

HPT: Haptoglobina (Haptoglobin).

HPX: Hemopexina (Hemopexin).

HDL: Lipoproteinas de alta densidad (High density lipoproteins).

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos (Hepatic growth factor).

IL-1: Interleuquina-1 (Interleukin-1).

IL-6: Interleuquina-6 (Interleukin-6).

LDL: Lipoproteinas de baja densidad (Low density lipoproteins).

LPS: Lipopolisacarido (Lipopolysaccharide).

PBS: Tampdn fosfato salino (Phosphate buffer saline).

PEG: Polietilenglicol (Polyethyleneglicol).

PFA/APP: Proteina/s de fase aguda (Acute phase protein/s).

PGE2: Prostaglandina E2 (Prostaglandin E2).

RFA/APR: Respuesta de fase aguda (Acute phase response).

SAA: Amiloide A sérico (Serum amyloid A).

SDS: Dodecilsulfato sddico (Sodium dodecyl sulfate).

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS polyacrylamide gel
electrophoresis).

TGF-B: Factor de crecimiento transformante B (Transforming growth factor- B).
TNF-a: Factor de necrosis tumoral o (Tumor necrosis factor-a).

UFC/CFU: Unidades formadoras de colonias (Colony-forming units).
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1. INTRODUCCION.

1.1 Brucelosis.

La brucelosis es una zoonosis humana mundial causada por bacterias intracelulares del
género Brucella [1]. El género Brucella es un patégeno gram-negativo, facultativo, intracelular
gue produce enfermedades en diferentes mamiferos, incluyendo humanos [2]. Se replica en el
medio interno de trofoblastos, macréfagos y células dendriticas (causando infecciones crénicas
de larga duracion) [3].

La brucelosis produce infertilidad y pérdidas reproductivas con predileccién por causar
placentitis, neumonia fetal y mastitis. Supone pérdidas econdmicas significativas, ya sea por
los costes del tratamiento clinico en las infecciones humanas, o por los costes econdmicos
asociados a pérdidas reproductivas en el ganado [4].

El género Brucella se ha clasificado tradicionalmente en seis especies nombradas de
acuerdo con sus huéspedes de preferencia [5]. Brucella melitensis, Brucella abortus y Brucella
suis son las especies mas importantes desde el punto de vista econdmico vy, respectivamente,
infectan cabras y ovejas, bovinos y porcinos [3]. Otras especies del género Brucella son
Brucella ovis (ovejas), Brucella canis (perros), Brucella neotomae (roedores) [5], Brucella ceti
(cetaceos), Brucella pinnipedialis (pinnipedos), Brucella microti (roedor, zorro y suelo) [5], B.
inopinata (se desconoce su reservorio natural), B. papionis (primates) [6] y B. vulpis (zorro) [7].

Brucella es capaz de sobrevivir dentro de las células de su hospedador y de replicarse
dentro de ellas, siendo su presencia extracelular accidental. El principal componente que
posee Brucella en la membrana externa es el lipopolisacarido (LPS). El LPS consta de: lipido A,
nucleo, y las cadenas polisacaridicas O dispuestas hacia el exterior de la bacteria, pero que no
estan presentes en todos los organismos del género Brucella. Segun la presencia o ausencia de
la cadena O en el LPS de las cepas Brucella, su estructura se denomina lisa (S-LPS) o rugosa (R-
LPS) [8]. Las cadenas O son el antigeno inmunodominante en el S-LPS. Las cadenas
polisacaridicas O del S-LPS se consideran esenciales para la virulencia de las cepas lisas de
Brucella, puesto que mutantes rugosos obtenidos in vitro a partir de cepas virulentas
naturalmente lisas, presentan atenuacién en modelos animales [9].

Figura 1: Esquema del lipopolisacarido de Brucella.
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Segln la OMS, la brucelosis es la zoonosis responsable de mas enfermos y pérdidas
econdmicas, y Espafia ocupa uno de los primeros lugares del ranking mundial en cuanto a
incidencia. La especie mas importante en Aragdn desde los puntos de vista econdmico y de
salud publica es Brucella melitensis [10].

1.1.1 Brucella melitensis.

Las cabras y ovejas son los hospedadores preferidos de Brucella melitensis, aunque
este patégeno también infecta a las vacas dependiendo de las condiciones epidemioldgicas
especificas. B. melitensis es también el agente causal mds patdgeno y mas frecuente de la
brucelosis en los seres humanos. Clinicamente, la brucelosis humana puede ser una
enfermedad incapacitante que produce fiebre intermitente, escalofrios, sudoracidn, debilidad,
mialgia, complicaciones osteoarticulares, endocarditis, depresién y anorexia con baja
mortalidad [11].

1.1.2 Vacunas contra brucelosis.

Debido al considerable potencial zoondtico de Brucella, el control y la erradicacién de
la brucelosis en animales tiene importantes implicaciones a nivel de Sanidad Publica. Entre las
medidas de prevencién y control de la brucelosis animal se encuentra la vacunacion, siendo las
vacunas vivas atenuadas las mds empleadas, principalmente Revl para ganado ovino y caprino
[12]. Estas vacunas, pese a ser efectivas previniendo los efectos clinicos de la brucelosis,
presentan una serie de limitaciones, entre otras, la interferencia en el diagnéstico seroldgico
diferencial de animales vacunados/infectados por especies lisas de Brucella y/o riesgos de
infeccion humana en la manipulacidon. Esto es debido a que las pruebas de diagndstico
seroldgico de las infecciones ocasionadas por B. melitensis se basan en la deteccion de
anticuerpo frente a la cadena O del LPS. Por otra parte, la vacunacion de los animales con
Revl, induce la produccién de una respuesta de anticuerpos también frente a las cadenas O
del S-LPS, lo que es indistinguible de los generados por la infeccién [13].

1.2 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
neopldsico, alteraciones inmunoldgicas o agentes quimicos que provocan dafio tisular. Esta
respuesta incluye la activacion de la respuesta inmune a través de los mecanismos de la
inmunidad innata y adquirida. El papel principal de la respuesta inmune adquirida es el
desarrollo de la respuesta humoral y celular especifica, pero al inicio de la agresién, la
superviviencia del individuo depende de la habilidad de su respuesta inmune innata para
combatir las causas de la enfermedad. La RFA es un proceso dindmico que envuelve cambios
sistémicos y metabdlicos proporcionando un mecanismo de defensa temprana no especifica
contra el agresor antes de alcanzar la respuesta inmune adquirida [14].

Pocas horas después de iniciarse el proceso se observan cambios en un gran nimero
de procesos metabdlicos, endocrinos y fisioldgicos, los cuales se muestran de manera
esquemdtica en la figura 2 [15].
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Figura 2: Representacion esquematica de la respuesta de fase aguda. En cursiva: sustancias
bioldgicamente activas. Flechas en verde: efecto estimulador. Fechas en rojo: efecto inhibidor.
Flechas en azul: sustancias secretadas (cursiva) o efecto causado (no cursiva).

La RFA es un mecanismo homeostatico, que tiene como finalidad lograr el aislamiento
y destruccion de los agentes infecciosos, la eliminacidn del tejido dafiado y la reparacién del
drgano afectado, permitiendo que el organismo vuelva a la situacidn normal. Generalmente el
proceso revierte en unos pocos dias una vez desaparece a causa que lo provocd, sin embargo,
si la causa persiste puede darse una inflamacidn crénica [16].

En los animales de experimentacién, la RFA se ha estudiado utilizando un amplio rango
de inductores, que abarcan desde la induccién aséptica de la inflamacién con sustancias
qguimicas, lipopolisacdridos (LPS), proteinas y peptidoglicanos bacterianos, hasta las infecciones
con diversos agentes como virus, bacterias, micobacterias y hongos, o mediante la
implantacién de tumores [14].

1.2.1. Proteinas de fase aguda.

La RFA afecta tanto a la sintesis como al catabolismo de la mayoria de las proteinas
plasmaticas. Durante esta, el higado sufre alteraciones de tamafio, ultraestructura y actividad
metabdlica y se trata del érgano responsable de la sintesis y secrecion de las proteinas de fase
aguda, que durante la RFA se modifica considerablemente. 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 [17]. El incremento de la
concentracién de las PFA positivas va acompafnado de un descenso en los niveles plasmaticos
de las PFA negativas. La magnitud de los cambios de concentracidon experimentados por las
PFA varia enormemente de una proteina a otra [18].
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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 ratén. 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 [19].

Este trabajo se ha centrado en las principales proteinas de fase aguda descritas en
ratdn, son al-glicoproteina acida, haptoglobina, hemopexina y amiloide A sérico.

La al-glicoproteina acida (AGP) se ha considerado como una PFA positiva en todas las
especies de mamiferos estudiadas (a excepcién del cerdo [20]) incluyendo el ratén [21]. Esta
proteina, cuya masa molecular estda entre 41-43 kDa, es de gran importancia en el
metabolismo de drogas y psicotrdpicos de cardcter basico y parece desempefiar una funcion
inmunomoduladora. La AGP inhibe la activacién de los neutrdfilos y aumenta la secrecién de
los receptores antagonistas de la IL-1 por los macrofagos. Ademas, podria aumentar la
eliminacién del LPS bacteriano uniéndose directamente a él, y neutralizando asi su toxicidad.
También inhibe la proliferacion linfocitaria inducida por mitdgenos y la actividad de las células
naturales asesinas (NK) [23].

La haptoglobina (HPT) PFA positiva en la mayoria de las especies de mamiferos
estudiadas (humana, rata, conejo, vaca, cerdo, caballo, perro, gato y oveja) incluyendo el ratén
[22]. Es una glicoproteina de unos 34 kDa de masa molecular que aparece en la fraccién de las
a2-globulinas, presente en el plasma de todas las especies de mamiferos estudiadas [24]. Se
trata de una de las tres proteinas plasmaticas involucradas en la conservaciéon y transporte de
la hemoglobina (Hb) y sus metabolitos, junto con la transferrina y la hemopexina. Su funcién
bioldgica se asocia con la capacidad que posee para formar complejos estables, en proporcion
1:1, con la Hb. El complejo HPT-Hb es reconocido por CD163, un receptor especifico que se
encuentra en los macrdfagos, y es eliminado por los fagocitos [25]. Tanto en ratdn como en la
especie bovina, la concentracion de HPT en suero normal es muy baja y aumenta decenas de
veces durante la fase aguda [26].

La hemopexina (HPX) es otra PFA positiva del ratdon [22], ya que su sintesis es inducida
por varias citoquinas en procesos inflamatorios. Es una proteina plasmatica de 57 kDa
involucrada en la conservacién y el transporte de la hemoglobina y sus metabolitos.
Concretamente, tiene una gran afinidad de unidn al grupo hemo, encargado de incrementar la
vasopermeabilidad, promover la expresion de moléculas de adhesidn y favorecer la infiltracién
de los leucocitos en el tejido durante la inflamacidn [27]. Otros estudios han demostrado que
juega un papel anti-inflamatorio gracias a su capacidad para modular la expresiéon de
citoquinas pro-inflamatorias [28].

El amiloide A sérico (SAA) es una de las principales proteinas inducidas en la fase
aguda en ratén [22] 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 polimérficas, codificadas por multiples genes. En humano y ratdén se ha visto que
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 mds densas, HDL3, desplazando a la ApoAl, lo que modifica el transporte y
metabolismo del colesterol [29]. Asimismo, se ha visto que, en el ratdn, el SAA inhibe la fiebre
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inducida por IL-1B y TNF-a y la sintesis de prostaglandina E2, por lo que desempeifiaria un
papel regulador negativo de dichas citoquinas, capaces de estimular su sintesis [30]. Ademas,
parece inhibir la respuesta a los antigenos mediada por linfocitos e induce la migracién y
adhesién de las células T, y la migracidn, adhesion e infiltracion de los monocitos y leucocitos
polimorfonucleares en los tejidos [29].

1.2.2. Sintesis de proteinas de fase aguda.

El higado es el érgano responsable de la sintesis y secrecion de las proteinas de fase
aguda [17]. En estudios de los cambios en los mRNA del higado durante la respuesta de fase
aguda en varias cepas de ratén endogadmicas, se observa la induccion de mRNA para las
proteinas de fase aguda: amiloide A sérico, hemopexina, haptoglobina y al glicoproteina acida
[31].

Por otra parte, hay un estudio que describe que las células no hepdticas, incluyendo
células inmunes, también pueden producir haptoglobina, aunque a un nivel mucho mas bajo
que la produccion por el higado durante la RFA, la cual se produce a altos niveles. La
haptoglobina generada por las células B del bazo, en lugar de por el higado, contribuye
funcionalmente a una respuesta inmune normal. Los leucocitos aislados del bazo expresan
haptoglobina y liberan una forma pro-HPT que difiere Unicamente de la haptoglobina hepatica
en que no puede unirse a la hemoglobina. Esto sugiere que el bazo contribuye en la sintesis de
haptoglobina [32].
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

La brucelosis es una enfermedad bacteriana infecciosa crdnica que afecta a diferentes
especies de animales, y es zoonética para el ser humano. Supone un grave problema tanto
sanitario como econdmico, en concreto en el sector ganadero. Ademas, es de distribucién
mundial, pero afecta principalmente a paises mediterraneos, incluyendo Espaiia, esto hace
que su erradicacién sea un importante objetivo asi como el desarrollo de una mejor profilaxis
animal. Por otra parte, la brucelosis no presenta un cuadro clinico caracteristico que permita
una deteccién precoz del infectado, lo que favorece su evolucidon y complica su erradicacién.

El género Brucella estd constituido por bacilos gram negativos. Actualmente incluye
varias especies que infectan a distintos mamiferos como ganado ovino, caprino, vacuno,
porcino, etc. Pero se trata de Brucella melitensis la que se considera principal causa de la
brucelosis humana.

La apariciéon y la epidemiologia de la brucelosis animal, asi como su control y
erradicacion, dependen de varios factores, que incluyen principalmente el uso responsable de
la prueba diagndstica y la vacunacién. Hoy en dia, un problema tipico de las vacunas
disponibles contra la brucelosis animal, basadas en bacterias vivas atenuadas, es que los
animales vacunados desarrollan los mismos anticuerpos que los animales infectados, ya que
ambos han estado expuestos al mismo tipo de antigeno utilizado en las pruebas diagndsticas,
el lipopolisacdrido de Brucella. El problema resultante es esencial en las campanas de
saneamiento ya que en el caso de una infeccidn no es posible distinguir, a través de la
serologia, los animales vacunados de los infectados.

Los animales superiores responden de forma inmediata al dafio tisular y las infecciones
qgue 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. Un aspecto
particular de la respuesta de fase aguda es el papel fundamental que tiene el higado, en el que
se producen cambios de peso, de ultraestructura y enzimdticos, y que tienen como
consecuencia la modificacién de los niveles de proteinas plasmaticas sintetizadas por él.

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 en distintas especies. En este trabajo se aborda la respuesta de estas proteinas en
una infeccidn experimental en ratéon con Brucella.

En estudios realizados en el grupo de trabajo se ha visto en ratén que la concentracion
de estas cuatro proteinas aumenta en el suero de los ratones, produciéndose un maximo entre
los 7-14 dias de infeccién con B. mel intraperitonealmente. Este aumento en la concentracion
de las PFAs fue mucho menor o inexistente en la vacunacién con Rev-1 via subcutanea. Por ello
se pueden proponer estas PFAs, en solitario o combinadas como biomarcadores para
diferenciar los animales vacunados de los animales infectados.
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Los objetivos de este trabajo han sido:

1. Estudiar la evolucién de la expresidn génica en el higado ya que es el drgano principal de
sintesis de las siguientes PFAs: haptoglobina, hemopexina, al glicoproteina acida y amiloide A
sérico.

2. Relacionar los valores de mRNA obtenidos con la concentracién de las proteinas en suero, y
comprobar que los valores de concentracion en suero de estas proteinas correlacionan con su
expresion génica.

3. Estudiar la evolucién de la expresién génica en el bazo para ver la participacién de este
drgano en la sintesis de estas proteinas.

4. Estudiar si la via de infeccidn intraperitoneal o subcutanea influye en la expresidn de las
PFAs en higado y/o bazo.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Material biologico.

La experimentacidn animal se llevé a cabo en el Centro de Investigacidon y Tecnologia
Agroalimentaria de Aragdn (CITA), en estricta conformidad con las directrices de la Federacién
de Asociaciones de Ciencia Animal de Laboratorio y aprobado por el comité de
experimentacion animal ética del Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de
Aragédn (CITA).

Se utilizaron ratones BALB /c de nueve semanas de edad, obtenidos de Charles River
Laboratories (L'Abresle Cedex, Francia). Las cepas de Brucella B. melitensis 16M y vacuna Rev-
1. Ambas fueron proporcionadas por la Dra. M2 Pilar Jiménez de Bagliés Picazo, del CITA.

3.1.1 Infeccion experimental.

Los ratones se inyectaron por via intraperitoneal (ip) con 100 pl de solucién salina
tamponada con fosfato estéril (PBS) que contenia 10* unidades formadoras de colonias (CFU)
de B. melitensis 16M o de Rev-1 (cepa vacunal). También se inyectaron subcutaneamente (sc)
con 100 pl de PBS que contenia 10° CFU de Rev-1 vacuna. Como control se inyectaron ratones
via ip con 100 ul de PBS. El sacrificio se realizé por asfixia en cdmara de CO,. Cuatro ratones
por lote fueron eutanasiados en diferentes dias post-infeccién. Las siguientes muestras se
recogieron durante los dias 3, 7, 14, 21 y 28 dias post-infeccién. El bazo y el higado se
recogieron asépticamente y se congelaron en N, liquido. La sangre se recogid mediante
puncidn cardiaca, y luego se centrifugd (2.000xg, 15 min, RT) para obtener el suero. Los sueros
se pasaron a través de Ultrafree Centrifugal Filters de 0,22 um (Merck Millipore, Alemania) y se
almacenaron a -80°C.

Se hicieron 4 lotes con 4 ratones cada uno:

e Lote 1: ratones inyectados intraperitonealmente con B. melitensis 10%.
e Lote 2: ratones inyectados intraperitonealmente con Rev1 10°.

e Lote 3: ratones inyectados subcutaneamente con Rev1 10°.

e Lote 4: control.

3.2 Expresion génica de PFAs en higado y bazo.

3.2.1 Extraccion de RNA total.
El aislamiento de RNA a partir de muestras de bazo e higado se llevé a cabo de acuerdo
con la instruccién del fabricante del Reactivo TRI® (Molecular Research Center, Inc. EE.UU.).

En primer lugar se procedid a la homogeneizacion del tejido. Para ello, se
descongelaron las muestras y se introdujeron en un potter (homogeneizador), disgregdndolas
en pequefios trozos. Se les afadio el Trizol, que aisla el RNA manteniendo su integridad. Tras
esto, se procedio a la extraccion de RNA afiadiendo cloroformo, centrifugando, y obteniendo la
fase superior acuosa. Posteriormente se afiadié isopropanol y se llevd a cabo la purificacion
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por precipitado, lavando con etanol y resuspendiendo el RNA final en agua miliQ para su uso
en las aplicaciones posteriores. El protocolo a seguir, con mas detalle, es el siguiente:

1. Homogenizacidn: se afiadié 1 ml de TRI por cada 50-100 mg de tejido.

2. Fase de separacion: se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado
este tiempo, se afiadié 0.2 ml de cloroformo, se agitd de forma vigorosa 15 segundos y se
centrifugd a 12.000 g, 15 minutos a 4°C. Después de la centrifugacidn, la mezcla se separa en
una fase de fenol roja inferior, interfase y la fase acuosa superior incolora. EIl RNA permanece
exclusivamente en la fase acuosa, mientras que el DNA y las proteinas se encuentran en la fase
organica e interfase.

3. Precipitacion de RNA: se transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo y precipitar el RNA
mezclandolo con isopropanol (0.5 ml de isopropanol por 1 ml de reactivo TRI). Las muestras se
almacenaron a temperatura ambiente durante 5-10 minutos y se centrifugd a 12.000 g
durante 8 minutos a 4-25°C. El precipitado de RNA es visible en el fondo del tubo.

4. Lavado de RNA: se elimind el sobrenadante y se lavo el precipitado de RNA con etanol al
75% agitando en vortex, (1 ml de etanol al 75% por 1 ml de reactivo TRI), se centrifugd
posteriormente a 7.500 g durante 5 minutos a 4-25°C.

5. Solubilizar RNA: retirar el etanol y dejar secar al aire el precipitado de RNA durante 3-5
minutos. Es importante evitar el secado completo del precipitado ya que esto disminuye en
gran medida su solubilidad. Por ultimo, disolver el RNA en 50 pl de agua miliQ (exenta de
RNasa).

Posteriormente se cuantific6 y se determiné la pureza y concentracion del RNA
mediante un nanoespectrofotémetro, NanoVue Plus® (Biochrom, EE.UU.). En primer lugar se
colocé 2 ul de agua miliQ en el espectrofotdmetro para realizar el blanco. A continuacion, se
afiadioé 2 pl de cada muestra para, con la ayuda del programa informatico que tiene asociado el
NanoVue Plus®, obtener los datos de concentracidén y pureza. Para finalizar, tras la Ultima
muestra, se realizé la medicidn de otro blanco para asegurar que no quedasen acidos nucleicos
en el aparato.

3.2.2 Retrotranscripcion (RT).
El RNA extraido por el método del Trizol se transcribié a cDNA siguiendo el protocolo
del kit de transcripcién de cDNA de alta capacidad (Applied Biosystems, EE.UU.).

Es un proceso en el que, empleando una polimerasa de origen retroviral, transcriptasa
inversa, se sintetiza cDNA a partir de un molde de RNA. Este kit cuenta con cebadores
aleatorios (Random Primers) que se unen al mRNA molde en distintos sitios y que actlian como
primers para producir una libreria de cDNA. Contiene reactivos que, cuando se combinan,
forman una mezcla 2X Reverse Transcription Master Mix. Por lo que se afiadié el mismo
volumen de muestra RNA para que quedase 1X. Toda la preparacidn se realizé en hielo.

Como se disponia de la pureza de cada muestra de RNA, se realizaron los calculos
necesarios para obtener 1.5 ug de RNA en 10 pl de H,0 miliQ.
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La mezcla de RT utilizada para 10 pl de RNA total (1.5ug) y un volumen total de mezcla
de reaccion de 20 pl, fue la siguiente:

Tabla 1: Composicién de la mezcla de reaccion de la RT-PCR.

Reactivo Volumen (ul)
10X RT Buffer 2.0
25X dNTP Mix (100mM) 0.8
10X RT Random Primers 2.0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1.0

RNase Inhibitor -

Nuclease-free H,0 4.2
Total 10.0

La mezcla de reaccién se prepard multiplicando el volumen de una unidad de reaccién
por el nimero de casos con los que se procedia a realizar la PCR y se afiadié un volumen
adicional para compensar posibles errores al pipetear. Tras la preparacién de la mezcla de
reaccién, se vorted el tubo para que los componentes se homogeneizaran. Se dispensé el
volumen final (10 pl) correspondiente a cada tubo de reaccién. En ultimo lugar, se afiadié un
volumen de 10 pl de RNA (equivalente a 1.5 pug de RNA total) a cada tubo de reaccion, salvo al
blanco, al que se afadié un volumen equivalente de agua. Los tubos de reaccidn se colocaron
en el termociclador y se ejecutdé el programa recogido en la Tabla 2:

Tabla 2: Programa de temperaturas para la retrotranscripcion.

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Temperatura 25°C 37°C 85°C 4°C
Tiempo 10 min 120 min 5 min oo

Los productos de la RT se almacenaron en el frigorifico a 4°C.

3.2.3 PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR).

Para cuantificar las proteinas de fase aguda, se realizd una gPCR de las cuatro APP
(HPT, HPX, SAA y AGP) y de una proteina de normalizacién (GADPH) de acuerdo con la
instruccidn del fabricante de PowerUp SYBR Green Master Mix en placas de reaccidn de 96
pocillos con el software de PCR en tiempo real QuantStudio (Applied Biosystems, EE.UU.). Este
método se caracteriza por realizar una cuantificacion a tiempo real de la amplificacidon de un
gen en concreto, empleando el cDNA molde obtenido en la retrotranscripcion.

En las placas para la qPCR se cargé cada pocillo con 15 pl de mezcla total: 14 ul de Mix
gPCRy 1 pl de muestra diluida 1/20. La dilucién de muestras se realiz6 afiadiendo 95 pl de H,0
miliQ a 5 pl de muestra y el Mix de qPCR fue el siguiente:
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Tabla 3: Composicion de la mezcla de reaccidn de la gPCR.

Reactivo Volumen (pl)
SYBR Green Master Mix 7.5
Primer Reverse (500mM) 0.75
Primer Forward (500mM) 0.75
H,0 miliQ 5.0
Total 14.0

Como cada proteina a estudiar tiene sus respectivos Primer Reverse y Primer Forward,
para realizar la mezcla de reaccién, el mix se prepard por separado. Primero se multiplicé el
volumen de unidad de reaccién del SYBR y de H,0 por el nimero de casos a realizar, teniendo
en cuenta que cada reaccidn se realiza por triplicado y afiadiendo un poco por la pérdida en el
pipeteo. Ademas, se tuvo en cuenta las 3 reacciones correspondientes al blanco (sin cDNA). Se
vorted el tubo, se dispensd el volumen a cada tubo correspondiente a una proteina y se
afadieron los primers reverse y forward. A continuacién, se prepard la placa de gPCR,
afiadiendo a cada pocillo 1 ul de muestra (cDNA), a excepcion del blanco, en el cual se anadio
1ul de H,0, y 14 ul del mix. Por ultimo, se colocé la pegatina del kit que cubre toda la placa.
Todo este procedimiento se realizd en hielo y en la mayor oscuridad posible.

Antes de introducir la placa en el instrumento de PCR en tiempo real (situado en el
Centro de Investigaciéon Biomédica de Aragodn) se realizé un pulso de centrifuga para
homogeneizar las mezclas cargadas. La placa se introdujo en el termociclador, y se ejecuté el
programa recogido en la Tabla 4:

Tabla 4: Programa de temperaturas para la gPCR.

Temperatura(°C) Tiempo (s) Ne ciclos
95°C 15
60°C 60 40

3.2.4 Diseio de primers.

Todos los cebadores se disefiaron con Primer Express Software (Applied Biosystems,
EE.UU.). Primero, se necesité el cddigo (RefSeq) del mRNA en ratén de cada proteina para la
busqueda de la secuencia en la base de datos de nucleétidos de la pagina del NCBI (National
Center for Biotechnology Information), y se selecciond la secuencia codificante (CDS). Esta
secuencia se introdujo en el Software de Primer Express, obteniéndose varios posibles primers.
Los elegidos se comprobaron en el programa Oligo 7 (Molecular Biology Insights, Inc.). Este
programa ofrece diversos analisis que muestran una multitud de datos, tales como estructura
secundaria de DNA y RNA, formacién de dimeros, homologia, estabilidad interna, composicion
y propiedades fisicas. De esta manera se eligieron los mas adecuados a las condiciones de la
gPCR.

3.3 Western-blot.
La HPT, HPX, AGP Y SAA se detectaron en el suero por Western-Blot.
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3.3.1 Cuantificacion por Bradford.
Las muestras de suero se cuantificaron por el método de Bradford, dando como
resultado 40-50 pug/ml suero de proteina total.

El método de Bradford estd basado en el cambio de color del colorante Azul de
Coomassie G-250 (Brilliant Blue, Sigma) en respuesta a diferentes concentraciones de
proteinas.

Como estandar proteico se utilizd una disolucidn stock de albimina bovina (1 mg/ml),
se prepard una curva patrén y las diluciones de los sueros. Finalmente se afiadid el reactivo de
azul de Coomassie a todos los tubos; tanto a las diluciones que contenian la albumina como a
las que contenian los sueros. Se agitaron los tubos, se dejo incubar 5 min, y a continuacién se
procedio a la lectura de la absorbancia a 595 nm en el espectrofotémetro.

3.3.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

Las muestras de suero se diluyeron 1/20 veces, y luego se cargaron, corrieron y se
resolvieron por electroforesis en geles desnaturalizantes de dodecilsulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12 % y al 10 % dependiendo del sistema utilizado. Los sistemas de
polimerizacion de gel utilizados para este fin fueron el MiniVE de Hoefer para geles al 12% vy el
Mini Protean Il de BioRad para geles al 10%, y las soluciones necesarias para preparar el gel
fueron las siguientes:

e Disolucion stock de acrilamida-bisacrilamida (Acrylamide/bis-acrylamide 30 %
Solution, Sigma): acrilamida 30 % : bisacrilamida 0.8 % (p/v), que se almacend
protegida de la luz a 4°C.

e Tampodn de electroforesis 10x: Tris-HCl 250 mM pH 8.6, glicina (Glycine, Sigma) 1.92
M, SDS (Sodium Dodecyl Sulphate, Sigma) 1 % (p/v).

e Tampon del gel separador (resolving): Tris-HCl (Trizma Hydrochloride, Sigma) 1.5 M
pH 8.8, SDS 10 %, EDTA 8 mM.

e Tampon del gel concentrador (stacking): Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, SDS 10 %, EDTA 8 mM.

e Tampon de carga 3x: Glicerol 10 %, Tris-HCl 60 mM pH 6.8, EDTA 20 mM, SDS 2 %
(p/v), azul de bromofenol (Bromophenol blue, Sigma) 0.005 % (p/v), B-mercaptoetanol
(2-Mercaptoethanol, Sigma) 5 % (v/v).

e APS (Ammonium Persulfate, Sigma) 10 %.

e TEMED (Tetramethylethylenediamine, Sigma)

La preparaciéon de 5 ml de gel separador del 10% (sistema BioRad) y/o del 12% (sistema
Hoefer), y de 2.5 ml de gel concentrador se realizé de la siguiente manera:
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Tabla 5: Composicion de las disoluciones para la preparacién de los geles separador (resolving)
(10% y 12%) y concentrador (stacking) para electroforesis SDS-PAGE.

Componente Stacking Resolving 10% Resolving 12%
AA:BA (30%) 325 pl 1.65 ml 2ml
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 630 ul - -
Tris-HCI| 0.5 M pH 8.8 - 1.25 ml 1.25 ml
H,0 destilada 1.5 ml 2.01 ml 1.67 ml
SDS 10% 25 pl 50 pl 50 pl
APS 10% 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl 10 pl
Total 2.5ml 5ml 5ml

Se utilizaron cristales de 0.75 mm de espesor de BioRad y separadores de 0.75 mm en
Hoefer. Se vertio el gel separador entre los cristales que componen el soporte, dejando unos 2
cm para el gel concentrador, espacio que se cubrid con etanol, evitando asi la formacién de
menisco y la entrada de oxigeno, lo que dificultaria la polimerizacién. Una vez polimerizado el
gel se elimind el etanol y se vertié el gel concentrador. Finalmente, se inserté el peine con
cuidado vy se retird cuando el gel hubo polimerizado. La preparacion de las muestras se realizé
mezclando 14 ul de suero con 7 pl de tampdn de carga 3X y se introdujo durante 10 minutos
en un termo-bloque a 100°C para desnaturalizar las proteinas. Posteriormente se llend la
cubeta con tampdn de electroforesis 1X y se procedid a cargar las muestras y el marcador de
pesos moleculares (Nippon Genetics™ BlueStar Prestained Protein Marker. Rango de 10 kDa
hasta 180 kDa). La electroforesis se desarrollé a una intensidad constante de 20 mA por gel y
180V. Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas.

3.3.3 Transferencia.

Las proteinas separadas mediante electroforesis se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Hybond-C extra, American-Biosciences) mediante un sistema de transferencia
semiseca (Trans-Blot SD semidry transfer cell, BioRad). Tras sumergir la nitrocelulosa y el gel
durante 5 minutos en el tampdn de transferencia (TRIS (Tris Hydroxymethyl Aminomethane,
Panreac), 25mM, glicina (Glycine, Sigma) 192mM, SDS (Sodium Dodecy! Sulphate, Sigma)
3.5mM, metanol (Methanol, Sigma) 20%, pH 8.3) se colocd sobre el anodo una capa de papel
de filtro grueso (Whatman) humedecida con el tampdn de transferencia, sobre ella la
nitrocelulosa, a continuacion el gel y por ultimo otra capa de papel de filtro, evitando que se
formasen burbujas de aire entre las distintas capas. La transferencia se llevé a cabo a un
voltaje de 20V y un amperaje de 400 mA durante 1 hora.

El gel se tifid con Azul de Coomassie (Brilliant Blue, Sigma) una vez finalizada la
transferencia para comprobar que las proteinas se habian transferido a la membrana de
nitrocelulosa correctamente. La tincidn se efectud por inmersion de los geles durante 1 hora
en una solucion de Azul de Coomassie (Brilliant Blue, Sigma) y se dejaron destifiendo toda la
noche en una solucién decolorante que contenia 10% de acido acético glacial (Acetic Acid
Glacial, Panreac), 25% de metanol (Methanol, Sigma), 2% de glicerol (Glycerol, Sigma) y 63% de
agua.
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3.3.4 Inmunodeteccion.

Tras la transferencia de proteinas separadas mediante SDS-PAGE a membranas de
nitrocelulosa, la deteccién especifica de cada proteina se realizé utilizando antisueros frente a
las proteinas obtenidas en el laboratorio, segin el método descrito por Towbin [33] con alguna
modificacion detallada a continuacién. Para evitar uniones inespecificas, las membranas se
bloquearon incubando durante 1 hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C con una
solucién de leche desnatada en polvo al 5% (p/v) en tampon B (NaCl (Sodium Chloride for
analysis, Panreac) 0,12 M, TRIS/HCI (Trizma Hydrochloride, Sigma) 0,01 M, Tween-20 (Tween20
for synthesis, Panreac) 0,5% (p/v), pH 8 y azida sédica (Sodium azide, Sigma) al 0,1%).
Seguidamente las membranas se lavaron 3 veces durante 10 minutos, con agitacién vigorosa,
con tampodn B. Posteriormente se incubaron durante 1 hora con el correspondiente antisuero
disuelto en tampdn B con leche desnatada en polvo al 2,5% (p/Vv).

En el laboratorio se disponian de los siguientes antisueros hechos en conejo que
reconocian, por reaccién cruzada, las proteinas de fase aguda del ratén y se utilizaron como
primer antisuero en los Western-blot: Anti-alpha-1 glicoproteina acida de rata, Anti-
hemopexina de cerdo y Anti-haptoglobina de cerdo. El amiloide sérico A no se pudo visualizar
al no funcionar correctamente el anticuerpo del que se disponia. Como segundo anticuerpo se
utilizé un anti-lgG de conejo marcado con peroxidasa.

Tabla 6: Diluciones de los anticuerpos utilizados en el Western Blot.

Anticuerpo Dilucion
Anti-HPT 1/2000
Anti-AGP 1/500
Anti-HPX 1/500

Finalizada la incubacidn se lavé 3 veces con tampdn B del mismo modo descrito
anteriormente. A continuacion las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario
anti-lgG de conejo, conjugado con la enzima peroxidasa (Anti-Rabbit IgG (whole molecule)
Peroxidase antibody produced in goat, Sigma) y diluido 1/20.000 en tampdn B con leche
desnatada en polvo al 2,5% (p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente y agitacidn suave.
Tras lavar con el tampdn B 3 veces, los inmunocomplejos se detectaron mediante la reaccidn
de la peroxidasa conjugada con el anticuerpo secundario con un sustrato comercial (HRP
(Horseradish Peroxidase) Substrate, Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate), que se dejo
reaccionar durante 1:30 minutos.

3.3.5 Revelado.

Finalmente, se colocaron las membranas en un Cassette (X ray film cassette) y se
revelaron en films (CL-XPosure Film, Thermo Scientific). Se utilizd una solucién reveladora
(100ml Carestream® Kodak® autoradiography GBX developer/replenisher (Sigma) + 350 ml
H,0q4) y una solucién fijadora (100 ml Kodak processing chemicals for autoradiography films
(Sigma) + 400 ml H,04), en la que se sumergieron los films (CL-Xposure Film, Thermo Scientific)
de revelado. Por ultimo estos films se escanearon para su posterior analisis.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Extraccion y cuantificacion de RNA.
Se cuantificaron los RNas obtenidos de los lotes 1,2, 3y 4 en los diferentes dias post-
infeccién con B. melitensis ip y vacunados con Rev1l ip y sc (tabla 7):

Tabla 7: Cuantificaciones (en ng/ul) de RNA de las 15 muestras de higado y 9 de bazo en los
diferentes dias post-infeccion por método espectrofotométrico (NanoVue®). B. melitensis
(Mel) y Rev-1 (Rev1).

Higado Bazo

Muestras 3 dias 7 dias 14 dias 21dias 28 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Mel ip 1630 1795 1294 1197 1614 968.4 1049 756.8
Revl ip 1734 1232 1378 1561 1789 946.8 834.0 1055
Revl sc 1610 1296 1734 1115 1745 991.6 1546 1564

Observando los datos obtenidos vemos que la concentracion de RNA total obtenida
estd entre 1.3-1.7 pg/ul en higado y entre 0.9-1.0 pg/ul en bazo. Estos resultados sirvieron
para poder realizar la retrotranscripcion de 1.5 ug de RNA de cada muestra.

Para definir la calidad de las muestras se midieron los ratios de absorbancia A,g0/Azs0 Y
Ays0/Asz0, recogidos en las tablas 8 y 9.

El ratio A,e/A,s0 informa de una posible contaminacidn de la muestra con proteinas ya
gue a una longitud de onda de 260 nm absorben los acidos nucleicos, y a 280 nm absorben las
proteinas, principalmente por los residuos de triptéfano. En el caso del RNA, se establece que
una relacidn A,g/Ass0 con un valor alrededor de 1.8 se corresponde con un RNA puro,
aceptablemente.

Tabla 8: Ratios de absorbancia de las muestras de higado. B. melitensis (Mel) ip y Rev-1 (Rev1)
ipysc.

Higado
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Muestras Asso/Asso Asso/Asso Asso/Asso Azso/Aaso Azso/Asso
Mel ip 1.825 1.665 1.934 1.935 1.807
Revlip 1.706 1.935 1.950 1.874 1.713
Revl sc 1.745 1.615 1.737 1.937 1.373
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Tabla 9: Ratios de absorbancia de las muestras de bazo. B. melitensis (Mel) ip y Rev-1 (Rev1) ip

y sC.
Bazo
7 dias 14 dias 21 dias
Muestras Asze0/Asso Ase0/Asso Ase0/Asso
Mel ip 1.971 1.987 1.917
Revlip 1.945 1.954 1.964
Revl sc 1.982 1.886 1.853

Como se puede observar en las tablas 8 y 9 de resultados, el ratio A,s0/Azg estd en
torno a 1.8 en la mayoria de resultados, por lo que se podria decir que el RNA tiene una pureza
considerable tras la extraccion.

4.2 Expresion génica de proteinas de fase aguda.

El cambio en la expresién de APPs en el higado y el bazo se evalué por gPCR en tres
modelos experimentales: infeccion con Brucella melitensis 16M ip, vacunacién con Revl ip y la
vacunacion con Revl sc. Las cuatro proteinas analizadas en todos los modelos fueron APP
positivas en esta especie: HPT, HPX, SAA y AGP, durante los dias post-infeccién: 3, 7, 14, 21y
28 en higado, y los dias 7, 14 y 21 en bazo.

4.2.1 Expresion en higado.

Tras la qPCR de las muestras de higado, los datos de cada APP fueron normalizados
con los de la proteina housekeeping (GAPDH) y representados graficamente. Ademas estos
resultados han sido relacionados con los datos de las concentraciones séricas de otros estudios
realizados en el grupo de trabajo, para comprobar si la concentracidn sérica de estas proteinas
se ve reflejada en su expresidn génica.

4.2.1.1 Amiloide A sérico.

En el caso de SAA (figura 3b), se observa que la mayor expresion de mRNA en higado
se alcanza a los a los 14 dias de vacunacion con Revl ip, lo que coincide con el aumento de la
concentracién en suero (fig. 3a). El primer pico de mRNA en higado se obtiene a los 7 dias de la
infeccién con B. melitensis, también igual que en suero (fig. 3a). Por otra parte, el aumento
provocado por la vacunacidn con Revl sc se produce a los 14 dias en la expresion génica en
higado (fig. 3b), y un poco mas tarde en suero, a los 21 dias (fig. 3a).
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Figura 3: a) Evolucion de la concentracion sérica de SAA en ratones infectados con con B.
melitensis ip y vacunados con Rev 1 ip y sc. Estudios antecedentes a este trabajo. b) Evolucidn
temporal de la expresion génica de SAA en higado de raton en la infeccidn con B. melitensis
ip y vacunacion con Rev 1 ip y sc. Los resultados se expresan en unidades relativas de RNA.

4.2.1.2 al-Glicoproteina acida.

La expresién génica de AGP (fig. 4b) en higado sigue una evolucién similar, el mayor
aumento se induce a los 14 dias por la vacunacién con Rev1 ip y el primer aumento lo produce
la infeccidén por B. melitensis a los 7 dias, lo que concuerda con lo visto en suero (fig. 4a). Sin
embargo hay una mayor expresion de AGP en los higados de los ratones vacunados (Rev1 sc)
que por B. melitensis (fig.4b).
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Figura 4: a) Evolucién de la concentracién sérica de AGP en ratones infectados con con B.
melitensis ip y vacunados con Rev 1 ip y sc. Estudios antecedentes a este trabajo. b) Evolucién
temporal de la expresion génica de AGP en higado de raton en la infeccion con B. melitensis
ip y vacunacidén con Rev 1 ip y sc. Los resultados se expresan en unidades relativas de RNA.

24



4.2.1.3 Haptoglobina.

En la evolucién de la Haptoglobina (figura 5b), la expresién génica producido por B.
melitensis se induce a los 3 dias, crece un poco a los 7 dias y se mantiene a los 14 dias de forma
moderada (fig. 5b) respecto a su concentracidn en suero (fig. 5a). En este caso también el
aumento mas alto es el producido por Revl ip a los 14 dias, lo que concuerda con la
concentracién de HPT en suero (fig. 5a). Sin embargo, el aumento de la expresion de mRNA
producido por Revl sc a los 14 dias es mayor que el aumento producido por B. melitensis (fig.
5b) siendo la concentracién de HPT en suero mucho menor en la vacunacién via sc.
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Figura 5: a) Evolucion de la concentracion sérica de HPT en ratones infectados con con B.
melitensis ip y vacunados con Rev 1 ip y sc. Estudios antecedentes a este trabajo. b) Evolucidn
temporal de la expresion génica de HPT en higado de ratdén en la infeccion con B. melitensis
ip y vacunacion con Rev 1 ip y sc. Los resultados se expresan en unidades relativas de RNA.

4.2.1.4 Hemopexina.

Como se observa en la figura 6b, los valores mds altos de expresidén génica de la HPX
los induce Revl sc a los 14 dias, lo que no encaja con lo observado en suero, donde apenas
sube la concentracion de HPX (fig. 6a). El aumento de la expresidn génica de HPX inducido por
Revl ip se alcanza a los 14 dias, como el aumento de la concentraciéon de HPX en suero, y la
infeccion por B. melitensis apenas produce un aumento en la expresidon génica de esta
proteina, aunque el aumento de su concentracidn en suero es notable.
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Figura 6: a) Evolucion de la concentracidn sérica de HPX en ratones infectados con con B.
melitensis ip y vacunados con Rev 1 ip y sc. Estudios antecedentes a este trabajo. b) Evolucién
temporal de la expresion génica de HPX en higado de raton en la infeccidn con B. melitensis
ip y vacunacidén con Rev 1 ip y sc. Los resultados se expresan en unidades relativas de RNA.

La vacunacién con Rev-1 tanto por via ip como por via sc produce un mayor aumento
de la expresion génica de SAA, AGP, HPT y HPX a los 14 dias post-vacunacién. En el caso de la
vacunacion por via ip que produce el mayor aumento de la expresidn génica (excepto la HPX)
concuerda con el aumento de la concentracién de proteinas en suero.

La infeccion con B. melitensis indujo a un menor aumento en la expresion de las PFA
del higado pero mas temprano que la vacunacién con Rev-1. Aunque la expresién génica fue
menor, los valores de concentracién de las PFAs en suero fueron intermedios, mayores que
con la vacunacién por sc y menores cuando se realizé via ip. También la aparicién de PFAs en el
suero se produjo antes con la infeccidén por B. melitensis.

La expresién génica en higado de las cuatro APPs estudiadas no se ve reflejada
directamente con la concentracién sérica. La influencia de la via de inoculacién en la en la
expresidon génica en el higado de las PFAs podria reflejar alteraciones en el mecanismo de
secrecidon de estas proteinas al plasma, o bien un fallo en la propia traduccidon del mRNA.

4.2.2 Expresion en bazo:

Los datos de la gqPCR de las muestras de bazo de dos ratones también se normalizaron
y se representaron en grafico (figura 7). Al contrario que en higado, el bazo practicamente no
contribuyd a la sintesis de mRNA de APPs, excepto a la de SAA. Se puede observar que la
subida de expresidn en el animal 1 es a los 14 dias y en el animal 2 a los 21 dias.

La infeccidon con B. melitensis produjo una represidon de la expresidon génica de las
cuatro proteinas en ambos animales. Por otra parte, la inoculacién con Revl ip produjo una
sobreexpresion de mRNA de SAA (20 veces) y menor de AGP (1 vez) a los 14 dias en el animal 1
y alos 21 en el animal 2, asi como poca sintesis de HPX a los 14 dias en el animal 1. Por ultimo,
la vacunacidn con Revl sc indujo una ligera sobreexpresidn de todas las proteinas, siendo
menor la de HPT y HPX, del animal 2 a los 21 dias. La expresidén génica de los animales 1y 2
muestra la misma tendencia aunque en el animal 2 se observa un retraso en la induccidon de la
sintesis de las PFAs.
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Figura 7: Evolucion temporal de la expresidn génica de APPs en bazo de ratén en la infeccion
con B.melitensis ip y vacunacion con Revl via ip y sc. Los resultados se expresan en unidades
relativas de mRNA de las proteinas SAA, AGP, HPT y HPX de 2 ratones.

4.3 Western-Blot.

Se procedidé a una deteccién cualitativa de las PFAs en suero por Western-blot. Los
antisueros disponibles en el laboratorio presentaron diferencias notables en cuanto a su
afinidad por las distintas PFAs. Se consiguieron buenos resultados con el antisuero anti-HPT
(fig. 6), pero para que los antisueros anti-HPX y anti-AGP reconocieran sus respectivas
proteinas se tuvieron que emplear muestras de suero depletadas en las que se habia
eliminado las proteinas mayoritarias del suero, las inmunoglobulinas, la transferrina y la
albumina. Estas muestras fueron proporcionadas por Leonor Conde y en ellas si fue posible la
identificacion de la Hemopexina y la AGP (fig. 9 y 10).

4.3.1 Haptoglobina:
Como se aprecia en la figura 8, la haptoglobina muestra grandes diferencias a lo largo
de la infeccién. El maximo aumento se alcanza a los 14 dias en cada inoculacion.

N 3d 7d 14d 21d 28d 56d
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Figura 8: Deteccion de HPT por Western Blot. Los sueros de ratéon infectados con B. melitensis
y vacunados con Rev-1 recogidos en los distintos dias de infeccion (0, 3, 7, 21,28 y 56) se
diluyeron 1/20, se sometieron a SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa.
Se detectd con un antisuero primario anti-HPT de cerdo (dilucion 1/2.000) seguido de un
anticuerpo secundario anti-lgG de conejo marcado con peroxidasa.

4.3.2 a-1-Glicoproteina acida.

El Western blot de la AGP se hizo con tres muestras depletadas. Estas muestras fueron
recogidas a los 7 dias de inoculaciéon con PBS (N), vacunacion con Revl sc (1), vacunacion con
Revl sc y a los 30 dias infeccidn con B. melitensis (2) e infeccién con B. melitensis (3). En la
figura 9 no se observa proteina en (N), lo que era de esperar. Por otra parte, de las dos
muestras vacunadas (1 y 2), tiene menor aumento de AGP y el mayor aumento se observo en
la que solo fue infectada (3).

N 1 2 3

Figura 9: Deteccion de AGP por Western Blot. Los sueros depletados de ratén infectados con
B. melitensis y vacunados con Rev-1 recogidos a los 7 dias se sometieron a SDS-PAGE vy se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Se detectd con un antisuero primario anti-AGP
de rata (dilucion 1/500) seguido de un anticuerpo secundario anti-lgG de conejo marcado con
peroxidasa.

4.3.3 Hemopexina.

La cuantificacion de la hemopexina también se hizo mediante Western blot con las
muestras depletadas al obtener muchas uniones inespecificas con las muestras sin depletar.
Estas muestras fueron recogidas a los 7 dias de inoculacion con PBS (N), vacunacién con Revl
sc (1), vacunacidn con Revl sc y a los 30 dias infeccién con B. melitensis (2) e infeccidn con B.
melitensis (3). Al igual que en la AGP, la muestra con mayor aumento de hemopexina se trata
de la infectada con B. melitensis (3), y siendo algo menor la muestra vacunada e infectada (2).

57 kDa HPX

Figura 10: Deteccion de HPX por Western Blot. Los sueros depletados de ratén infectados con
B. melitensis y vacunados con Rev-1 recogidos a los 7 dias se sometieron a SDS-PAGE vy se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Se detectd con un antisuero primario anti-HPX
de cerdo (dilucién 1/500) seguido de un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo marcado
con peroxidasa.
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5. CONCLUSIONES

1. La expresion génica en higado de las PFAs difiere en los ratones infectados con B.
melitensis respecto de los vacunados con Rev-1, siendo mayor en los ratones
vacunados que en los infectados.

2. La via de inoculacién de la cepa vacunal Rev-1 influye en la expresidn génica de las
PFAs y, excepto en el caso de la HPX, los mayores aumentos se observan en los ratones
vacunados via ip.

3. El bazo tiene poca contribucidn en la sintesis de las cuatro PFAs estudiadas, excepto en
lo referente al SAA en la vacunacidn via ip.

4. La expresidn génica en higado de las cuatro PFAs estudiadas se ve solo parcialmente
reflejada en su concentracién sérica. En el suero, la concentracién mayor de proteinas
se obtiene con la vacuna Rev-1 ip seguida de la infeccidon por B. melitensis, y las
concentraciones mas bajas son producidas por Rev-1 sc. (Datos del trabajo de Leonor
Conde).
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Conclusions

1. Gene expression in the liver of APPs differs in mice infected with B. melitensis
compared to those vaccinated with Rev-1, being higher in the vaccinated than in the
infected mice.

2. The route of inoculation of the vaccine strain Rev-1 influences the gene expression of
the APPs and except in the case of HPX, the highest increases are observed in mice
vaccinated via ip.

3. The spleen has little contribution in the synthesis of the four APPs studied, except in
relation to SAA in the vaccination via ip.

4. Gene expression in the liver of the four studied APPs is only partially reflected in its
concentration. In serum, the highest protein concentration is obtained with the Rev-1 ip
vaccine, then infection with B. melitensis, and the lowest concentrations are produced
by Rev-1 sc. (Data of the work of Leonor Conde).
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