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RESUMEN

Las brucdas son bacterias intracdulares facultativas, capaces de sobrevivir 'y
multiplicarse en d interior de diversas cdulas, incduyendo los mecréfegos. Su virulencia
y tendencia a producir infecciones cronicas se cree que es debida a su capacidad para
resgir los mecanismos bactericidas intracelulares, entre los que se encuentra la
produccidon de éxido nitrico (NO). Teniendo en cuenta que € lipopolisacérido liso (S
LPS) de las brucdas ha sdo propuesto como factor de virulencia de la mismas y que la
mayoria de efectos biologicos del LPS se asocian d lipido A (LipA), nos planteamos
como objetivo de edta teds comprobar S los S-LPS y LipA de Brucella inducian la
produccion de NO en los macréfagos peritonedes de rata, comparando su efecto con €
de LPSy LipA de Escherichia coli. Mostramos como los SLPS de Brucella abortus
544 y Brucella melitensis 16 M son capaces de inducir la produccion de NO por los
macrofagos peritonedes de rata de forma dependiente del tiempo y de la doss. La
produccion de NO ocurre a través de la via de la L-arginina, a juzgar por su
dependencia de la presencia de L-arginina y & blogqueo por N®-meil-L-arginina, un
inhibidor de las sntasas de NO. La participacion de la isoforma inducible de la NO
sntasa (INOS) en la produccion de NO iniciada por ambos SLPS, se demuestra por la
induccion de la expreson de ARN mensgero y de la proteina iINOS. Los LipA de
Brucella también inducen la produccion de NO, de forma dependiente de la dogis, y la
expreson de ARNm de iNOS, comportandose como la parte activa del SLPS en dicha
induccién. No encontramos diferencias sgnificativas en cuanto a las cantidedes de NO
que pueden llegar a producirse por los S-LPS de ambas especies de Brucella, ni
tampoco en lo que se refiere a las cantidades producidas por sus LipA, sn embargo a
bgjas concentraciones, 0.01-0.1 ng/ml, se comportan como inductores menos potentes

que d LPSy LipA de Escherichia coli. Ademéas mostramos como los lipopolisacaridos



de Escherichia hermannii, Yersinia enterocolitica O:9, Pseudomonas maltophilia 555 y
Ochrobactrum anthropi LMG3331, que presentan reacciones seroldgicas cruzadas con
los SLPS de Brucella, son capaces de inducir la produccién de NO y la expresion de
ARNmM de iNOS en macréfagos peritonedles de rata. Nuestras observaciones podrian
ayudar a explicar € curso agudo de la infeccion por brucdas en los raones, la bga
frecuencia con que se presenta € cuadro de shock séptico en la brucdoss humana y la

prolongada supervivenciaintracelular de Brucella en los humanos.



ABSTRACT

We show in this study that smooth lipopolysaccharide (S-LPS) of Brucella abortus
544 and Brucella melitensis 16 M are able to induce nitric oxide (NO) production in rat
peritoneal macrophages in a time- and dose-dependent manner. The involvement of the
L-arginine pathway is supported by the dependence of this production on the presence
of L-aginine and the inhibition by N®-meil-L-arginina, an inhibitor of NO synthases.
Evidence in favour of the involvement of the inducible isoform of the NO synthase
(INOS) are the increased expression of both INOS mRNA and iINOS protein dicited by
both SLPS. The lipid A (lipA) moieties of SLPS dso induced the expression of INOS
MRNA and NO production, thus suggesting that these moieties could be the portion of
the S-LPS nolecule involved in NO induction. The amounts of NO produced by ether
S-LPS reached smilar values, as well as those dicited by lipA, however, they were less
active than their counterparts from Escherichia coli at the range of concentrations 0.01-
0.1 ng/ml. LPS from Escherichia hermannii, Yersinia enterocolitica O:9, Pseudomonas
maltophilia 555 y Ochrobactrum anthropi LMG3331, which show serologica cross-
reactivity with Brucella S-LPS, dso induced both iNOS mRNA expresson and NO
production in rat peritoned macrophages. These obsarvations might help to explan: 1)
the acute outcome of Brucella infection in rodents, ii) the low frequency of septic shock
in human brucdloss, and iii) the prolonged intracdlular survivd of Brucela in

humans.
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Abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico

ARN: &cido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensgero

BH,: tetrahidrobiopterina

biov.: biovariedad

BrEt: bromuro de tidio

BSA: dbumina de suero bovino

DEPC: dietilpirocarbamato

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagles Medium

DMSO: dimetilsulféxido

DTT: Ditiotreitol

EDTA: &cido etilendiamino tetraacético

EGTA: &cido dilenglicol- bis-(b-aminoetilé&er)-N,N,N,N-tetraacético
FAD: flavina adenina dinucledtido

FcgR: receptores parala porcion Fc de las inmunoglobulinas 1gG
h: horals

HEPES: &cido N-(2-hidroxietil)piperacina-N’ - 2- etanosulfénico
Hsp: heat shock protein

IFNg: interferon gamma

Ig: inmunoglobulina

IL: interleucina

iINOS: 6xido nitrico Sintasainducible

KDO: &cido 2-ceto- 3-deoxioctonico

LB: medio de cultivo de Luria-Bertani
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L-NMA: NC-metil-L-arginina
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min: minutos
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NADH: nicotinamida adenina dinucledtido reducido

NADP: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

NADPH: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
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Abreviaturas

NF-kB: nuclear factor of kappa B

NO: 6xido nitrico

NOS: dxido nitrico Sintasa

OCL.: lipido que contiene ornitina

OMP: outer membrane proteins

pb: pares de bases

PBS: tampon fosfato saino

PMN: leucocitos polimorfonucl eares neutréfilos
R-LPS: lipopolisac&rido de cepas rugosas
RNI: intermediarios reactivos de nitrogeno
ROI: radicdes intermediarios de oxigeno
SEM: error estandar de lamedia

SDS: dodecil sulfato sbdico

S-LPS/s: lipopolisacarido/s de cepas lisas
SOD: superdxido dismutasa

Sp: especies

TBE: tampdn Tris-Borato-EDTA

TE: Tampon Tris-EDTA

TGF-b: factor transformador ddl crecimiento b
TNF-a: factor de necrosstumord dfa
Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano
TTBS: tampon Tris sdino con Tween-20

VIH: virus de lainmunodeficiencia humana
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Introduccién

A. MECANISMOS DE DEFENSA
ANTIMICROBIANA

Las cdulas fagociticas congtituyen uno de los principades mecanismos defensivos de
organigmo frente a las infecciones Una vez que los microorganismos superan las
defensas externas, los fagocitos actlan como la primera barrera defensva cdular que
intenta limitar € progreso de la infeccion evitando la disaminecion de los
microorganismos. El fracaso de la respuesta fagocitica conlleva no sblo la progresion
del proceso infeccioso, Sino que en muchas ocasones interviene de forma decisva en la
cronificacion de la enfeemedad. Esto es lo que sucede con los microorganismos
intracelulares y en concreto con bacterias intracelulares facultativas como es € caso de
las becteriass del género Brucdla. El fracaso de los mecanismos bactericidas
intracelulares frente a Brucella hace que d interior de los fagocitos condituya un nicho
donde Brucella se puede desarrollar y multiplicar d abrigo del resto de los sstemas
defendvos del organismo. Ademés, en edta ubicacion intraceular, gran parte de los
antimicrobianos son ineficaces, bien porque no puedan penetrar en € interior de la
célula o bien porque su actividad se vea reducida por € efecto del pH o por la accién de
las enzimas cdulares. Algunas de las consecuencias inmediatas de la resstencia de
Brucella a los mecanismos bactericidas de los fagocitos son, por tanto, la tendencia a la
cronificacion y € fracaso alos tratamientos antimicrobianos.

As pues d conocimiento de las interacciones Brucdla-fagocito congituye un

elemento fundamenta en la explicacion de la patogenia de la bruceoss.

A.l. MECANISMOS FAGOCITICOS DE DEFENSA
ANTIMICROBIANA

A.1.1. Marginacion, quimiotaxisy migracion

Una vez producida la infeccion, los etimulos humordes de origen bacteriano
(oligopéptidos N-formilados) y los procedentes de la activacion de los sstemas de
vigilancda humordes (Sstemas dd complemento, de coagulacion, ec) y cdulares

(citocinas, productos de degradacion) del organismo infectado inducen la estimulacion
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de los fagocitos circudantes en la sangre y la gparicion de moléculas de adhesion en las
cdulas endotdides y fagocitos.

Los fagocitos se maginan dentro del vaso sanguineo y se adhieren a las cdulas
endotelides de los capilares adyacentes d teido infectado, resultado de la interaccion
de receptores y ligandos presentes en ambos tipos de cdulas entre los que se
encuentran las sdectinas L, P y E, diferentes integrinas como VLA-4, VLA-5, VLA-6,
Mac-1 (CD11bCD18), LFA-1, y otras proteinas como la molécula de adhesion celular
vascular (VCAM-1) y lamoléculade adhesion intracelular (ICAM-1)®).

Una vez los fagocitos se han adherido, se produce la migracion o extravasacion a
través de la pared capilar (diapédesis)® dirigiéndose d foco inflamatorio o infeccioso
sguiendo un gradiente de concentracion de determinadas sustancias denominadas
citotaxinas o factores quimiotacticos (quimiotaxis)™®.

A.1.2. Ingestion o fagocitosis

El primer paso que se produce es la adherencia de la bacteria a la superficie de
fagocito. La adherencia puede estar mediada por diferentes lectinas® (presentes tanto en
e microorganismo como en e fagocito), por receptores para la porcion Fc de las 1gG
(FcogR), por receptores para factores del complemento (CR1, CR2 y CR4) y por
receptores parael LPS®).

Una vez adherido € microorganismo a la superficie dd fagocito € sguiente paso es
la ingestion o interndizaciont”). La membrana del fagocito se desplaza para rodear a
microorganismo, a través de proyecciones denominadas pseuddpodos. Este proceso se
produce de forma secuencid (mecanismo de “cierre de cremadlera’)??), mediante la
adhesidén progresiva de los receptores presentes en la superficie de los fagocitos a los
ligandos de la superficie bacteriana®, hecho que requiere movilidad de los receptores
en la membrana dd fagocito. Una vez & microorganismo esta rodeado, los pseuddpodos
se encuentran y se funden las membranas por su polo dista”, quedando englobado en

una vacuola denominada fagosoma®.

A.1.3. Desgranulacion, activacion de los mecanismos bactericidas,
muertey digestion

Tras la ingestion, los granulos lisosomdes primarios y secundarios de los fagocitos

se fusonan con d fagosoma, descargando su contenido (desgranulacion), formando €
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fagolisosoma®. Una vez producida la fagocitoss se activan vaios mecanismos
antimicrobianos, que describiremos detalladamente a continuacion™.

Tras la muerte del microorganismo, los fagocitos son capaces de digerirlo®™ mediante
enzimas hidroliticas (proteasas, nucleasss, lipasas) presentes también en los lisosomas.
Se forma findmente un cuerpo residud, que contiene materid no digerible que sera

descargado a exterior delacdula®.

A.2. MECANISMOSBACTERICIDAS

Los mecanismos bactericidas desarrollados por los fagocitos pueden clasficarse en
funcidn de su relacion con @ oxigeno molecular en mecanismos oxigeno dependientes y

mecani SMos oxigeno independientes.

A.2.1. MECANISMOS OXIGENO DEPENDIENTES

El proceso de fagocitosis conduce a un incremento en & consumo de oxigeno, que a
contrario de lo que se podria pensar, no se produce por un incremento de la actividad de
la cadena transportadora de electrones de las mitocondrias para la generacion de energia
necesaria para la fagocitoss. Este aumento del consumo de oxigeno se produce por una

nueva via metabolica que ha recibido d nombre de estallido respiratorio o explosion

oxidativa, ya que & consumo de O, se produce de forma abrupta y se desvanece en 30
min®. El proceso se inicia con la activacion de un complegjo enzimético formado tras la
fusdén de la membrana de los grénulos especificos con la de los fagosomas (que deriva
de la membrana plasméica). Dicho complgo incluye la NADPH oxidasa de la
membrana plasmética, caracterizada como una citocromo reductasa de la flavoproteina
FAD. Esta 2 une a un citocromo b (Unico en la membrana de los granulos especificos)
y este complejo en presencia de una quinonareduce d O, a superéxido'® .

Los equivdentes reductores que conducen d eddlido respiratorio  son
proporcionados por e NADPH, d cua es oxidado a NADP por la NADPH oxidasa,
siendo regenerado por dos reacciones redox que se producen gracias a la activacion de
la derivacion de la via hexosa monofosfaio”(via de las pentosas fosfao®). Esta via
utiliza como sudrato la glucosa, cuyo consumo por tanto se ve incrementado,
requiriendo de este modo & sSstema NADPH oxidasa un suminisro constante de

glucosay de oxigeno.
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Una vez producido € superdxido se producen diversas reacciones que van a conducir
a la produccion de una serie de radicdes intermediarios de oxigeno (ROI), dtamente
reactivos'y con actividad bactericida:

A.2.1.1. Radical superéxido ("Oy" )

Es un compuesto moderadamente reactivo capaz de actuar como oxidante o como
reductor en los sistemas bioldgicos y es € que tiene la vida més larga de todos los
ROIM9. sy rdativa inactividad permite a ‘O, no sdlo actuar en d fagolisosoma sino
también difundir a consderables distancias donde accedera a dianas intracdulares via
candes cdulares de aniones. Estas dianas incluyen enzimas  bacterianas,
particularmente aquellas implicadas en la biosintess de aminoécidos ramificados, como
por gemplo a,b-dihidroxiisovderato dehidratasa y léctico deshidrogenasa ligada a
NADH®% 13 Algunas dehidratasas de bacterias como Escherichia coli que contienen
grupos (4Fe-4S) son particularmente susceptibles a la inactivacion por ‘O,"  induyendo
aconitasa, 6-fosfogluconato dehidratasa, a,b-dihidroxiécido dehidratasa y fumarasas A
y B, En ambientes de bgjo pH, como son los sitios de inflamacion o € interior del
fagosoma, d 'O, llega a ser protonado para formar HO,™ que por su carga heutra es més
permesble, es un oxidante més potente™> y probablemente més reectivo consigo mismo
paa formar H.O, (dismutacion espontanes)®. El ‘O, presenta toxicidad adiciond
mediante su participacion en la reaccion de Haber-Weiss en presencia de hierro
cataiticamente activo.

A.2.1.2. Peroxido de hidrogeno (H20-)

Se dntetiza a partir de dos radicales superdxido en una reaccion catalizada por la
superdxido dismutasa (SOD): 2 'O, + 2 H ® H,0;, + O, (Os). Es més reactivo que
'Oy y rgpidamente difunde a través de las membranas cdulares. Entre las fuentes
potencidles dd dafio ceular mediado por H,O» se incluyen la oxidacion de membranas
cdulares y enzimas, dafio dd ADN y mutagéness, e inhibicion de procesos de

transporte a través de lamembrana*®.

A.2.1.3. Radical hidroxilo ("OH)
En muchos casos donde ‘O, y/o HO, estan implicados en € dafio cdular, no eta

caro s € proceso etd mediado por dlos mismos 0 § Smplemente Srven como

precursores para otras especies oxidantes mas potentes como es d radica hidroxilo
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(OH) d cud saia verdaderamente @ mediador dd dafio. Este radicd hidroxilo se
generaatravés de la reaccion de Haber-Weiss?:

H,0, + Fe?* ® "OH + OH + Fe** (reaccion de Fenton)

‘0, + Fe* ® 0, + Fe?" (reduccion del Fe** cuando la concentracion de Fe esta
limitada)

‘02" + HyO, ® "'OH + OH + O (*O,) (reaccion completa de Haber-Weiss)

La formacion dd radicd hidroxilo bgo condiciones fisoldgicas requiere la catdisis
de un metd de transicion, principdmente @ hierro (pudiendo actuar también & Cu**
(18)y. La disponibilidad de hierro juega asi un papel importante y complgo en las
interacciones microorganismo-fagocito.

Debido a su dta reactividad, € 'OH tiene una difuson limitada y asi debe ser
generado en las proximidades de su diana cdular. Es @ oxidante més potente y reactivo
de los ROl estando implicado en la oxidacion de un gran nimero de biomoléculas.
Provoca @ entrecruzamiento de las proteinas a nivel de grupos sulfhidrilo, destruyendo
la actividad de enzimas fundamentaes (incluyendo bombas de iones dependientes de
ATP). Dafia  ADN, tanto nuclear como mitocondrid, ad oxidar bases y producir la
rotura de |as hebras de ADN(9.

A nivd de los lipidos especidmente los de membrana inicia € proceso de
peroxidacion lipidica El radicd hidroxilo extrae un &omo de hidrogeno dd carbono a
adyacente a doble enlace en los &cidos grasos insaturados (LH) de los fosfolipidos de
membrana, dando lugar a un radica lipidico (L* ). Este reacciona con oxigeno para dar
un radica peroxilo (LOO ), que a su vez puede reaccionar con otros lipidos para
generar radicaes lipidicos (L ) adicionales, lo que conduce a una cascada de radicaes

libres, que afecta ala permesbilidad de la membrana® 29,

A.2.1.4. Singlete de oxigeno ( 10, )

Es una forma de oxigeno molecular (O,) de energia més devadd!?). La absorcion de
energia eleva los dos eectrones no pareados del oxigeno molecular a orbitales de mayor
energia, pudiendo presentarse en dos formas, delta 1Dg O, y 9gma 1Sg O3, segln ocupen
igud o diferentes orbitdes®. Puede ser generado en varias reacciones como en la
dismutacion espontaneadd 'O, , en la reaccidon de Haber-Weiss, y durante la activacion
del sistema peroxidasa-H,0,-haurd®.
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Es un compuesto sumamente reactivo, y por tanto toxico. En los sistemas bioldgicos
microbianos puede originar una gran variedad de reacciones de oxidacion que producen

la destruccion de enzimas y componentes celulares vitales©).

A.2.1.5. Sistema peroxidasa/ H20, /haluro
Durante € proceso de desgranulacion se vierten dentro del fagosoma diferentes

enzimas, entre dlas, las peroxidasas. la midoperoxidasa (MPO) contenida en los
granulos azurdfilos de los neutréfilos PMN y en menor cantidad en los monocitos, y la
eosinofilperoxidasa (EPO) presente en los eosindfilos'?Y. Los macréfagos son incapaces
de dntetizar esta enzima, 9 bien presentan restos de MPO de las cdulas precursoras 0
bien pueden adquirirla por fagocitosis de la liberada por otros fagocitos adyacentes'??.
Son glicoprotefines catidnicas con un grupo prostético hemo que contiene hierro™.
Estas enzimas en presencia de BO, y haduros (yoduro, cloruro, bromuro (X)) catdizan
la formacion de &cidos hipohdosos H,O, + X° ® OX + HO . La concentracion de
cloruro en los fluidos biolégicos es mayor que la de los otros hauros, sugiriendo que es
el hduro preferentemente utilizado. Como consecuencia se forman diferentes agentes
téxicos:

Acidos hipohalosos: son potentes oxidantes. Entre elos d hipoclorito o acido

hipocloroso es uno de los mas potentes agentes microbicidas.

Hal6genos. Cloro(Ch), bromo(Br2) y yodo(l,) se pueden ormar por oxidacion de

los hduros, § bien la especie predominante con cloro y bromo es € &ido

hipohaloso correspondiente. En e caso ddl yoduro es oxidado a I, por la

peroxidesa y € H,0,, sendo posteriormente reducido de nuevo a I por reaccion

con un grupo sulfhidrilo de la superficie u otro grupo oxidable, amplificando d

efecto bactericida

Cloraminas. El &cido hipocloroso puede reaccionar con compuestos que contengan

nitrégeno, dando lugar a cloraminas que son toxicas.

Radicdes hidroxilo: se ha propuesto su formacion a través de la sSguiente

reaccion:

HOCI + O, ® CI + O, + OH
Singlete de oxigeno: formado en lareaccion; OCI + H,0, ® 10, + CI + H,0
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Como consecuencia de la formacién de todos estos productos, € sistema MPO/ HO-
/hauro es uno de los sistemas bactericidas mas potentes, provocando dafio y muerte
celula®. Esta se produce por:

-Hdogenacién en la que @ hduro es unido covaentemente a condituyentes del
organismo ingerido. El yodo actla por iodinacion de los resduos de tirosna de las
proteinas, de los &cidos grasos insaturados y de los grupos sulfhidrilo. EI bromo se une a
componentes de la superficie cdular, y € cdoro a los grupos amino termindes de
péptidos y proteinas, produciendo la inactivacion de enzimas o la desnaturdizacion de
proteinas.

-Oxidacion de digtintos componentes microbianos esenciades. Asi pueden producir la
oxidacion de grupos sulfhidrilo de diferentes enzimas o la oxidacion de grupos
progéticos hierro-sulfuro, presentes en proteinas que forman pate de la cadena
transportadora de electrones microbiana.  También pueden oxidar a diferentes
hemoproteinas y provocar la decarboxilacion y desaminacion oxidativa de proteinas, asi

como iniciar la peroxidacion lipidica dafiando laintegridad de la membrana.

A.2.2. MECANISMOS OXIGENO INDEPENDIENTES

En los granulos lisosomdes de los fagocitos encontramos una gran cantided de
sustancias que intervienen en los procesos microbicidas Op-independientes y en la
digestion de los microorganismos™. Existen agunas diferencias entre los macréfagos y
los neutréfilos. Los primeros presentan un menor ndmero de grénulos lisosomaes, no
tienen MPO ni son capaces de dntetizarla, pero Sn embargo continlian  Sintetizando
otras protefinas antimicrobianas como la lisozima y las defensinas®®. Existen dos tipos
principdes de granulos lisosomdes los granulos especificos 0 secundarios y los
granulos azurdfilos o primarios.

Los granulos especificos 0 secundarios se fusionan con los fagosomas® y aportan
entre otras sustancias lalisozimay lalactoferrina

La lisozima también esta presente en los granulos primarios y actlia hidrolizando
peptidoglicano de la pared cdular becteriana. La lactoferrina: es una glicoproteina
fijadora hierro y de este modo priva a la bacteria de este meta esencid®. También se
ha propuesto que la lactoferrina podria contribur a la actividad antimicrobiana

esimulando la produccién de radicaes hidroxilo, como un donador de hierro®?, pero
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parece que puede tanto incrementar como prevenir su formacion segin su nive de
saturacion de hierro y disponibilidad de sales de hierro exégenas'®).

Los grénulos azurdfilos o primarios gportan entre otras sustancias bactericidas la
capsna Gy los péptidos catidnicos.

La catepsina G es una proteasa Smilar a la quimiotripsing, activa a pH neutro, que
acttia inhibiendo @ consumo de oxigeno bacteriano y la sintesis de proteinas, ARN y
ADN®®),

Los graulos azurdfilos contienen  varios péptidos catidnicos. la  BPI
(bactericidd/permegbility  increesng  protein), proteinas cationicas  antimicrobianas
(CAP 57 y CAP 37) y un conjunto de péptidos (32-34 aminoacidos) denominados
defensinas. Estas han sdo destritas en los neutrdfilos humanos (HNP 1, 2 y 3) asi como
en los macréfagos dveolares de congo (MCP 1y 2) y en los granulocitos peritonedes
de congjo (NP 1, 2, 3a, 3b, 4 y 5)®®). Todas estas protefnas catidnicas son activas a pH
neutro, siendo por tanto més eficaces durante la fase inicid de fuson fagolisosomd,
momento en & que se produce un aumento trangtorio del pH previo a la acidificacion
del fagolisosoma®. Estas sustancias cargadas positivamente interaccionan con las
cargas negativas del LPS de las enterobacterias (acido 2 ceto-3-deoxiocténico (KDO) y
grupos fosfato no sugtituidos del nicdeo y lipido A®?), desplazando los cationes
divdentes (Ca™ y Mg™) que estabilizan la membrana externa. De esta manera cambian
e orden de empaguetamiento del LPS y aumentan la permesbilidad de la membrana
externa. Este aumento de la permesbilidad afecta a la ddl propio péptido cationico, que
de esta forma penetra en d interior de la bacteria, de ahi € nombre de via de
autopromocion (“self promoted uptake pathway”)(?®).

Ademés debemos consderar también entre edos mecanismos  oxigeno
independientes € descenso de pH intrafagolisosoma  producido por & metabolismo
glucolitico anaerobio de los fagocitos (formacion de &cido l&ctico y &acidos grasos de
cadena corta)®, que tiene efecto inhibidor por s solo y proporciona un ambiente en d
que las enzimas hidroliticas lisosomales actlan més efectivamente pues tiene un pH
optimo &cido 2.
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A.3.EL OXIDO NIiTRICO

El 6xido nitrico (NO) es un gas de pequefio peso molecular (30 Da), cuyas
propiedades antimicrobianas se conocen desde la antigliedad. Los sumerios ya
utilizaban € NO en € proceso de curacion de las carnes para impedir € crecimiento del
Clostridium botulinum®®. En 1818, Prout dio cuenta de grandes cantidades de nitrato en
la orina de pacientes febriles®Y. Por otra parte, a findes dd siglo XIX, la nitroglicerina
comenzd a utilizarse en @ tratamiento de las enfermedades coronarias. Pero no fue hasta
la década pasada cuando una serie de descubrimientos, procedentes de diferentes lineas
de investigacion, revelaron que @ NO redizaba una amplia gama de funciones, hesta €
extremo de convertirlo en uno de los principades mensgeros bioldgicos. As se
descubrié que d NO era la molécula responsable de la vasodilatacion producida por la
acetilcolina en € endotdio y se identific0 como € factor de relgacion derivado del
endotelio (EDRF)®?. También se demostré que participaba en digtintas funciones
fisoldgicss y en la inflamacion, que tenfa propiedades antimicrobianas®® 'y
antitumordes®, y que estaba presente en las neuronas del cerebro® 2 donde actuaba
como mensgjero®”,

A.3.1. SINTESISDE NO

El NO es dntetizado a patir de L-arginina en dos reacciones sucesvas de tipo
monooxigenasa catalizadas por una enzima denominada Oxido nitrico sintasa (NOS). En
este proceso un nitrogeno guanidino de la L-arginina es oxidado para producir la
NY-OH-L-arginina como intermediaio®®, la cuad es oxidada de nuevo para producir
una molécula de NO y otra molécula de L-citrulina. En totd, 1,5 moléculas de NADPH
y 2 moléculas de O, que actlian como cosudtratos, se convierten en 1,5 moléculas de
NADP* y 2 moléculas de HO. Las NOS sdlo producen NO cuando se unen formando
dimeros. Ademés, cada subunidad necesta unirse a 5 cofactores flavina adenina
dinucledtido (FAD), flavina mononucledtido (FMN), camoduling, grupo hemo y
tetrahidrobiopterina (BH4)®. Por tanto, en conjunto, se forma un complejo de 300 kDa

para sintetizar una molécula de 30 Da
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L-arginine NC-hydroxy-L-arginine citrulline nitric oxide

Figura 1. Sintesisde oxido nitrico a partir de L-arginina
Bgo condiciones fisoldgicas  NO puede ser interconvertido en € cation nitrosonio
(NO") y d anidn nitroxilo (NO'). Ademés como resultado de la reaccion del NO con los
ROI y otras moléculas se produce una serie de compuestos denominados intermediarios
reactivos de nitrogeno (RNI):

1.- Peroxinitrito (OONO'). Se forma por la rgpida interaccion de NO' y superéxido
(02) | aunque podria formarse también por la interaccion del anién nitroxilo (NO') y
oxigeno, o también por la combinacion de perdxido de hidrégeno y acido nitroso
(HNO,). Este podria existir en equilibrio con nitrito (NO,") dentro ddl medio &cido ddl
fagolisosoma?.

2.- Dioxido de nitrégeno (NO.- ). Puede ser formado por la autooxidacion de NO, o
posiblemente por la oxidacion de NO,™ por mieloperoxidasay H,0,V.

3.- S-nitrosotioles (RSNO). Formados por la reaccion de NO' con grupos tiol
reducidos en presencia de un aceptor de electrones?.

4.- Exigen otros productos como d tridxido dinitrégeno (N2O3) y € tetradxido
dinitrogeno (N2O4) que se producen por autooxidacion de NO'. Otros derivados
gparecen por la interaccion de NO' con tioles y hierro no hemo formando complgos de
hierro-dinitrosi| (DNIC).

A.3.1.1. Tiposde NO sintasa
Se han descrito 3 isoformas de la Oxido nitrico sintasa (NOS) en los mamiferos que
son laexpresion de 3 genes diferentes. Esas isoformas son:
a) NOS neurona (NNOS) o NOSI: fue la primera NOS en ser purificada y clonada

a patir de neuronas de cerebelo de ratd*?; es citosdlica y se expresa en cerebro,
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gldndula adrend, plaguetas, pulmén, céulas de musculo esquelético, neutrdfilos y
epitelio gadrointestingl entre otros.

b) NOS inducible (iNOS) o0 NOS2: enzima purificada y clonada por primera vez
en macréfagos™; es citosdlica y se expresa en un amplio espectro de cdulas

incluyendo neuronas y células endotelides, hepatocitos, macrofagos, lineas celulares
de cacinoma, neutrdfilos, fibroblastos®®, cuando es inducida por estimulos
proinflamatorios como la endotoxina 0 las citocinas como d interferon gamma
(IFNg), lainterleucina 1 beta (IL-1b) o € factor de necrosstumora dfa (TNFa).

c) NOS endotelid (eNOS) o NOS3: enzima purificada y clonada en cdulas

endotelides®®, se expresa también en neuronas. Esta enzima s encuentra

mayoritariamente en la membrana gracias a que presenta en @ extremo N-termind

unamirigtilacion quele Srve paraanclarse alamisma

En lineas generaes podemos distinguir dos grupos entre las sintasas de NO:

1.- NOS que se expresan de forma conditutiva en todos los tgidos en que estén
presentes, que son aquellas que dependen de devaciones trandtorias de cacio
intraclular ([C&?*]i) para activarse. A este grupo pertenecen la nNOS y eNOS. Estas
enzimas producen NO en pequefias cantidades y durante cortos periodos de tiempo. El
NO producido por esas isoformas interviene en procesos fisoldgicos como la
neurotransmison o la regulacién de la presion sanguinea.

2.- En otro grupo aparte estaria la INOS. Esta enzima se expresa de forma inducible,
La diferencia més relevante de la iINOS con las otras isoformas de NOS es su fuerte
asociacion con la camodulina®Y. Esto determina que sea activa a las concentraciones
de [Ca®"]i que existen en la cdula en reposo, [0 que a su vez le permite estar activa de

forma sogtenida durante varios dias. Se encuentra asociada a procesos inflamatorios o
infecciosos*”: 48,

A 3.1.2. Regulacién delaiNOS

La iNOS s activa por un gran nimero de citocinas y por productos microbianos, que
vaian con € tipo cdular y con la epecie y que con frecuencia actan de forma
snérgica*®. Entre los productos bacterianos tenemos el lipopolisacérido de las bacterias
gram negativas y € &cido lipoteicoico de los estreptococos del grupo viridans*®. Entre
las citocinas la principal activadora de la iINOS es d IFNg, junto con otras como €

TNFa, laIL-1, la1L-259 o la IL-6®Y. Existe snergia en la etimulacion de la expresion
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de la iINOS entre e TNFa y cuaquiera de los IFN“?| sendo de particular importancia
pues la ingestion de los microorganismos determina la produccion de ambas citocinas®
%3), Otra sinergia importante es la que presentan & LPS con e IFNg®? yaque e LPS es
capaz de inducir lasintesis de TNFa y de IFNg por los macréfagos?.

Regul acién transcripciona

A la vez que se cloné la iNOS en macréfagos de raton®®, se demostré que se inducia
transcripcionamente por d IFNg y @ LPS, aunque también podia influir un pequefio
aumento en la estabilidad dd ARNmM. En d promotor de la iINOS de macréfagos
murinos se encontraron dos regiones importantes en la activacion transcripciond de este
gen por & LPS (region 1) y por @ IFNg (region 11). Las dos regiones son necesarias para
conseguir la méxima expreson de la iNOS. Sin embargo, mientras € LPS es cagpaz de
inducir la expreson de iINOS por si solo, @ IFNg necesita la presencia dd LPS para
activar la transcripcion. Los factores de transcripcion que se han implicado mas
directamente en la induccion de la expresdn de iINOS son: d factor de transcripcion
NF-kB, parad LPS®®,y d factor regulado por IFNg (IRF-1), parael IFNg®®.

No solo se puede producir activacion transcripciond, también se puede dar una
inhibicion transcripcional de la INOS a través de digintos agentes como los
glucocorticoides, IL-4 (la IL-4 también puede edtimular la produccion de NO bgo
ciertas condiciones), IL-8, e IL-10 que actlan por mecanismos transcripcionales y post-
transcripcionales®”. Pero d inhibidor més potente es, sin duda, € factor transformador
del crecimiento b (TGF-b), del que hablaremaos a continuacion.

Reqgulacion post-transcripcional

El supresor més importante de la expresion de la iNOS es d TGF-b1®®)| y asi
pequefias dosis de TGF-b1 inhiben la induccion de iINOS por € LPS en ratas®. En
estudios redlizados in vitro en macréfagos peritonedes de raton, d TGF-b1 fue capaz de
desestabilizar  ARNmM de iNOS, retrasar la sintess de la proteina iINOS y acderar su
degradacion®®).

Regulacion post-traducciondl

Se puede producir a través de la disponibilidad de aguno de los cofactores de la
NOS. Esto se ha demostrado en e caso del grupo hemo®® o delaBH, V.
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A.3.2.NO Y MACROFAGOS HUMANOS

Los estudios sobre la iINOS se han llevado a cabo, sobre todo, en macréfagos de
roedores, rata o0 ratdn, induciendo su expreséon con estimulos proinflamatorios o con
productos microbianos. También se ha demodrado la expresion de la iINOS en
macréfagos de otras especies de vertebrados como caballo, oveja, cabray vaca®.

En & hombre se ha comprobado la presencia de las tres isoformas de NOS en
diferentes tipos celulares. En & caso concreto de la INOS, se ha demostrado su
presencia 0 se ha conseguido inducir su expresién entre otras cdulas’® en hepatocitos,
cdulas epitdides pigmentarias de la reting, cdulas de adenocarcinoma, queratinocitos,
cdulas dd epitdio respiratorio y macrofagos, S bien sobre etos Ultimos ha exigtido
mucha controversial®”).

Por una pate esta claro que la produccion de NO estd elevada en pacientes
infectados 0 en pacientes que reciben citocinas proinflamatorias como quimioterapia
axiliar en d cance®, § bien es posible que ete NO se origine en otras cdulas
diferentes a los macrofagos. Denis obtuvo la primera evidencia de produccion de NO
por los macréfagos humanos, d detectar nitrito en € medio de cultivo de macréfagos
derivados de monocitos tratados con citocinas e infectados con micobacterias®®?.
Muchos investigadores han encontrado que los macréfagos humanos de sujetos
normales producen poco o nada NO en respuesta a esimulos in vitro que originan
grandes cantidades de NO en macréfagos de origen murino®”. Por e contrario otros
investigadores han demostrado la produccion de NO en cultivos de macréfagos y
monocitos humanos sometidos a la accion combinada de diferentes estimulos. ASl Ted
et d.%9 consguen la induccion de NO por monocitos humanos tras entrecruzamiento
del receptor CD69, un miembro de la familia de receptores transductores de sefiaes,
presente en las cdlulas naturd killer®® y en los monocitos humanos.

También se ha conseguido la expresidon de iINOS funciona por los macréfagos
humanos tras la interaccion del antigeno de superficie CD23®7) con diferentes
moléculas. Este antigeno es € receptor de bga afinidad para IgE (FceRII/CD23), que en
los humanos tiene dos isoformas, ay b. El CD23 es expresado en la superficie de varios
tipos de cdulas tras edtimulacion por diferentes citocines. In vitro y en condiciones
normaes los monocitos humanos no expresan en su supeficie d CD23b. Para su

expreson in vitro los monocitos humanos requieren su activacion por 1L-4 e IFNg, dos
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citocinas secretadas durante las fases tempranas de la respuesta inmune®®®. In vivo la
expreson de CD23 ha sdo observada en € transcurso de varias reacciones aérgicas y
otras reacciones dependientes de IL-4, induyendo agunas enfermedades infecciosas'®.
La interaccion de CD23 con IgE, con inmunocompejos de IgE o con anticuerpos
monoclondes antiCD23 en la supeficie de monocitos y macréfagos  humanos
promueve la generacion de varias citocinas y la activacion de la transcripcion, sintess 'y
activacion de la iINOS®”. Asi pues, estos datos indican claramente que la expresion de
iINOS funciond puede ser obtenida en macréfagos humanos y que esta relacionada con
la iniciacién y desarrollo de respuestas inmunes e inflamatorias dependientes de IgE®?.
Estos resultados han sido observados recientemente en macréfagos de rata por Alonso
e d.7"9 quienes muestran la induccidn de la produccion de NO tras estimulacion del
CD23 con inmunocomplgos de IgE y con un anticuerpo policlonal anti CD23. La
activacion dd factor de transcripcion NFkB por estimulacion de CD23 ha sdo mostrada
en d mismo sstema cdular por Bayon e d.™P lo que explica la activacion
transcripciona del gen delaiNOS'y la produccion de NO.

La mayor evidencia de la induccion de la produccion de NO por los macréfagos
humanos ha ddo obtenida en los fagocitos mononucleares de pacientes con
enfermedades infecciosas o inflamatorias®. Asi se ha demostrado un incremento en la
expresion de la proteina iINOS en pacientes con sindrome de distress respiratorio agudo,
glomerulonefritis y artritis reumatoide!’?, asi como también en pacientes con hepatitis
adcohdlicay enfermedad granulomatosa cronica ™).

Angtey et d."¥ encontraron una elevacion de la expresion de la proteina iNOS en las
cdulas mononucleares circulantes de nifios de una zona Tanzania donde la mdaria es
endémica y se corrdaciond con d incremento en la produccion sstémica de NO.
Nicholson et d.(™ encontraron un incremento relevarte en la expresion de la enzima
INOS en macréfagos de pacientes con tuberculoss pulmonar activa, enzima que, por
otra parte, es requerida para e control de esta misma enfermedad en los ratones’®. Un
informe incluso sugiere que la produccion de NO por macréfagos obtenidos de
pacientes con tuberculoss activa puede agproximarse a los niveles de produccion por
cdulas murinas’”, aunque esta observacion requiere confirmacion. Bukrinsky et dl.(®)
informaron que los monocitos infectados por VIH y activados por lipopolisacaido o
TNF-a mostraban una produccion de NO incrementada y también se detect6 ARNm de
INOS en tgjido cerebral de pacientes con encefditis avanzada producida por VIH.
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Tomando todo esto en consideracion, € peso de la evidencia sugiere que la via de
dta produccién de NO (iNOS) es expresada en los macréfagos humanos, pero las
sefides requeridas para la estimulacion de este Sstema son diferentes a las utilizadas en
los Sistemas cdlulares murinos % 7).,

Por Ultimo, también ha sdo observada la produccion de NO por neutréfilos
humanos®% 81,

A.3.3. FUNCIONESDEL NO

A.3.3.1. Funcionesfisiologicas
Son muchas las funciones fisologicas que se aribuyen d NO. A continuacion,
maostramos algunas de las més importantes.

a) Inhibicion de la adhesion y de la agregacidn plaguetaria. En estas funciones € NO

actia por un mecanismo dependiente de guanosina-3',5 -monofosfato  ciclico
(GMPC)®? . Las prostaciclinas y € NO actlian sinérgicamente para inhibir la agregacion
de las plaguetas®®, jugando un papel importante en laresistenciaa la trombosis.

b) Regulacion de la presén sanguinea. EI NO producido por € endotelio reduce la

presion sanguines® y produce un aumento del flujo sanguineo. En ambos casos € NO
actla a través de la activacion, por cambio edructurd, de la guanilato ciclasa que
determina la relgacion de la musculatura lisa vascular. Es por tanto un vasodilatador
endégeno y una reduccion en su sintesis podria contribuir a la patogéness de la
hipertension y otros desdrdenes vasculares®.

c) Mensgero en @ ssema nervioso centra. El NO ha sdo considerado como un

nuevo neurotransmisor del sstema nervioso, aunque atipico, pues no se dmacena en
vesiculas y no actlia a través de receptores®®. La estimulacion del receptor del
glutamato, N-mdil-D-aspartato (NMDA), en d cerebro, determina la liberacion de
NO®") convirtiéndolo en mediador del glutamato. A corto plazo desempefia un papel
semgante d de los aminoacidos excitatorios y a largo plazo parece participar en la
funcién de aprendizje y memoriadel cerebro®®.

Ademés en los nervios periféricos también actla como neurotransmisor mediando la
neurotransmision no adrenérgica no colinérgica®. También se ha comprobado que

90)

influye en laliberacion de noradrendina®® y en la secrecién de catecolaminas'®?.
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A.3.3.2. Funciones en € sistemainmuney en lainflamacion.

El NO forma parte de la inmunidad no especifica, gerciendo acciones citostéticas 0
citotoxicas frente a microorganismos y céulas tumoraes. Pero d NO presenta la
caracteristica dudidad protectora/ldestructora inherente a los componentes principales
del sistema inmune, pudiendo causar dafio a los propios tejidos del huésped®Y.

El NO también actla como modulador dd sSsema inmune. As en grandes
cantidades puede inhibir la produccion de citocinas, pero en pequefias cantidades puede
inducirlas’®. La inhibicién de la iNOS aumenta exageradamente la liberacion de IFNgy
TNFa, lo cud causa un aumento de la mortdidad en e shock séptico®®. EI NO
producido por células Thl actla como una molécula auto-reguladora, inhibiendo la
produccion de IL-2 e IFNg. La IL-2 es un factor de crecimiento esencid para las céulas
Thl y CD8+, con lo que d NO actuaria impidiendo una superexpanson de dichas
cdulas®. Dd mismo modo € NO producido por los macréfagos puede inhibir la
proliferacion de los linfocitos T que se produce durante la respuestainmune celular®®.

En las cdulas presentadoras de antigeno € NO puede inhibir la sintesis dd complgo
mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase II, como ocurre en los macréfagos
peritonedles®® °”. D mismo modo la estimulacién de los macréfagos aveolares por
TNFa inhibe la sintesis y expresién dd complgo MHC de clase |l via generacion de
NO®®),

El NO inhibe la adherencia & los neutrdfilos y su produccion de ‘O, por inhibicion
de la NADPH oxidasa®®. En los macréfagos peritoneales la generacion de NO inhibe la
sintesis de protefnas, la fagocitosis y la explosién oxidativa®® °”). También es capaz de
inhibir la liberacién de hisamina o dd factor activador de plaguetas (PAF) dede los
mastocitos®% 190),

El NO también puede inhibir la activacion transcripciond de varios genes, entre dlos
la INOS™0L 192 En linfocitos B, la presencia de bgjas concentraciones de NO (en d
rango M), pero mantenidas a lo largo del tiempo, previenen la apoptoss o muerte
cdular programada inducida por TGF-b®%®. Sin embargo, & NO puede producir
apoptosis en macréfagos peritonealesy en céulas RAW 264.71%4).

B NO es un mediador proinflamatorio® presentando también en la inflamacion un
paped dual, beneficioso/perjudicia, deducido de estudios en ratones INOS “knock-
out 1°®_ Por un lado tiene un pape perjudicia pues participa en la hipotensién y e dafio
pulmonar inducido por & LPS, en d dafio hepético inducido por € shock hemorrégico,
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activa factores de transcripcion proinflamatorios, interviene en la vasculitis autoinmune,
en € infarto cerebrovascular y en € rechazo agudo de trasplantes. Por otro lado tiene un
pape beneficioso disminuyendo la marginecion y activacion de neutréfilos inducida por

LPS o favoreciendo la vascularizacion y cicatrizacion de heridas,

A.3.4. FUNCIONES ANTIMICROBIANAS

A.3.4.1. Evidencias de la actividad antimicrobiana del NO
La actividad antimicrobiana del 6xido nitrico ha sdo demostrada por una variedad de
gproximaciones.

1.- Produccién como respuesta del huésped alainfeccion

La produccion de NO por la iNOS es estimulada por citocinas proinflamatorias como
IFN-g, TNF-a, IL-1 e IL-2, ai como por productos microbianos*® como d
lipopolisacarido de las bacterias gram negativas (€ més estudiado), € &cido lipoteicoico
de los estreptococos viridans'!®” o del Staphylococcus aureus'®®| las porinas de
Y. enterocolitica®® y también la toxina-1 del sindrome del shock téxico'®®. Las
infecciones en humanos y animales de experimentacion estan a menudo asociadas con

un incremento significativo en la produccién sisémica de NOU4 110 111)

y £ ha
demostrado incremento en la expreson de INOS y produccion de NO en los stios de
infeccion, tanto en moddos animaes como en & caso de la toxoplasmoss y
léishmaniasis, como en infecciones humanas como la tuberculosis™ 12, La expresién
de INOS s ha demostrado asociada a la resstencia a distintos microorganismos como
las micobacterias, los hongos Histoplasma capsulatum y Criptococcus neoformans y
protozoos como Leishmania major G,

2.- Exacarbacion de lainfeccion por losinhibidores de la NOS

Existe una corrdacion entre la produccion de NO en muchos modelos animaes con
la cgpacidad del huésped de contener la proliferacion microbiana, pues la inhibicion de
la actividad de la iINOS produce un gran incremento en la carga microbianal™® 112, Asi
exigen numerosos eudios in vivo en los que la utilizacion de inhibidores competitivos
de la NOS (NC-meil-L-aginina (L-NMA), aminoguanidino, N°-(1-iminoetl)-L-Lisna
0 N&nitro-L-arginina metil éster) ha demostrado empeorar & curso de numerosas
infecciones con un efecto perjudicid para @ huésped®V. Entre ellas destacan las
infecciones por Listeria monocitogenes, Mycobacterium tuberculosis, Brucella suis*®,

Criptococcus neoformans, Leishmania major, Trypanosoma cruz, Schistosoma
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mansoni, Toxoplasma gondii, virus coxsackie y Sindbis virus. La inhibicién de la via de
dta produccion de NO en los macr6fagos presumiblemente contribuye a este efecto
perjudicial, pues muchos de estos patdgenos son captados por los macréfagos in vivo y
son susceptibles de la inhibicién por los mismos in vitro®® %Y. En contraposicion existen
agunas infecciones en las que la adminigracion de inhibidores de NOS supone un
efecto beneficioso para € huésped como en infecciones por Tick-borne encephditis
virus, influenza virus o Trypanosoma brucel, y otras en las que tiene ambos efectos
como esd caso de laligteriosis! !4 119,

3.- Accion antimicrobianadel NO ex6geno

La accién directa dd NO como agente capaz de inhibir o matar a los
microorganismos ha sido demostrada en mucho estudios®Y; en los que administrando in
vitro distintos compuesto donadores de NO directamente sobre los microorganismos,
son capaces de inhibirlos 0 matarlos (tabla 1).

Tabla 1. Efecto de NO en d crecimiento de microorganismos patdgenos

AGENTE MICROORGANISMO INHIBIDO
NO gas L. major, T. musculi
Aductos nucledfilos-NO S. typhimurium
NaNO, + H" (formacion de &cido nitroso que dismuta Pseudomonas, Clostridium, S. aureus,
aNO) L. enriettii, M. bovis, M. tuberculosis,
M. avium, M. intracelulare
S-nitrosocisteina S enteritidis, S. anatum, S. cholerasuis,
E. faecium,
C. sporogenes, C. perfringens, P. falciparum
S-nitroso-N-acetil-L-penicilamina (SNAP) poxvirus (ectromelia, vaccinia),
(SNAP afadido a células infectadas transformandolas herpesvirus (HSV-1y EBV-1)
en virustéticas) rabdovirus (VSV), retrovirus (Friend leukemia
virus)
Fuente de NO (nitrito &cido o donador) en E coli
combinacion con H,O, (formacién de peroxinitrito) '
3-morfolino-sidnonimina (SIN-1) (una fuente de Brucella suis, E. coli, S. typhimurium,
peroxinitrito) Virus Friend leucemia

4.- Expreson de genes relacionados con laresisenciaa NO

Se ha encontrado una correlacion entre la resstencia microbiana y la expresion de
genes cuyos productos resisten o reparan € dafio dependiente de NO.

5.- Estudios con ratones iNOS- deficientes (iINOS knock-out)

Empleando estos ratones deficientes se ha comprobado la diferente contribucion de
INOS a la defensa dd huésped dependiendo dd tipo de infeccion. Asi tenemos
diferentes papeles de laexpresion de laiNOS.
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Se ha demostrado un pape beneficioso y esencid para la supervivencia de huésped
en las infecciones producidas por Mycobacterium tuberculosist’®, Leishmania major,
virus Ectromelia (agente de mousepox)%®). En otros casos como con Listeria

118

monocytogenes*'® 117 o Toxoplasma gondii‘*'® presenta un papel beneficioso pero no
dominante.

También puede tener un pape perjudiciad para @ huésped. Es € caso dd virus
influenza A9, La infeccion del ratén con e virus influenza A produce un fendmeno
inflamatorio d cud contribuiria la INOS y que parece la causa mas importante de la
mortalidad. En & caso de Mycobacterium avium??) parece que la accion de laiNOS es
lainmunosupresion.

Por dltimo en agunas infecciones juega un pape imperceptible ya que su evolucion
no s ve dectada por la deficiencia de INOS. En este caso estan las infecciones por,
Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila Chlamydia trachomatis,

Trypanosoma cruz, Plasmodium chabaudi y Plamodium yoelii.

A.3.4.2. Mecanismos de accién antimicrobiana de los RNI

Al ser  NO una molécula no polar, no cargada y de pequefio tamafio atraviesa las
membranas rdpidamente, d igud que € peroxinitrito, que lo hace probablemente como
acido hiponitroso (HOONO), o d S-nitrosoglutation que es cgptado activamente por
Salmonella typhimurium®2Y.

Se ha vigo que los RNI gercen sus acciones antimicrobianas modificando proteinas,
ADN vy lipidos, asi como gerciendo acciones indirectas mediante modulacion de la
respuesta inmune. Las proteinas que contienen metdes y grupos tiol son sus dianas
principales?).,

Los RNI actian inactivando enzimas metabdlicas claves que contienen grupos Fe-S
en sus dtios catditicos. Entre elas estdn las enzimas de cicdo de Krebs como la
aconitasa que es inactivada por OONO™ 12 y enzimas mitocondrides de la cadena
transportadora de electrones como las NADH y succinato ubiquinona reductasas®® 122,
El NO interacciona con digtintas hemoproteinas, que cuando utilizan € grupo prostético
en la cadiss son inhibidas, como ocurre con la cadasa y didintos sstemas
citocromo(12% 124),

Los RNI interaccionan con proteinas que contienen grupos tiol, mediante la

S-nitrosilacion o trandferencia de NO' a grupos sulfhidrilo. Los S-nitrosotioles, NeO3 y
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complgos dinitrosl-tiol-hierro son  potentes agentes nitrosantes y pueden regular la
funcién de digtintas proteinas como € activador de plasmindgeno tisular, las proteinas
G, y otras proteinas presentes en diferentes sstemas humordes y cdulares. También
pueden inhibir numerosas enzimas presentes en las cdulas fagociticas como la catepsina
G, dddlasa, actina 'y la NADPH-oxidasa, que d limitar la produccion de ‘O," disminuye
d dafio en los lugares de inflamacion®??. Sin embargo las dianas criticas con grupos
tiol implicadas en los efectos antimicrobianos del NO son todavia desconocidas®®.

El peroxinitrito puede producir modificaciones covaentes (N-nitrodlacion) de
residuos de tirosina*?® y hasido implicado en ladefensafrente a S. typhimurium®29),

El ADN también es una diana importante de los RNI. El NO puede deaminar €
ADN™2) via un intermediario N-nitrosante (quizés N2Os). El NO,- y d peroxinitrito
dafian e ADN oxidandolo®?®), El NO es capaz de activar los factores de transcripcion
AP-1129 vy NF-kB®30 Ademés los RNI pueden interaccionar con los sistemas de
reparacion del ADN o con enzimas esencides para su sintesis, como la ribonucledtido
reductasa, la cua ha sdo implicada como diana principd dd NO en cdulas
tumorales™®? y en |a capacidad del NO de inhibir virus vaccinia®®2).,

Al actuar sobre lipidos puede producir dafio a la membrana mediante peroxidacion
lipidica mediada por peroxinitrito™®® y NO,*¥, § bien su rdacién con la actividad
antimicrobiana es todavia desconocida

Interaccion ROI-RNI

La produccion de NO puede smultaneamente incrementar la accién antimicrobiana
de la explosion oxidativa y proteger a los tejidos del dafio oxidativo®®®). Asi productos
como e peroxinitrito tiene un potencid citotdxico mayor que € NO od 'O, solos. La
combinacion H,O, y NO' origina una potente actividad antibacteriana, posiblemente
como resultado de la formacion del radica hidroxilo (OH) en presencia de hierro o por
la generacion de singlete de oxigeno ¢0,)% ) El NO' también es capaz de reducir

138) propocionando un mecanismo para € incremento de la reaccion

complejos de Fe''!(
de Haber-Weiss cadizada por F¢' . Ademés & NO puede inhibir metdoenzimas
antioxidantes como la catalasa 124 1*° | evitando su accion sobred HyO5.

Por otra parte e NO puede proteger del dafio oxidativo quizas formando compleos
Fe-nitrosl, haciendo d Fe menos disponible para la catdiss de reacciones oxidativas.
También puede actuar como protector de la oxidacion inhibiendo la oxidasa de la

explosion respiratoria®®®, sustrayendo radicales como "OH? | induciendo la expresion
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de regulones protectores de estrés*Y 142 o findizando las reacciones de peroxidacion

lipidica de lamembrana**®.

A.3.4.3. Defensas microbianas frenteal NO

Las defensas microbianas frente d edrés oxidativo o0 nitrosante comparten muchos
elementos. Los principaes mecanismos de evasdn de los microorganismos frente d
NO son:

1.- Moléculas de bgo peso molecular con grupos tiol. Entre elas se encuentran €
glutation, € micotiol y lahomocigteina

El glutation permite explicar la resstencia de las bacterias entéricas a los RNI pues
contienen dtas concentraciones de glutation, y la susceptibilidad de Staphylococcus
spp. alos RNI, que por e contrario contienen bajas concentraciones del mismo143 144,

El micotiol presente en las micobacterias y otros actinomicetaes’* y tripanothione,
un andlogo tiol presente en trypanosomas y Leishmania spp.**® podrian representar un
papel de resistencia.

La homocigeina eta implicada en la resgencia a S-nitrosotioles (S
typhimurium)4®),

2.- Expreson de genes que confieren resstencia a oxidantes (induccidn de sintesis de
enzimas con funcidn protectora) como € regulon soxRS'y d regulon oxyR.

El reguidn soxRS que inicidmente fue identificado como un dgema multigénico
inducido por elevadas concentraciones de ‘O, 47 puede ser inducido por NO2Y . Este
regulén incluye genes que codifican para la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, para la
manganeso-superdxido dismutasa (MNSOD) y para la endonuclessa 1V, las cudes
pueden contribuir a la defensa frente a RNI por generacion de equivalentes reductores,
reduccion de laformacidn de peroxinitrito y reparacion ded ADN respectivamente.

El reguidn oxyR que fue inicidmente descrito como un sistema genético inducido por
H.0,(*®), puede ser inducido por peroxinitrito™*®). Contiene genes que codifican para la
catdasa, ladkil hidroperdxido reductasay la glutation reductasa.

3.- Otros mecanismos de defensa son: la exonucleasa RecBCD que interviene en los
procesos de reparacion del ADN y confiere resstencia a compuestos donadores de
NO1%9: |a CuZN-superéxido dismutasa con igud funcion que la Mn-SOD; las
mutaciones en & gsema especifico de transporte de péptidos, que confiere a
Salmonella resistencia a los S-nitrosotioles®®?; |a piodianina de Pseudomonas
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aeruginosa que inhibe d NO in vitro™®Y o d pigmento hemozoina, producido por

Plasmodium spp., que contiene un grupo hemo e inhibe la produccion de NO152.

B. BRUCELLA

El géneo Brucela esd includo en € gupo 4, baclos y cocos
aerobiogmicroaerdfilos Gram negaivos, dd Bergey’'s Manud of Determinative
Bacteriology*®®). Se trata de pequefios bacilos o cocobacilos gram negativos, inméviles,
catalasa pogtivos, agrobios, 9 hien muchas cepas requieren CO, para su crecimiento.
Quimiorganotrofos nutricionadmente exigentes, poseen un metabolismo respiratorio con
un ssema de transporte de eectrones basado en citocromos y con oxigeno o nitrato
como Ultimos aceptores de los mismos. Con un crecimiento lento y una temperatura
optima de 37°C, producen en medios sdlidos claros colonias pequefias, lisas, convexas
de color mie pdido, pudiendo aparecer variantes rugosas de las cepas lisas, existiendo
también especies rugosas estables' %%,

Las brucdas condtituyen un grupo genéticamente homogéneo de bacterias segln los
estudios de hibridacion de ADN, y basados en estudios de secuencias del ARNr 16S,
estan filogenéticamente relacionadas con la subdivison a 2 de las Proteobacterias.

En la actudidad se incluyen en @ género Brucella seis especies con diversos biotipos
diferenciadas  fundamentamente por su senshilidad a fagos, metabolismo oxidativo y
sus huéspedes animales preferentes:

ESPECIE BIOTIPOS(btp) HUESPED PREFERENTE
B. melitensis 1,2,3 cabras, ovgas
B. abortus 1,2,34,5,6,7,9 bovidos
B. suis 1,234 cerdos, liebres(btp2), renos(btp4)
B. neotomae Neotoma lepida
B. ovis oveas
B. canis perros

Las brucdas son parasitos intracelulares facultativos, que producen infecciones en un
amplio espectro de mamiferos y en humanos, con una distribucion practicamente
mundiad®®®. En los animdes las brucdas producen una infeccién crénica o con gran

tendencia a la cronicidad. En contraste, las brucelas no producen infecciones cronicas en
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ratones, los cudes presentan una bacteriemia trandtoria d find de la cud diminan la
bacteria En @ hombre la infeccion por Brucella se caracteriza por su larga evolucion y
tendencia a la cronificacion. A menudo se producen linfadenopatias locdes, con
poderior inveson de torrente circulatorio y diseminacion. Se locdizan principdmente
en @ dstema reticulo endotelid donde la bacteria se desarrolla intracelularmente dentro
de los fagocitos mononucleares gracias a la capacidad de las brucdas de resistir los
mecanismos de muerte intracelular.

Asi pues una de las principales caracterigticas de las infecciones producidas por
Brucella y que explica en gran medida la patogenia de la enfermedad es la capacidad de

Brucella para sobrevivir y multiplicarse en € interior de las células fagociticas'*®.

B.1. MECANISMOS DE Brucella PARA EVADIR LAS
DEFENSAS

La dedruccion intracelular de microorganismos por cdulas fagociticas depende de
nuUMerosos mecanismos, los cudes son susceptibles de dteracion por los patdgenos
bacterianos*>”). Nuestro conocimiento actual sobre la capacidad de Brucella para evitar
dichos mecanismos es limitado'®®®, siendo un proceso compleio, todavia no bien

entendido.

B.1.1. FAGOCITOSIS

Existen diferentes estudios que proporcionan evidencia de que las brucedas no euden

la fagocitoss™®”

. Las brucdas no poseen cgpsulas antifagociticas, sno que han
desarrollado mecanismos de adhesion a las cdulas. Las brucdas se adhieren a cdulas
polimorfonucleares y mononucleares no activadas y esta adherencia es mediada por
interacciones tipo-lectina y edtabilizada por lipidos bacterianos como € lipido que
contiene ornitina (OCL). Al igua que sucede con otras bacterias, Brucella se puede
adherir a proteinas con dfinidad por azlcares (lectinas) presentes en los
polimorfonucleares y macréfagos, a través dd 1,2 glucano ciclico periplasmico y
OCL™® La bacteria adsorbida promueve su interndizacion. También se ha
identificado una lectina en la supeficie de Brucella que mediaia la adhesdn a
linfocitos y podria estar relacionada con la patogenicidad para € hombre, pues es
minima en B. neotomae y B. suis’®®. De este modo las cepas lisas y rugosas de

B. abortus son répidamente ingeridas por neutréfilos humanos y de cobaya®®?, y
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también por leucocitos polimorfonucleares bovinos™®t 162 Sin embargo, la eficacia de
ese mecaniamo de interndizacion y su dgnificado fisologico esta por determinar. Por
otra parte, es bien conocido que la opsonizacion de células bacterianas incrementa la
fagocitoss. Egtudios de las interacciones entre macréfagos bovinos de glandula
mamaria y cepas lisss y rugosas de B. abortus sugieren que ambas cepas son
rgpidamente ingeridas S estdn opsonizadas con  complemento o anticuerpos
especificos’®®.  Estos resultados coinciden con los redizados en neutrdfilos

humanos*®¥ y en macréfagos de conejos inmunizados con Rev.116%).

B.1.2. DESGRANULACION

Algunos autores proponen que la supervivencia es debida a un fdlo en la
desgranulacion™®®. Riley and Robertson y Robertson et d.(*%% 182 examinaron los
efectos de cepas lisas y rugosas de B. abortus sobre la desgranulacion de grénulos
primarios y secundarios en neutrdfilos humanos o bovinos, observando que € grado de
degranulacion  estaba  dgnificativamente  reducido cuando se  incubaban con las
brucdlas, en comparacion a las preparaciones control de neutrdfilos incubados con €
organismo extracdular Saphylococcus epidermidis. Los neutréfilos incubados con
B. abortus liberaban dgnificativamente menos midoperoxidasa, y hno  exidian
diferencias en @ grado de desgranulacion de los neutrdfilos incubados con la cepa lisa 'y
los incubados con la cepa rugosa; la desgranulacion también se inhibia con brucelas no
vidbles Dd mismo modo los neutréfilos polimorfonucleares humanos incubados con
B. melitensis 16 M presentan una desgranulacion y una actividad mieloperoxidasa
inferior alade los neutréfilos incubados con Staphylococcus aureus't®®).

Una evidencia indirecta de la inhibicion de la desgranulacion fue obtenida de los
esudios de B. abortus (cepa 2308) viva o muerta por cador, sobre la actividad de
iodinacién de proteinas (una medida de la actividad MPO-H,O»-hauro) de los
neutréfilos bovinos''%®). Eda actividad estaba significativamente suprimida, tanto en
presencia de bacterias viables como muertas.

Bertram et .27 encuentran que la desgranulacion, preferencidmente de grénulos
primarios, y como consecuencia € sSstema bactericida mieloperoxidasa-H.O,-hduro,
estaba inhibida por materides nucleotidicos de bgo peso molecular producidos por
Brucella y que fueron identificados y caracterizados por Canning et d.®% %8 como
5 guanosina monofosfato (SGMP) y adenina Sin embargo® parece poco probable que
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Brucella libere en condiciones fisolégicas concentraciones tan elevadas de 5GMP y
adenina como las utilizadas por estos autores.

Pizarro-Cerda et a.'®® también demuestran que la cepa 2308 de B. abortus
(virulenta) previene la fuddn fagosoma-lisosoma y que se digribuye en la region
perinuclear dentro de compartimentos similares a autofagosomeas

Ahora bien en cudquier caso la inhibicion de la degranulacion es parcid luego
deben exigtir otros mecanismos que permitan a Brucella resdtir a la accion bactericida

de losfagocitos.

B.1.3. MECANISMOSBACTERICIDAS O,-DEPENDIENTES

La explodon oxidativa juega un papd fundamentd en la activacion de los
mecanismos bactericidas O,-dependientes®. Estudios inicides en neutrdfilos bovinos
indican que la ingestion de B. abortus no opsonizada (cepa 544), no induce la
produccion de ‘O, medido como reduccion cuantitetiva dd colorante nitroazul de
tetrazolio*"®. Experimentos posteriores redlizados por Kreutzer et a.**% mostraron que
la ingestion de cepas lisas y rugosas de B. abortus no parece esimular la actividad
(medida como oxidacién de la glucosa) de la via de las pentosas monofosfato por
neutréfilos humanos, ni tampoco la explosén oxidativa, pudiendo consderar que estos
hechos comprometiesen la capacidad baectericida de los neutréfilos y determinasen la
mayor supervivenciaintracelular de B. abortus.

Sn embargo es importante notar que las bacterias utilizadas en estos estudios no
estaban opsonizadas. Asi las brucelas opsonizadas por un antisuero fresco (conteniendo
anticuerpos antibruce@ o inactivado por cdor (presumiblemente libre de la actividad
del complemento) son capaces de estimular niveles significaivos de produccion de Oy
y de aumentar la actividad del sistema MPO-H,0,-hdurd*™ en neutréfilos bovinos y
en macréfagos de la glandula mamaria de la vacd™®®). De igud manera Brucella sdlo
induce la explosion oxidetiva en los PMN y monocitos humanos s previamente ha sdo
opsonizada con 1gG anti-brucda o plasma humano norma, sendo maxima cuando la
opsonizacion se produce con ambos®. Por otra parte la explosion oxidativa inducida
por B. melitensis 16 M y B. abortus 544 a baas concentraciones es menor a la inducida
por E. coli, dendo smilar cuando se utilizan eevadas concentraciones bacterianas.

Ademés la explosion oxidativa inducida por B. melitensis B115 (rugosa) es inferior a la
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inducida por B. melitenss 16 M y B. abortus 544 tanto a medias como dtas
concentraciones'™,

B.1.4. MECANISMOS O,-INDEPENDIENTES

Los mecanismos  bactericidas  oxigeno-independientes  parecen  contribuir
escasamente a la destruccion de las brucelas por las cdulas fagociticas™®®). Las brucelas
son resistentes a compuestos queladores de cationes divalentes (como EDTA)Y™?, a
sustandias policationicas (como la polimixina BY™®) y a las proteinas lisosomales
cationicas*®). A este respecto ni las cepas lisas ni rugosas son susceptibles a los
extractos granulares de leucocitos polimorfonucleares’’. Estas sustancias actian por
desplazamiento de los cationes divaentes (Ca™ y Md™) que egtabilizan la membrana
externa mediante interaccion con las cargas negativas del LPS de enterobacterias (KDO
y grupos fosfato no sustituidos del niicleo y lipido A)?”. En el caso de Brucella, suLPS
presenta menor cantidad de KDO y bgjo contenido en grupos fosfato™™, de forma que
no estd estabilizado por cationes divaentes’’®, sino principadmente por interacciones
hidrofébicas entre los lipidos A y entre  lipido A y otros lipidos y proteinas*”®. Esto

explicala ausencia de actividad de las protefnas cationicas sobre Brucella76178),

B.2. DETERMINANTES DE PATOGENICIDAD
(mecanismos de virulencia)

En contraste a otros patdgencs intracelulares, las brucdas no poseen plasmidos o
bacteriofagos lisogénicos, los cuaes podrian conferir propiedades de invasén o
virulencia Tampoco producen exotoxines ni cgpsulas anttifagociticas, ni se hdlan
formas de reddencia ni tienen gruesss paredes cdulares, ni poseen fimbrias ni
muestran variacion antigénica 159

B.2.1. FACTORESMETABOLICOS

B.2.1.1. ENZIMASY OTROS PRODUCTOS GENICOS

1. Superéxido dismutasa (SOD)

Pudiera ser una de las enzimas que intervienen en la patogenicidad de las brucdas.
Protege a las clulas del efecto toxico de los radicaes superdxido (O2") convirtiéndolos
en HO, y oxigeno G. En B. abortus se distinguen dos tipos de SOD™*®): una Cuzn
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SOD de locdizacion periplasmica®™® y una Mn SOD®?. Sin embargo como estén
presentes en similares proporciones en cepas de diferentes grados de virulencia, parecen
no tener ningin pape como factor de virulencia Esto fue confirmado por Laimer et
d.%Y) que no encontraron diferencias relevantes comparando la virulencia en d ratén de
B. abortus 2308 y una cepa mutante deficiente en Cuw/Zn SOD. Por € contrario Tatum et
d.(182) observaron un menor peso, nimero de bacterias y lesiones en @ bazo de los
ratones infectados con la cepa mutante deficiente que con la cepa originaria. Estas
diferencias son mas marcadas sobre los 10 a 26 dias pogt-infeccion, lo cud favorece la
hipGtess de que la CuwZn SOD podria jugar un papd en las primeras fases de la
infeccidn, pero podria no ser necesaria para la persistencia de B. abortus en d ratdn. El
pape de la Mn SOD en la patogénesis de Brucela no ha sdo todavia bien
estudiado™®.

Por otra parte y en contraste con algunos parésitos intracelulares como Legionel1at*8?
y Leishmania, la fosfomonoesterasa de B. abortus, con actividad fosfatasa écida, no

bloquea |a produccion del anién superdxido (O, )18,

2. Catalasa

Catditicamente convierte H,O, en H,O y O, y ha Sdo sugerida como mecanismo
protector de Brucella de los intermediarios toxicos de oxigeno liberados por los
macréfagos tras la fagocitoss. Ad la virulencia de B. abortus se correlacioné de manera
directa con su actividad catdasa (cepas de dta virulencia modtraban dta actividad
catalasa)*®®, aunque esta corrdacion no se observd con B. melitensis 0 B. suis''®.
Ademés la locdizacion periplasmica de la catdasa en B. abortust®®”) podria implicar que
su papel es defender a la bacteria del HO, exdgeno. Jang et d.%) demostraron que la
adicion de cadasa exdgena bloquea parcidmente las actividades antibrucdla exhibidas
por macréfagos aunque hay que tener en cuenta que la adicion antes de la fagocitoss no
imita las condiciones in vivo. Utilizando una cepa mutante caidasa negativa, dlo se
observa un menor nimero de bacterias de la cepa mutante que de la cepa 2308 durante
las 5 primeras horas de infeccién in vitro, pero poderiormente la cepa mutante se
recupera més rapidamente e incluso acanza mayor nimero tras 48 h de infeccion*®®).
Ademés, no presentan diferencias en su cgpacidad para colonizar € bazo de ratones
infectados. Tras la segunda semana de infeccidn la cepa mutante muestra una
sgnificativa reduccion en @ nimero de bacterias esplénicas con respecto a la cepa

2308, aunque ambas cepas perssen a menos 18 semanas. Estos resultados sugieren
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gue aunque la catdasa podria jugar un papd en la supervivencia de B. abortus dentro de
los macréfagos activados, eto no es suficiente para producir un aclaramiento
intracelular de las brucelas sin actividad cataasica.

3. Proteina RecA

La proteina RecA estd implicada en la recombinacion entre fragmentos homologos
de ADN y en la recombinecion-reparacion de ADN daflado. En E. coli, la proteina
RecA es todavia més importante que la catdasa o la SOD para proteger la bacteria de
|as roturas en una hebra de ADN inducidas por HO,*®®. Para determinar su papel en la
viruencia, Taum et d.*%) construyeron un mutante recA de B. abortus y observaron
un nimero menor de bacterias por bazo en los ratones infectados con la cepa mutante,
que podria ser dribuido en pate a una incrementada senshilidad a la mutagéness
oxidativa. Sin embargo la persstencia de ambas cepas en € raton a los 100 dias post-

infeccidn, indica que RecA no es crucid paralaresstenciade B. abortus en € raton.

4. Oper6n purk
Mutaciones en vias metabdlicas esenciaes generan cepas bacterianas atenuadas con

reducida virulencia® 24

. Drazek et d.®Y produjeron una cepa mutante purE de
B. melitensis 16M la cud requiere purinas para su crecimiento y observaron que tenia
una capacidad disminuida de replicacion en los macréfagos derivados de monocitos
humanos. Esta menor replicacion podria deberse a la incapacidad de estos mutantes para
producir exceso de purinas, con € consecuente fdlo en € blogueo de la fuson

fagosoma-lisosoma.

B.2.1.2. PROTEINAS DE RESPUESTA AL ESTRES

Los patégenos intracdulares facultativos, incluyendo B. abortus, generdmente
expresan dtos niveles de proteinas cuando son fagocitados por macréfagos'® y crecen
en € ambiente intracdular. As s ha pensado que estas proteinas de respuesta d estrés
podrian jugar un pape importante en la adaptacion fisologica de la bacteria d ambiente
hostil del fagosoma del huésped?®, es decir actuar como factores de virulencia®®%.

Lin and Ficht®®? estudiaron y compararon € perfil proteico de B. abortus durante
dos dtuaciones de estrés como son d crecimiento intracdlular en macrdfagos y la
exposicion a condiciones acidas, y observaron un incremento en la sintesis de proteinas
de peso molecular 62, 60, 28, 24, y 17 kDa Las proteinas de 17 y 28 kDa son
gparentemente inducidas de forma especifica durante € crecimiento intracdular. La
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proteina de 62 kDa fue identificada como una "heat shock protein” (Hsp62) y presenta
homologia con la proteina GroEL de E. coli que también es un miembro de la familia de
Hsp (Hsp60)*%). La proteina de 60 kDa, expresada durante e shock &cido, parece ser
una variante de la Hgp62. Se ha propuesto a estas proteinas como responsables de la
edimulacion de una noteble respuesta inmune de huésped durante d curso de la
infeccion por Brucella®®®). La produccion de la proteina de 24 kDa, inducida en las dos
Stuaciones de edrés, se correlaciona con la supervivencia bacteriana bgo condiciones
&cidas (pH<4).

La identificacion de estos productos génicos y los mecanismos que controlan su
expresion es un paso importante para entender la resstencia de Brucella a la destruccién
intracelular dentro de los macréfagos.

1. Proteina DnaK

Es una proteina ("molecular chaperon") producida por B. suis en condiciones
adversas como choque de cdor y pH g0, o durante la multiplicacion intracdlular y que
es requerida para @ crecimiento a 37°C*°¥. En E. coli la deleccién del gen dnaK
incrementa su grado de muerte intracdlular y disminuye su resstencia a H,O», mientras
que S este mutante se complementa con € operon dnaK/dnal de B. ovis, d E. coli
resultante tolera & pH bgo y & H.O, meor que la cepa savgel®™. As mismo s
observd que una cepa mutante, defectiva en dnak, de B. suis veia afectada su viabilidad
abgo pH y no podia multiplicarse en los macréfagos (a 30°C), por lo tanto la proteina
DnaK contribuye, de manera independiente a la temperaura, a la multiplicacion
intracelular de B. suis't®Y.

2. Proteina Htr A (High-temperature-requirement A protein)

La proteasa de respuesta d estrés HtrA, estd implicada en la degradacion de las
proteinas dafiadas por mecanismos oxidativos, entre otros, y por tanto podria contribuir
dgnificativamente a la ressencia a las vias bactericidas oxidativas de los fagocitos.
Elzer e d.1%) obtuvieron un mutante de B. abortus por deleccion del gen htrA, que
mostro sr més sensble a la muerte oxidativa in vitro y ser menos cgpaz de sobrevivir
en cultivos de macréfagos y neutrdfilos murinos. Ademas eta mutante presentdé un
menor nivel de colonizacion esplénica durante los estadios tempranos de la infeccion en
d modelo de raton BALB/C™®”, aunque Tatum et d.%) demostraron que tras la inicid

reduccion, los nivees de infeccion esplénica se recuperan y vudven a ser smilares a los
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mostrados por la cepa parental. Por otra parte, aunque puede cambiar la capacidad de
colonizacion, la virulencia de la cepa mutante de B. abortus en las cabras prefiadas no
parecio estar reducida®®®. Similares resultados se obtuvieron con una cepa mutante para
B. melitensis 16M en d moddo murino®®. La infeccion experimental del ratén con
eta mutante mostré una aenuacion dgnificativa en la semana sSguiente a la infeccion,
produciéndose una recuperacion de la multiplicacion bacteriana en bazo e higado en los
dias poderiores de forma que no se observaron diferencias en los recuentos entre
B. melitensis 16M y su mutante. Las bases para eda aenuacion trangitoria de los

mutantes htrA en d mode o murino es actua mente desconocida

B.2.1.3. ERITRITOL

El eritritol es un poliol de 4 carbonos que ha sdo reacionado con la virulencia
basandose en d hecho de que es una eficaz fuente de carbohidratos para B. abortus,
B. melitensisy B. suis®®Y, mientras que la cepa avirulenta B. abortus B19 ha perdido su
capacidad para utilizarlo y es inhibida por su presencia en @ mediot®®?. Su presencia en
la placenta de vacas, oveas, caoras y cerdos podria correlacionarse con €
organotropismo de las brucelas hacia estos tgidos, estando en bgas concentraciones en
la placenta de humanos (donde no se locdliza) y en la placenta de roedores?®? 29%)_gin
embargo exigen agumentos en contra de su pape en la virulencia como son la
proliferacion preferencia de las brucdas que no oxidan eitritol (B. ovis), 0 que son
inhibidas por é @B. abortus B19), en la placenta de rumiantes. Por otra parte aunque se
encuentran a concentraciones bagjas en las placentas de los roedores, B. abortus también
s locdliza preferenciadmente en estos tejidos'?®?. Ademés e eritritol no esta presente en
los macréfegos, lugar donde también se locdizan y multiplican las brucdas. La cepa
B19 es defectiva en una de las enzimas de la via catabdlica dd eritritol (D-erythrulose
1-P-dehidrogenasa)®®?  pudiendo ser la base paa su senshilidad d  eitritol.
Recientemente Sangari et d.%®® demuestran que € defecto en d metebolismo del

eritritol de lacepa B19 no esta relacionado con su virulencia atenuada.

B.2.1.4. OTROSDETERMINANTESDE PATOGENICIDAD

1. Sider 6foros
Se conoce poco sobre @ pape de las proteinas secuestrantes de hierro y otros
Sderéforos en la patogénesis de la brucdosis. En generd la bga disponibilidad de

hiero in vivo resringe @ crecimiento microbiano®®. Sin  embago dtas
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concentraciones de hierro incrementan la actividad bactericida de los macrofagos frente
a las brucelas intracdlulares®®”, probablemente como resultado de la capacidad del
hierro para cadizar la reaccion de Haber-Weiss en la que se generan radicaes hidroxilo
apartir de peréxido de hidrogeno y de superdxido.

La adicion a los cultivos de macréfagos activados con IFNg o suplementados con
hierro, del &cido 2,3-dihidroxibenzoico, un sideréforo producido por B. abortus®®®,
previene la muerte intracdlular de las brucdlas durante las primeras 12 h podt-infeccion e
incrementa @ nimero de brucelas intracelulares recuperadas tras 48 #2°. Sin embargo
Denodl et d.%1? demuestran que la bacterioferriting, otro sideréforo, no es esencia para
la supervivencia intracdular de B. melitensis en macréfagos derivados de monocitos

humanos.

2. Factor inhibidor de TNF-a

Caron et .Y 212 demostraron que las brucelas liberan agunos factores de
naturaleza proteica que especificamente inhiben la expreson de TNF-a en macr6fagos
humanos activados, pero no en los murinos. De este modo estos factores podrian
contribuir a la evason por pate de la brucda de las defensas antimicrobianas en
macrofagos humanos, donde a diferencia del raton pueden persstir y multiplicarse. Esto
explicaria en cierta medida la tendencia hacia la cronificacion de la infeccion brucdar

en d hombre.

B.2.2. FACTORESDE VIRULENCIA ESTRUCTURALES

El papd de los componentes de la membrana externa en la virulencia de los
microorganismos intracdulares no esta bien establecido. Sdlo dos componentes de la
membrana externa han sdo implicados como potencides factores de virulencia las

proteinas de lamembrana externay € lipopolisacérido.

B.2.2.1. MEMBRANA EXTERNA

Como en otras bacterias Gram negativas, Brucella presenta una envoltura celular
formada por una membrana externa superpuesta a una delgada capa de peptidoglicano y
separada de la membrana citoplasmatica por un espacio periplasmico. La membrana
externa es aamérica y esa formada por fosfolipidos, locdizados principdmente en la

carainterna, y por LPSYy protefnas localizados en |la cara externa?”).
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Aunque morfolégicamente es gSmilar a otras bacterias Gran negativas, la
composicion quimica y las propiedades fiscas de la envoltura diferencian d género
Brucella de otras bacterias Gram negativas.

Las principdes diferencias se encuentran en la composicion lipidica de la envoltura
externa®” hecho que las acerca a la subdivisén apha-2 de las Proteobacteria
(Agrobacterium, Rhizobium, Ochrobactrum, Rochalimae)®®®. El principd fosfolipido
de la membrana externa de Brucdla es la foddidilcoling a diferencia de las
enterobacterias que es la fodfatidiletanolaming, la cua parece implicada en la resstencia
frente a la polimixina B™®. También presenta OCL e cud estad probablemente
implicado en la adherencia®™®® y ademés posiblemente actle como agente estabilizante
del LPS en lugar de los cationes divalentes™®. Por otra parte e LPS de Brucela
presenta un contenido pequefio de KDO y una pédida de grupos fosfato, 1o que
determina una fuerte asociacion con las proteinas'?®. Ademés presenta ésteres tipo
cera, una lipoproteina expuesta en la supeficie cdular y &cidos grasos de cadena larga
que son infrecuentes en otras bacterias gram negativas.

Todas estas caracterigticas son factores que contribuyen a la dta hidrofobicided y d
mantenimiento de asociaciones cerradas entre las macromoléculas de la membrana
externa de las brucdas, que podria tener implicaciones en la redgencia y en la

adaptacion alavidaintracdular.

B.2.2.2. PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA

Se han descrito diferentes grupos de proteinas expuestas en la membrana externa
(OMP=outer membrane proteins) de Brucela spp.*'¥. Las protefnas principaes
incluyen: @ una lipoproteina covadentemente unida d peptidoglicano, muy smilar a la
de E. coli; b) proteinas del grupo 2 (35-40 kDa) que tienen actividad de porina actuando
como candes d interior de la cdula®®; ¢) protefnas del grupo 3 (25-30 kDa), que en
base a su composiciéon de aminoécidos'®'®, su fuerte unién a peptidoglicano®? y su
modificabilidad por caor'®® podrian ser @ equivaente en Brucella de la OmpA de
E. coli. Sn embargo, estudios recientes han concluido que estas proteinas no son de la
familia de OmpA®'” aunque podrian jugar un papel similar. Las proteinas secundarias
son: grupo 1 de proteinas (88-94 kDa), y también otras proteinas identificadas (10-34
kDa)(®1®).
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La OMP de 38 kD puede ser un factor de virulencia de brucela pues no posee
actividad protectord®'® vy |a presencia del gen que la codifica en cepas de E. coli las
permite sobrevivir més efectivamente en la linea cdular de macréfagos U937220).
Hdling e d.?%Y demostraron que la protefna periplasmica BCSP 31, una proteina
inmundgena de 31 kDa muy conservada en las digtintas especies de Brucellal®??, no
estaba implicada en la inveson, crecimiento o replicacion de B. abortus en la linea
celular de macréfagos J774.

Ficht et a. clonaron una region que codifica una OMP de B. abortus de 36 kDa
(locus omp2) que ademas contiene dos genes edrechamente relacionados, omp2a y
omp2b, presentes en los genomes de todas las especies de Brucela y cuyo
polimorfismo puede ser usado en la dadficacion de las mismas??®. Aunque ambos
genes contienen marcos de lectura abiertos que codifican proteinas con un 96 % de
homologia, sdlo ha sdo demostrada la expreson de omp2b en B. abortus en €
laboratorio y corresponde a la porina caracterizada de Brucella de 36 kDa. Por otra
parte aunque slente en condiciones normales, la conservecion del gen omp2a sugiere la
poshilidad de que se exprese bgo condiciones especificas. Estos genes, omp2a y
omp2b, han sido expresados en E. coli, y sus productos se locdizan en la membrana
externa de la cdula, demogtrando que @ producto del gen omp2a tiene una actividad
poro-formadora®®. Por todo ello se ha sugerido que Brucella podria adaptarse a los
cambios en las condiciones ambientales, taes como € ambiente intracdular, modulando
la expresién de genes de porinas y aumentando la produccién de poros, 1o que podria
estar relacionado con su supervivenciaintracdular.

Un hipotético papd de las OMP brucdares en la virulencia puede ser inferido de su
capacidad para producir una respuesta inmune protectora Los animales infectados
desarrollan anticuerpos frente a varias OMP??). Estos anticuerpos también se han
encontrado en humanos??®, § bien las personas infectadas tienden a desarrollar una
menor respuesta frente a los antigenos proteicos que frente d LPS'2%9). El papd de los
anticuerpos antiOMP no estd claro, aunque parecen jugar un menor pape en la
proteccion que los anticuerpos anti SLPS. Asi los anticuerpos monoclonales para OMP
protegen menos a los raones de la infeccion con B. abortus que los anticuerpos
monoclondes frente d S-LPS??"). De la misma forma los anticuerpos inducidos en e
ganado frente a las proteinas de la cepa B19 de B. abortus no son capaces de conferir

protecci6n®2®).
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B.2.2.3. LIPOPOLISACARIDO (LPS)

Como en otras bacterias Gram negativas, d LPS es la molécula lipidica més
abundante en la envoltura externa de las brucdas. En las cepas en fase lisa (S), d SLPS
esta formado por d lipido A, d nlcleo de caracter oligosacaridico y la cadena
polisacaridica O especifica. La estructura de LPS de las cepas rugosas (R-LPS) es
bésicamente smilar excepto que la cadena O esta ausente o reducida a unos pocos

residuos de monosacaridos°®).

1. Lipido A

Su edructura es diginta d lipido A de las enterobacterias. Contiene como azlcar
centrd la 2,3-diamino-2,3-dideoxi-D-Glucosa sudtituida por &cidos grasos saturados
unidos por enlaces amida y éster. La D-glucosamina también et presente pero no se
sabe con certeza S es un componente central del lipido A. Los &cidos grasos en union
amida estén presentes en su mayoria como 3 hidroxi&cidos sudtituidos (residuos
3-adloxiacil) y son prindpdmente 3-0(16:0)14:0, 3-0(16:0)12:0, 3-0(18:0)14.0,
3-0(16:0)13:0, 30OH-16:0 y 3OH-14:0. Los &cidos grasos en unién éster son @ 16:0 y
18:0, también presentes en forma 3 OH. El lipido A parece contener muy pequefias

cantidades de fosfato y esta unido d KDO del niicleo probablemente en e carbono 62
159: 175)

2. Nucleodel LPS

Su edructura no ha sdo dilucidada en ninguna especie de Brucella. Es una corta
cadena oligosacaridica de glucosa, manosa,  2-amino-2,6-dideoxi-D-glucosa
(quinovosamingd) y KDO (sn fosfato) que une la cadena O d lipido A. Las cepas
rugosas no contienen quinovosamina. Se diferencia dd nicleo dd LPS de las

enterobacterias en € menor contenido de KDO y en la ausencia de fosfaio y
heptosas'*®% 179,

3. Cadena O

Condgte en un homopolimero de 4,6-dideoxi-4-formamido-D-manosa (D-RhadNFo)
de longitud variable (30 a 100 resduos). Mediante anticuerpos monoclondes se han
descrito 4 epitopos especificos en la cadena O: A, M, C 'y CIY®?®)_ El epitopo A esté
formado por 4 o 5 residuos de D-Rha4NFo unidos por enlaces a-1,22%9, Se encuentra
de forma dominante en B. abortus biov. 1, 2, 3y 6, B. melitensis biov. 2, B. suis biov.
1, 2, 3, y B. neotomae*>®. El epitopo M esta formado por 5 residuos D-RhadNfo, cuatro
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unidos por enlaces a-1,2 y d quinto residuo unido por enlace a-1,3?%Y. Este epitopo M
s encuentra de forma dominante en B. abortus biov. 4, 5y 9, B. melitensis biov.1y
B. suis biov. 5 (B. melitensis biov. 3y B. suis biov. 4 son A+M+)%9)_ E| epitopo C es
edrictamente especifico para las cepas lisas de Brucdla spp., tanto A como M
dominantes y no esti todavia bien definido. El epitopo C/Y comin a Brucdla spp. y
Y. enterocolitica O:9 parece ser una secuencia de 2 a 4 unidades de residuos D-RhadNfo
unidos por enlaces a-1,2?%. A pesar de conocimiento que se tiene sobre
polisscarido O, la diversdad de los epitopos locdizados en la cadena O es més
complga que la previamente descrita, y los ensayos de unidén con anticuerpos
monoclonales sugieren que los diferentes epitopos probablemente se  solgpen
mutuamente?2%).,

Existen otros polisacaidos?”” 2D de Brucella, originaiamente definidos por su
reectividad serolégica cruzadd®? con la cadena O y que han sido objeto de
controversa. El hapteno nativo (HN), presente en distintos biotipos de B. melitensis y
B. abortus®®® es un homopolimero de N-formil perosamina®*® y por tanto con
edructura muy smilar a la cadena O, pero que condituye una estructura independiente
en la membrana externa. Es probable que se encuentre interaccionando con la cadena O
del LPSZ® contribuyendo a su estabilizaciont"®, estando unido a la membrana externa
por interacciones polisacarido-polisacérido y también existe evidencia de una union con
lipidos. El polisscaido B, témino inicidmente utilizado para un componente
serolégicamente activo obtenido de B. melitensis 115%*% fue considerado por Bundle et
d. 9 como un glucano no reductor, circular, con 17-24 unidades de 3-D-
glucopirandsido unidas por enlaces b-1,2, obtenido de extractos de B. melitensis 16M, a
pesar de que es sarolégicamente inactivo, lo cud difiere de la inicid definicion por
inmunoprecipitacion de  polisacaido B; edos autores judifican su  reactivided

serdlogica por una fuerte unién no covalente con la cadena 0237,

4. Otros lipopolisacéridos relacionados estructuralmente con e LPS de Brucella
Existen reacciones serolOgicas cruzadas entre B. abortus y B. melitensis con otras
bacterias gram negetivas y en la mayoria de los casos es € LPS d factor responssble de
las mismas®®®). Por otra parte e LPS de las bacterias gram negativas es e responsable
de multiples acciones bioldgicas de gran importancia en la patogenia de la infecciones

producidas por edtas bacterias. ESto hace que sea de gran interés € conocimiento
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edructural de estos LPSs, sus coincidencias y discrepancias estructuradles y la actividad
biolégica por elos desarrollada. Describiremos més detenidamente los utilizados en esta
tesis por su relacion estructural con € LPS de Brucdlla.
LPSde Escherichia hermannii

Esta bacteria ha sido descrita como un biogrupo atipico de E. coli®®. Algunas cepas
de esta bacteria presentan reaccidn serolégica cruzada con E. coli O157:H7, B. abortus
y B. melitensis y se ha visto que su LPS congta de una cadena O compuesta por un
polimero lined de resduos de 4-acetamido-4,6-dideoxi-D-manopiranosa, con dos
edructuras diferentes. Cada una de estas edructuras tiene una unidad repetitiva
pentasacaridica, una compuesta de tres enlaces a-1,2 y dos a-1,3 y la otra de dos
enlaces a-1,2 y tres a-1,3 entre los residuos. Eta estructura smilar a la presente en €
polisac&rido O de Brucella determinaria las reacciones seroldgicas cruzadas entre ambas
epecies bacterianas. El oligosacaido dd nlcleo esta compuesto de D-glucosg,
2-acetamido-2-deoxi-D-glucosa, y L-glicero-D-manno-heptosa (relacion molar  1:1:1).
El lipidko A muedra 2-amino-2-deoxi-D-glucosa y los &cidos ladrico, mirigtico,
pamiticoy b-hidroximiristico®® 239,
LPSde Yersinia enterocolitica O:9

La gmilitud entre d LPS de Y. enterocolitica y € LPS de Brucdla viene
determinada por la cadena O de su LPS ya que estd formada por unidades de
4,6- dideoxi-4-formamido-a -D-manopiranosl en unién a-1,2. Por tanto las reacciones
cruzadas con Brucella spp. tienen lugar por ser esta estructura idéntica. Sin embargo €
nicleo y d lipido A difieren en Y. enterocolitica. El oligosacaido dd nicleo eta
compuesto de D-gdactosa, D-glucosa, L y D -glicero-D-manno-heptosas, KDO y
2-amino-2-deoxi-D-gdactosa El lipido A contiene 2-amino-2-deoxi-D-glucosa y los
&cidos grasos.  dodecanoico,  tetradecanoico, hexadecanoico 'y  3-hidroxi-
tetradecanoico(?4?).
L PS de Pseudomonas maltophilia 555 [ Senotrophomonas(Xanthomonas)maltophilia]

Su cadena O polisacaridica esta compuesta de una unidad repetitiva pentasacaridica
que contiene D-ramnosa (D-Rha, 1 parte), 3-acetamido-3,6-dideoxi-D-gdactosa
(D-Fuc3Nac, una parte) y 4acetamido-4,6-dideoxi-D-manosa (D-RhadNAc, tres partes)
teniendo la Sguiente estructura:
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3)-a-D-RhadNAc-(1->3)-a-D-RhadNAc-(1->3)-b-D-Rha-(1>3)-a-D-RhadNAC- (1%
2
1

a-D-Fuc3Nac
L —In

Las reacciones serologicas cruzadas entre P. maltophilia 555y Brucella spp. pueden
edar relacionadas con la presencia de N-acil derivados de residuos 4-amino-4,6-
dideoxi- D-manopiranos| presentes en las cadenas O de sus respectivos LPS.

El oligosac&rido del nlcleo esta compuesto por Dmanosa, 3 acetamido-3,6-dideoxi-
D-gdactosa, D-glucosa, KDO y &cido hexurdnico. El lipido A contiene 2-amino-2-
deoxi-D-glucosa y  &idos grasos 2-hidroxi-9-metildecanoico,  3-hidroxi-9-
metildodecanoico, 3-hidroxidodecanoico, 3-hidroxi- 11-dodecanoico, 13-
metiltetradecanoico, 12-metiltetradecanoico, hexadecanoico y 15
metil hexadecanoico®*Y,

S-LPSde Ochrobactrum anthropi LMG 3331

Su polisacarido O consste en una cadena lined, formada por la repeticion de una
unidad disacaridica congtituida por N-acetilglucosamina y ramnosa en forma piranésido
con lasiguiente estructurd®4?:

—>3)-a-D-Glcp NAc-(1=2>2)-a-L-Rhap-(1>

Egta edtructura es diferente ad polisacarido O de Brucella lo que explica la fdta de
reectividad cruzada entre € suero de animales infectados con Brucdla y d S-LPS de
0. anthropi®®. Sin embargo esta reactividad si se ha observado entre & suero de
animdes infectados con Brucella spp. y e RLPSy la fraccion rica en lipido A de O.
anthropi, lo que sugiere que las reacciones cruzadas tienen lugar a nivel del nlcleo o de
lipido A. Su oligosacarido dd nlcleo, contiene acido gdacturdnico, no presente en €
LPS de Brucdla, pero sin embargo si contiene KDO, glucosa y glucosamina que
también estan presentes en d nlcleo de Brucella y esto podria explicar la reactividad
observada. Pero debemos también considerar que la reactividad mostrada por € lipido
A indica que los determinantes antigénicos dd mismo contribuyen dgnificativamente a
dicha reactividad®®®, y as d lipido A de la cepa rugosa de O. anthropi LMG 3301
presenta en su  edructura central un disacaido de 2,3-diamino-2,3-dideoxi-D-
glucosa®* | que también es e azlicar central del lipido A delas brucelas.
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Otros LPS: que presentan reacciones cruzadas con € LPS de Brucela (aunque no
ensayados en esta tesis) son los de: Escherichia coli 01579, E. coli 0116249,
Salmonella landau, Salmonella urbana y Salmonella godesberg (pertenecientes d
grupo N de Kauffman-White 0:30)2%®), Vibrio cholerae [O1 (formas Ogawa e Inaba),
0140 (Hakata)] y Vibrio bio-serogrupo 1875 (cepas origind y vaiante)®? y

Francisdlla tularensis®*®).

5. LPS como factor devirulencia

Dado que € LPS de la membrana externa de las bacterias Gram negdivas, y en
epecid de las enterobacterias, contribuye a la virulencia de éstas y es responsable de
numerosas acciones hiolégicas, se pensd d LPS dd Brucdla mediaia en sus
mecani SMos patogénicos.

Lavirulencia de B. abortus, B. melitensisy B. suis esta asociada d morfotipo liso (S)
de colonia®®, @ cua contiene & LPS entero (S-LPS), de td forma que las cepas lisas
presentan una supervivencia intracelular incrementada con respecto a las cepas mutantes
rugosas que son avirulentas y contienen un LPS incompleto (R-LPS)%¥. Por elo & S
LPS ha sido propuesto como factor de virulencia. Asi Soto et dl.**®) demostraron que €
SLPS de B. abortus o B. melitenss aumentaba la supervivencia intracdular en
neutréfilos bovinos de la cepa rugosa 1119 de B. abortus. Existen agunos puntos contra
esta hipotesis que consdera d SLPS como factor de virulencia, como son @ hecho de
que tanto las cepas lisas como las rugosas presentan un contenido de LPS en su
superficie y una composicion dd lipido A, responsable de la actividad biolGgica, muy
dmila‘®?, Otro punto que no apoyaria esta hipdtesis es @ hecho de que agunas
especies de Brucella (B. canis y B. ovis) plenamente virulentas, son de forma naurd
rugosas, S bien presentan una cgpacidad limitada para establecer la infeccion en otras
especies diferentes a sus huéspedes naturales™®®. Del mismo modo se opondria a esta
hipétesis € hecho de que la especie lisa B. neotomae no es patogénica.

La actividad biologica dd S-LPS de Brucella presenta diferencias cuditdivas y
cuantitetivas importantes con los LPSs de las enterobacterias. Asi d LPS de Brucella no
es pirogénico para € congo, no es letd para embriones de congo o de pollo ni
incrementa la susceptibilided a histamina®”. Sin embargo presenta otras acciones'?>?
aunque dempre con menor actividad que d LPS de las enterobacterias. toxicidad para
ratones y macréfagos, induccion de leucopenia y leucocitoss, hipoferremia y aborto en
raton; activecion de complemento y mitogenicidad para linfocitos B de radn. Edas
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actividades son producidas tanto por los S y RLPS como por € lipido A. Ademés d
LPS induce la produccién de TNF y de IFN. Otros efectos, relacionados con las
actividades de las cdlulas fagociticas son la induccion de la explosdn oxidativa y la
degranulacion. EI' LPS de Brucella es mucho menos activo que € de Salmonella en la
induccion de la explosiéon oxidativa Asi son necesarias 100 veces més de LPS de
B. abortus y 1000 veces més de lipido A para inducir d mismo nivel de reduccion del
colorante nitroazul de tetrazolium y de produccion de lisozima por neutrdfilos humanos
que € inducido por & LPS de Salmonella y su lipido A?%?. Ademés la induccién de la
exploson oxidativa es doss dependiente, S bien a concentraciones inferiores a 100
no/ml, la inducida por d LPS de E. coli es muy superior a la inducida por los SLPSs de
B. melitensis 16 M y B. abortus 544, sendo € lipido A de E. coli también méas potente
inductor que los respectivos lipidos A de Brucdla®. Sin embargo la adtivacion
policlona de linfocitos B murinos es smilar d LPS de enterobacterias. Por otra parte €
LPS de Brucdla es capaz de estimular la produccion de IL-1 y TNF en ratones
C3H/HeJ, los cudes se caracterizan por ser no respondedores a la endotoxina de las
enterobacterias . Estas didtintas actividades bioldgicas inducidas por € LPS de
Brucella estan relacionadas con su estructura Cnicad®®®. Su bga actividad bioldgica
argumentaria en contra de su pape como mecanismo de virulencia®®®, sin embargo,
algunos autores proponen que precisamente este hecho podria ser una de los factores
contribuyentes ala supervivencia en céulas fagociticas®>?.

Aunque d LPS parece estar implicado en la supervivencia intracelular no es @ Unico
factor determinante, como se ha demostrado d comparar cepas lisas virulentas con
mutantes rugosos genéticamente inducidos®®?. Estos casos parecen demostrar que €
mantenimiento de la integridad de la membrana es un factor tanto 0 més importante que
lamera presencia o ausenciade S-L PS8,

La respuesta humoral eté dirigida principamente contra & LPS"8 259 | a cadena O
dd SLPS parece ser e antigeno inmunodominante. La mayor proporcion de la
respuesta protectora de anticuerpos de animales o humanos, infectados o inmunizados

0256 257) E| gquero

con especies de Brucdla lisas, eda dirigido contra este antigen
inmune frente a S-LPS ha demostrado ser protector en  ra6n®>® y los anticuerpos
monoclondes y policonaes frente a los epitopos A y M?®9 de la cadena O del SLPS

de Brucella tienen la capacidad de proteger a ratdn contra la infeccion con Brucella.
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Egto indica que los epitopos A y M pueden tener un papel como determinantes de
virdencia*"®),

El LPS de Brucdla ha sido propuesto como factor de virulencia por si mismo. Actlia
como una barera protectora evitando la accion digestiva de los fagocitos. Es d
principd dstema de resgencia a las proteinas lisosomaes cationicas, asi como a
péptidos cationicos bactericidas como la polimixina B y la lactoferricina B y a los

quelantes de cationes divalentes tal y como mencionamos anteriormentet’®).
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Objetivos

Como objetivos de este trabgjo de tesis doctoral nos propusimos:

1.- Determinar S los lipopolisacaidos de Brucella abortus 544 y Brucella melitensis
16M son capaces de inducir la produccion de Oxido nitrico en los macréfagos
peritonedles de rata, y compararla con la capacidad inductora de NO de LPS de
Escherichia coli.

2.- Determinar la capacidad de los SLPSs de B. abortusy B. melitensis para inducir
la produccion de NO a través de la via de la L-arginina, determinando s inducen la

transcripcion y sintesis de laisoformainducible de la 6xido nitrico sintasa (iINOS).

3.- Determinar g los lipidos A de Brucella abortus 544 y Brucela melitensis 16M
son capaces de inducir la produccion de 6xido nitrico y la transcripcion de la iINOS en
los macréfagos peritonedes de raa, y ver 9§ exigen diferencias con la induccion

producida por € lipido A de Escherichia coli.

4.- Determinar la capacidad de los lipopolisacaridos de Escherichia hermannii,
Yersinia enterocolitica O:9, Pseudomonas maltophilia 555 y Ochrobactrum antrhopi
LMG 3331, relacionados serologicamente con Brucella, de inducir la produccion de NO

y latranscripcion de laiNOS en los macréfagos peritonedes de rata.
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Material y métodos

3.1. REACTIVOS

Asta Medica (Espafa)
- Betadine solucién dérmica (povidona yodada)
Ambion Inc. (Austin, EE.UU.)
- ARNasa
Antibidticos Farma SA (Espana)
- Unicilina (penicilina G sodica) 1 millon U
Amersham International (Buckinghamshire, Reino Unido)

- Anticuerpo de burro anti-lgG de conegjo conjugado con peroxidasa de rabano
- Peliculas de autorradiografia Hyperfilm MP e Hyperfilm ECL

- Sistema de aumento de quimioluminiscencia (ECL)

- 2-desoxirribocitidintrifosfato marcado con *°P ( [a-**P]dCTP)

Biol01, Inc. Corporation (La Jolla, CA, EE.UU.)
- Kit Geneclean |1 de purificacién de ADN
Bio Rad Laboratories (Hercules, CA, EE. UU.)

- Solucién de acrilamida-bis-acrilamida a 30%;37,5:1 (2,6% C)
- Marcadores proteicos de ato y bajo peso molecular
- Colorante para ensayo de proteinas (Coomassie brilliant blue G-250)

Bio-Whittaker (Walkersville, MD, EE.UU.)

-.Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) sin L-Glutamina ni rojo de fenol

Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemania)

-Acido 4-morfolinopropanosulfénico (MOPS)
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Calbiochem (La Jolla, California, EE.UU.)
- Anticuerpo de congjo contralaiNOS de rata
Costar Corporation (Cambridge, MA, EE.UU.)

- Placas de cultivo de 24 pocillos y placas de 35 mm
- Pipetas estériles
- Raspadores de placas de cultivo

Fluka Chemie (Buckinghamshire, Reino Unido)

- Acido bérico

- Acetato potésico

- Alcohol isoamilico (3-metil-1-butanol)
- Azul detoluidina

- Borato sodico

- Dodecil sulfato sodico (SDS)
- Fenal

- Formadehido

- Glicerol

- loduro sodico

- |sopropanal

- Sephadex G200y G 10

- Tiocianato de guanidinio

- Trietilamina
ICN-Flow (Irvine, Reino Unido)

- Acido N-(2-hidroxietil)piperacina-N’ -2-etanosul fénico (HEPES)
Merck (Darmstadt, Alemania)

- Acido férmico

- Acetato amonico

- b-mercaptoetanol

- Citrato trisddico dihidratado

- Cloroformo
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- Cloruro delitio

- Cloruro de magnesio hexahidratado

- Cloruro sodico

- Cloruro potésico

- Dimetilsulfoxido (DM SO)

- Dihidrégeno fosfato de potasio

- Glidna

- Hidrégenofosfato de di-sodio hidratado
- TRIS-(hidroximetil)-aminoetano

- Triton X-100

Millipore S.AA. (Molsheim,Francia)

- Filtro estéril de 0.22 nm

Normon Laboratorios SA.(Madrid)
- Ampicilina
Nunc (Naperville, IL, EE.UU.)
- Tubos Falcon 50 ml
Oxoid
- Cddo Brucdla
Panreac Quimica S:A: (Barcelona)
- Acido acético
- Acido clorhidrico
- Etanol
- Eter dietilico

- Metanol
- Hidréxido sadico
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Pharmacia Biotech (Uppsala, Suecia)

- 2-deoxinucledtidos-5 -trifosfato (ANTP)
- Cebadores hexaméricos al azar

Promega (Madison, W1, EE.UU.)

- Enzimas de restriccion: BamHI

- Fragmento Klenow

- Buffer E (10X)

- Marcadores para electroforesis de ADN: ADN del fago lambda digerido con Hind 111

Pronadisa (Alcobendas,M adrid, Esparia)

- Agarosa para electroforesis de écidos nucleicos
- Extracto de levadura
- Triptona

Schleicher & Schvell (Dassel, Alemania)

- Membrana para “Northern blotting” de “Nytran”: NY 13N de 0,45 mm
- Membrana para “Western blotting” de nitrocelulosa: Protran de 0,45 nm

Sigma (St. Louis, MO, EE:UU:)

- Acetato sodico

- Acido etilendiamino tetraacético (EDTA)
- Acido etilenglicol-bis-(b-aminoetileter)-N,N,N,N-tetraacético (EGTA)
- Acido sulfanilico

- Albumina de suero bovino (BSA)

- Aprotinina

- Azul de bromofenal

- Bromuro de etidio (BrEt)

- Dietilpirocarbamato (DEPC)

- Ditiotreitol (DTT)

- Fenil metil sulfonil fluoruro(PM SF)

- Huoruro sodico
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- Formamida

- Gentamicina sulfato

- L-arginina

- L-glutamina

- Leupeptina

- Lipopdlisacarido de Escherichia coli O:26,B:6.
- N-(21-naftil)etilendiamina (NEDA)

- N-Lauroilsarcosina (Sarcosil)

- N, N, N’, N’- tetrametilendiamina (TEMED)
- N®-monometil-L-argininina

- Ortovanadato sodico

- Paranitrofenilfosfato (p-NPP)

- Persulfato de amonio

- Pirofosfato tetrasddico

- Tween 20

Watman International Ltd. (Maidstone, Reino Unido)
- Papd defiltro Whatman P81

WASSERMANN

- Estreptomicina
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3.2. MEDIOS, TAMPONESY SOLUCIONES

Tampon fosfato salino PBS 0,15 M

NaCl 84
KCl 029/l
Na,HPO, 7H,0O 11549/
KH,PO, 29

M edio de cultivo de los macr 6fagos

DMEM (con 4.5 g/l de glucosa, sn rojo fenal ni L-glutaming) suplementado con:

L-Glutamina
L-Arginina
Gentamicina
Penicilina
Estreptomicina

Colorante de bastfilos (azul de toluidina)(100 ml)

1.0 g de borato sédico
0.5 g de azul detoluidina
H,O destilada

M edio de cultivo de Luria-Bertani (L B)

Triptona 1%pH75
Extracto de levadura 05%
NaCl 1%

Tampon Tris-EDTA (TE)

Tris-HCl pH 7.4 25mM
EDTA 10 mM

2mM
05mM
50 ng/ml
50 U.I./ml
50 ng/ml
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Tampon para dectroforesisde ADN Tris-Borato-EDTA (TBE) 5 X

Tris 54 g/l
Acido borico 2759/l
EDTAO5M pH 8 20 mi/l

Solucion de mar caje

HEPES:TM:0L=25:25:7
- Hepes1 M pH 6.6
- TM: 250mM TrisHcl pH 8
25 mM MgCl,
50 mM b-mercaptoetanol

- OL: 50 U hexadmeros disueltos en 550 m de 1 mM trisCl pH 8/1mM EDTA pH 8

Solucion D para extraccion de ARN

Tiocianato de guanidinio 4M
Citrato sadico 25mM
Sarcos| 05%

Tampodn de carga para ARN

Formamida 50 %
MOPS 1X
Glicerol 8 %
Formadehido 2%

Tampon MOPS 10 X

MOPS 419 g/l
Acetato sodico anhidro 419/
EDTA 0.5 M pH8 10 mi/l

Solucién delavado para € “Northern Blot”

Tampon fosfato 40 mM
SDS 1%



Material y métodos

Solucion de prehibridacion para “Northern Blot”

Tampon fosfato
SDS
EDTA

05MpH7.2
7%
1mM

Tampon delisado celular para Western Blot

HEPES
NaCl
Glicerol
Triton-X 100
EDTA
EGTA
p-NPP
Aprotinina
Leupeptina
PM SF

Ortovanadato sodico

Pirof osfato tetrasodico

Fluoruro sddico

50mM pH 7.4
150 mM
10%

1%

1mM

1mM

3nM

10 ng/ml
10 ng/ml
1mM
200 mM
10 mM
100 mM

Tampdn de Laemli para cargar muestras de proteinas en geles de poliacrilamida

(100 ml)

Tris0.5M pH 6.8
Glicerol

SDS

DTT1M

Azul de Bromofenol

37.5ml
35 ml
69
2ml
6mg
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Mezcladeacrilamida al 8 % para Western Blot

H.O 23 ml
Tris1.5M pH 8.3 1.3 ml
Mezcla acrilamida 30% 1.3 ml
SDS 10 % 50m
APS 10 % 50 m
TEMED 3n

Tampon de eectroforesis de proteinas 10 X (1 1itro)

Glidna 144 g
Tris 309
SDS 109

Tampon detransferencia de proteinas (1 litro)

Glidna 149
Tris 39
SDS 10% 3ml
Metanol 200 ml

Tampodn Trissalino con Tween20 (TTBS) (1 litro)

Tris-HCl pH 7.6 2449
NaCl 849
Tween-20 0.5 ml
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3.3. METODOSEXPERIMENTALES

3.3.1. OBTENCION DE LOSLIPOPOLISACARIDOS

3.3.1.1. Obtencion delos S-LPSs deBrucella

Hemos llevado a cabo este estudio con los S-LPSs de Brucella abortus 544 y de
Brucella melitensis 16M.

La extraccion de S-LPS se rediz6 por d método de Westpha y Jann (méodo de
fenol caliente) modificado por Redfearn para Brucella®®® y hemos utilizado la fraccion
fendlica purificada segiin & método utilizado por Moreno et d. (2%

Obtencion de lafraccion fendlica

Se cultivaron 15 matraces con 20 litros en tota de cddo brucdla los cuaes s
inocularon con B. melitensis 16M o B. abortus 544 a partir de un cultivo en fase lisa
Los matraces se incubaron en un arcon incubador orbita (New Brunswick) a 37°C
durante 72 h 'y a 200 rpm. En € caso de B. abortus 544 se conect6 a incubador una
bombona con 10 % de CO; y 90 % de are dados los requerimientos de CO, que
presenta esta especie bacteriana Una vez crecidos y comprobada la pureza de los
cultivos se procedio a la muerte de las bacterias afadiendo fenol puro hasta que la
concentracion find en & matraz fuera del 0.5 %. Los matraces se incubaron durante 48
horas a 37°C con d fin de asegurar la muerte de todas | as bacterias.

Los cados crecidos y con las brucdas muertas fueron centrifugados a 6000 rpm para
recuperar los cuerpos bacterianos. Posteriormente se procedié d lavado de los mismos
en H,O dedtilada y a su resuspension en H,O a la proporcion aproximada de 5 g de
bacterias / 170 ml de HO. La suspension de brucelas se caent6é a 66°C a bafio mariay
se afadié un volumen igua de fenol precdentado a 66°C. La mezcla se agitd congtante
y vigorosamente con agitador de varilla durante 15 min a 66°C en € bafio maria Una
vez findizada la mezda fenol-bacterias fue enfriada rgpidamente por inmerson de
matraz en bafio de hido. La mezcla se centrifugd a 15000 rpm durante 20 min a 4C,
tras lo cud se extrgo la fase fendlica La fase fendlica fue filtrada a través de papd de
filtro Whatman n® 2 con d fin de diminar los restos cdulares, para lo cud utilizamos un
matraz de Kitasato conectado a vacio y con un embudo con soporte de cristal poroso

para sujetar € papd de filtro. Aplicamos una ligera preson negdiva para ayudar a la
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filtracion. De este modo pasa solo la fraccion fendlica quedando los restos de &cidos
nucleicosy cdulares en d papd defiltro.

Para la extraccion y purificacion de SLPS de B. mdlitensis 16M se precipito la fase
fendlica con 3 volimenes de metanol con 1 % de metanol saturado con acetato sbdico y
e dgo precipitar toda la noche a -20°C. El precipitado fue recuperado por
centrifugacion a 13000 rpm durante 20 min y poderiormente fue redisueto en agua
dedtilada dgjandose en agitacion toda la noche. EI SLPS se recuperd por centrifugacion
a partir del sobrenadante, quedando en & sedimento acidos nucleicos, restos de pared
celular etc.

Con € sobrenadante se procedid a una nueva precipitacion en metanol con 1 % de
metanol saturado con acetato sodico y una vez redisueto @ precipitado con € SLPSy
centrifugado para diminar los restos de impurezas, d S-LPS fue didizado frente a 50
vollmenes de agua dedtilada durante 3 dias y con 3 cambios de didizante. El S-LPS
resultante (S-LPS bruto) fue liofilizado.

Para la obtencion del SLPS de B. abortus 544 se procedio de la misma forma con la
diferencia que se utilizaron 4 volimenes de metanol con 1 % de metanol saturado con

acetato sodico en lugar de los 3 volimenes utilizados para B. melitensis.

Obtencion de la fraccion fendlica purificada

Para la purificacion de la fraccion fendlica se sguié d méodo utilizado por Moreno
et d.?%V. El SLPS bruto se disolvié a razon de 5 mg por ml de DMSO, agitandolo a
temperatura ambiente durante 20 min en agitador magnético. Posteriormente se afiadio,
agitando lentamente la solucion, un volumen igud de INa 4M y la mezcla s mantuvo
en ajitacion a temperatura ambiente durante 20 min. El S-LPS se obtuvo por
precipitacion con metanol a -20°C agitando durante 1 h. El precipitado con € SLPS se
recogié por centrifugacion a 15000 rpm durante 30 min y se redisolvio de nuevo en
DMSO, repitiendo € tratamiento completo 5 veces mas. Con € Ultimo precipitado se
procedio asu didissy liofilizacion.

El SLPS asi tratado fue disuelto en 25 ml de 0.05 Tris-CIH a pH 8.1 con 2M INay
5 % Tween, cromatografiado en Sephadex G 200, obteniéndose la fraccion purificada
de S-LPS en d volumen de excluson.
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B SLPS fue controlado mediante la inmunoelectroforesis en agarosa d 1.5 % en
tampdn verond a pH 8.6 frente a un antisuero anti-S-LPS obtenido por inoculacion en
congo de S-LPS de B. mdlitensis.

El andiss de estos lipopolisacéridos fue amablemente redlizado por @ profesor Dr. I.
Moriyon de la Universdad de Navarra obteniéndose € sguiente contenido en KDO:
LPS de E. coli: 1.6 %; SLPS de B. abortus 544 (fraccion fendlica purificada): 0.70 %;
S-LPS de B. melitensis (fraccion fendlica purificada): 0.79 %.

3.3.1.2. Obtencion deloslipidos A y polisacéridos O
Los lipidos A de B. abortus, B. melitensisy E. coli y € palisacérido O de B. abortus

s obtuvieron por hidrdliss &cida de los LPS obtenidos segin s ha descrito
anteriormente siguiendo & método utilizado por Moreno et d.(%%2),

Para la hidrdlisis de los SLPSs, éstos se disolvieron en &cido acético d 2 % (50 mg
del S'LPSen5ml deé&cido acético) y seincubaron a bafio maria en ebullicion.

El LPS de E. coli se mantuvo durante 1 h en ebullicion, mientras que los SLPSs de
Brucella fueron mantenidos en ebullicion durante 5 h.

Una vez findizada la ebullicion, las muestras fueron centrifugadas a 9000 x g
durante 30 min. El polisacarido O junto con restos de cadena O se obtuvo lidfilizando €
sobrenadante.

El precipitado, con contenido mayoritario de lipido A, fue lavado 6 veces en agua
bidegtilada. Por dltimo € lipido A fue resuspendido en 5 ml de agua bidegtilada y
solubilizado afiediendo 10 m de trigtilamina Los resos insolubles fueron diminados
por centrifugacién a 9000 x g durante 30 min.

La trigtilamina sobrante fue diminada de la solucion de lipido A por filtracion en
Sephadex G10 embebido en agua bidestilada. La solucidn de lipido A fue liofilizada

3.3.1.3. Otroslipopolisacaridos utilizados
- El LPS de Escherichia coli O:26,B:6 se obtuvo comercialmente.

- Los lipopolisacaridos de Escherichia hermannii, Yersinia enterocolitica O:9,
Pseudomonas (Xanthomonas) maltophilia 555 y Ochrobactrum anthropi LMG 3331

fueron generosamente cedidos por € Dr. 1. Moriyon.
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3.3.2. OBTENCION DE MACROFAGOS PERITONEALES DE
RATA

Justo antes de la extraccion se preparé para cada rata una jeringa de 50.0 ml con
PBSHEDTA(2mM) edtéril, manteniéndolas en hido. Tras anestesar las ratas con éter
dietilico se mataron por didocacion cervica, y en condiciones asépticas e retird la pie
del abdomen, inyectandose en la cavidad peritoned @ contenido de la jeringa. Tras
ligero masge, se recogieron las cdulas peritonedes extrayendo con la jeringa la
méxima cantidad posible de solucion. Después de centrifugar a 4°C durante 10 min a
400 x g, las clulas se resuspendieron en € volumen adecuado de DMEM. El volumen
de DMEM a afiadir se determin0 tras @ recuento celular en microscopio Gptico con una
camara Mdassez utilizando azul de toluidina, para asi gudtar la concentracion de
céulas. Para la obtencién de las monocapas de macréfagos adherentes, se distribuyeron
en placas de cultivo y se dgjaron adherir durante 2 h a 37°C en una atmésfera de 10 %
de CO,. Transcurrido ese tiempo, las placas se lavaron dos veces con PBS a 37°C para

eliminar las células no adherentes'y se afladid medio fresco completo.

3.3.3. MEDIDA DE LA PRODUCCION DE NO

Paa determinar € NO liberado por los macrdfagos peritonedes s midio la
acumulacion de nitritos segin @ méodo de Griess?®®. Se utilizaron placas de 24
pocillos con 15x10° cdulasml de medio de cultivo de macréfagos Findizado €
tiempo de edimulacion de las cdulas con los digintos lipopolisac&ridos o lipidos A, se
ahadio é&cido sulfanilico ImM y HCl 100mM  (concentraciones finades). Después de una
incubacion de 5 min a temperatura ambiente, se aladio N-1-ndftiletilendiamina para
tener una concentrecion find 1mM. Se dgaon transcurrir 15 min para que se
completara la reaccién con la formacién de un cromdforo, y a continuacion, se midié
por colorimetria la concentracion de nitritos en los sobrenadantes a una longitud de
onda de 548 nm comparando con una recta patron preparada con concentraciones
conocidas de NaNO,. La produccién de NO se expresd en nanomoles de NO,/mg
proteina. La cantidad de proteina se determind por € método de Bradford®®® utilizando
d reactivo Bio-Rad Protein Assay. Cada prueba se rediz6 un minimo de 5 veces y
todos los ensayos se redlizaron por duplicado.
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3.3.4. EXTRACCION DE ARN TOTAL

La extraccion de ARN totd de las cdulas se rediz6 sSguiendo € méodo puesto a

punto por Chomczynski y Sacchi(®®

. Este méodo permite lisar las cdulas con gran
rgpidez en presencia de agentes desnaturalizantes muy potentes que inhiben las
ARNasss, evitando asi |a degradacion del ARN.

A cada placa de 35 mm, a la que se habian adherido aproximadamente 10 cdulas, e
ahadieron 0,5 ml de solucién D, 20 ml de b-mercaptoetanol 1M, 50 m de acetato sbdico
3M pH 45y 05 ml de fenol &cido. El lisado cdular se trandfirid a un tubo Eppendorf d
que seguidamente se le afiadieron 100 m de cloroformo/acohol isoamilico (24:1). Tras
agitacion vigorosa en € vortex durante 15 segundos, los tubos se incubaron 15 min en
hido. A continuacion, se centrifugaron durante 15 min a 12000 g, 4°C y se tomoé la fase
superior, que se transfirio a otro tubo Eppendorf. Tras afiadir 1 volumen de isopropanol
se guardaron los tubos a -20°C durante 2 h, para que é ARN precipitase. Transcurrido
exe tiempo, los tubos se centrifugaron durante 15 min a 15000 g, 4°C, se desech¢ €
sobrenadante y se lavd d precipitado con 1 ml de etanol d 70 %. Se centrifugd de
nuevo, brevemente, a la misma veocidad y temperatura y se volvié a diminar €
sobrenadante. El precipitado se dg6 secar un momento a temperatura ambiente y se
disolvié en H,O tratada con DEPC (0.1%)(?%°.

La cantidad de ARN presente en cada muestra se determinG por espectrofotometria
midiendo las absorbancias a 260 y 280 nm, longitudes a las que presentan la méxima
absorbancia los &cidos nucleicos y las proteinas, respectivamente. El cociente Avso/Az2s0
indica la pureza dd ARN. Se consgdera que las muestras son adecuadas cuando los
valores de ese cociente estan comprendidos entre 1,8y 2.

La concentracion de ARN en mg/ml se calcul6 mediante la siguiente formula:

[ARN]mgmi=A260 X factor de dilucion x 40 (factor de absorbancia del ARN)

3.3.5. OBTENCION Y MARCAJE DE LAS SONDAS

3.3.5.1. Obtencién delas sondas
La sonda de DNA especifica para iNOS fue obtenida a partir cdulas de E. coli

DH5a, transformadas con & plasmido pBS(BlueScript)-NOS-695, que contiene una
secuencia especifica para la iINOS de macréfagos e raton de 695 pares de bases (pb),
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células generosamente cedidas por € Dr. Lisardo Bosca. Se extrgo € DNA plasmidico
267

por liss dcaina®” seguida de distintas extracciones y purificaciones. Se inoculé 1 ml
de cultivo fresco en 100 ml de medio LB con 50 nmgy/ml de ampicilina. Tras incubacion
toda la noche a 37°C en agitacion, se centrifugd 15 min a 3000 r.p.m., 4°C
resuspendiendo las bacteriass en 5 ml de TE. Las dguientes centrifugaciones se
redizaron en las mismas condiciones sdvo que s indique lo contrario. A continuacion
se afladieron 10 ml de SDS 1 %/ NaOH 0.2N recién preparado, agitando suavemente y
se ncub6 en hido durante 20 min. Tras esto se afladieron 7.5 ml de acetato potésico
3M/ &ido férmico 1.8M, incubandose nuevamente en hido 10 min. De edta forma se
provocO € ciere covaente de ADN plasmidico, precipitando la mayoria del ADN
cromosomico y proteinas, asi como € SDS. Se centrifugs, y a sobrenadante se
ahiadieron 10 ml de isopropanol. Después de centrifugar, @ precipitado se disolvié en 2
ml de H,O d que se afiadieron 2 ml de CILi 5M, incubandose 30 min en hido. Se
volvié a centrifugar 5 min, y a sobrenadante, se afladieron 9 ml de etanal, y tras 10 min
en hido se centrifugd 10 min. El precipitado se disolvid en 350 ml de TE 'y se pasd a un
tubo Eppendorf. Se extrgjo dos veces con 350 m de la mezcla fenol (basico)/cloroformo
mediante agitacion, incubacion 10 min en hido y centrifugacion 10 min a 12500 rpm,
4°C. Se extrgo la fase superior acuosa, para findmente afiadir 1/2 volumen de acetato
ambnico 7.5M y 2 volumenes de etanol. Después de mezclarlos y centrifugarlos a
15000 rpm, £C, durante 5 min € precipitado se lavd con 1 ml de etanol 70 %. Tras una
nueva centrifugacion a la misma velocidad y temperatura se volvio a desechar €
sobrenadante. El precipitado se dg6é secar un momento a temperatura ambiente y se
disolvio en 50 m de TE. Con1 n se rediz0 una dectroforesis en gd de agarosad 1 %
en TBE 05 X, utilizando como marcador € ADN dd fago Lambda digerido con
Hindlll, comprobandose que habiamos extraido e ADN plasmidico (3590 pb). Para
giminar restos de ARN se tratd con ARNasa (37°C, 16 h), volviendo a proceder de
igud modo que desde la extraccion con fenol-cloroformo. Con una nueva dectroforesis
se comprobo que teniamos & ADN plasmidico purificado.

Para la reaccion de digestion se puseron los 50 m de TE conteniendo € ADN
plasmidico con 10 m de la enzima de redriccion BamHI, 10 m buffer E (10X) y 30 ni
de HO estéril, incubandose a 37°C toda la noche. Con un nuevo gel comprobamos que
se han formado dos fragmentos uno de 2895 pb y otro de 695 pb (sondaiNOS).
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En un gd de agaosa a 1 % en TBE 05 X + 1 nl de BrEt s llevé a cabo la

electroforesis de los 50 m donde esta @ plasmido digerido y se procedid a la extraccion
y purificacion del fragmento de 695 pb (sonda) por € méodo GENECLEAN 1.

La sonda de b-actina utilizada es un fragmento EcoRI/Hindlll de 644 pb aidado dd
vector VC18 generosamente proporcionado por € Dr. M. Sanchez Crespo.

3.3.5.2. Marcajedelas sondas
Se redliz6 por @ método de random priming!?®®. Asi 50 ng de sonda en un volumen

de 12 mi s hirvieron durante 10 min. Se colocd en hido y se afiadieron 18 ni de
solucion de marcgie, 2 M de BSA (16mg/ml), 3 m de la mezcla dNTP 100miM, 1 ni de
la enzima Klenow (0.5-1 U) y 5 m de [a-*P]dCTP. Se dej6 toda la noche a temperatura
ambiente, tras lo cud se afladieron 2 m de EDTA 0.5 M pH 8, 4 m ARNt (20mg/ml),
22 m de NHsAc 75M y 150 m de etanol. Tras 5 min a temperatura ambiente se
centrifugd durante 5 min, lavandose @ precipitado con 150 mi de etanol 70 %; se dgé
secar € precipitado y se disolvio en 100 m de TE, comprobando en un contador beta
que se habia producido  marcgie. Se desnaturaizé la sonda con NaOH 0.4 M, 10 min,

mezclandose a continuacion con 15 ml de tampdn de prehibridacion.

3.3.6. Northern Blot

Se tomaron 10 ng de ARN extraido y se desnaturaizaron en @ tampon de carga
durante 10 min a 65°C. A continuacion, € ARN se separé mediante electroforesis en un
gel compuesto por agarosa a 0,9 %, formaldehido a 2 % y MOPS 1X(%%® y s trandfiri6
por capilaridad a una membrana de nilon Nytran. La membrana se prehibridé con la
solucion de prehibridacion durante 1 h a 65°C y seguidamente se hibridd durante toda la
noche?®® con la sonda de iINOS marcada. A continuacion, la membrana se lavé 3 veces
con la solucion de lavado, una vez a temperatura ambiente durante 5 min y dos veces a
65°C durante 10 min. Findmente, la membrana se expuso con una pdicula de rayos X,
a -70°C, para obtener una autoradiografia. La membrana también se hibriddé con una
sonda de b-actina para demostrar la integridad dd ARN, la equivdencia de carga en
todas las cales y la especificidad de lainduccion.

74



Material y métodos

3.3.7. Inmunodeteccion (Western Blot)

Se utilizaron también placas de 35 mm con aproximadamente 10” cdulas adheridas.
Tras la edtimulacion, se quitdé € medio y se lavaron dos veces con PBS frio, lisdndose
con 100 m de tampon de liss de Western Blot. Se pasO € lisado cdular a un tubo
Eppendorf que se incubd en hido un minimo de 30 min tras los cudes se centrifugd a
10000 x g durante 10 min, 4°C. Se descartd d precipitado, determindndose la cantidad
de proteina de cada muestra por e método de Bradford®@%?. Las muestras se mezclaron
con tampon de Laemmli (IX find) y DTT (20 mM find), hirviendose 5 min y
centrifugandose otros 5 min a 10000 x g. A continuacion se redizé una eectroforesis en
gel de SDS-8 % poliacrilamida, cargandose igua cantidad de proteina (40 ng) en cada
pocillo, ademas de marcadores de peso molecular que nos ayudaron a stuar en d gd la
iINOS (130 kD).

Tras findizar la dectroforesis, se efectud la transferencia de las proteinas dd gd a
una membrana de nitrocdulosa. La trandferencia se rediz6 en tampon de transferencia
utilizando d maddulo de tranderencia de Bio-Rad. Las membranas transferidas se
bloguearon con BSA d 5 % en TTBS (p/v) durante 2 h y a continuacion se hicieron dos
lavados de 15 min con TTBS. Se incubd la membrana con @ anticuerpo primario
(anticuerpo de congjo contra la INOS de rata) diluido adecuadamente(1/2000) en TTBS
con BSA a 5 % (p/v) durante toda la noche a £C. Seguidamente, se hicieron 4 lavados
de 15 min con TTBS y la membrana se incub6 con d anticuerpo secundario (anticuerpo
de burro anti-lgG de congo conjugado con peroxidasa de rabano) diluido
adecuadamente (1/1000) en TTBS durante 1 h a temperatura ambiente. Findizada esta
incubacion, la membrana se lavd durante otros cuatro periodos de 15 min con TTBS. La
deteccion de las proteinas se redizd con d ssgema de aumento de quimioluminiscencia
de Amersham (kit ECL).

3.3.8. Andlisisde los datos

El test de Student se utiliz6 para la comparacion de medias. El andiss de la varianza
(ANOVA) seguido dd test de Bonferroni s2 empled cuando se redizaron mditiples
comparaciones. Se considerd significacion estadistica un valor de p<0.05.
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Resultados

4.1. INDUCCION DE LA PRODUCCION DE NO POR LOS

LPSs DE Escherichia coli, Brucella abortus y Brucela
melitensis

La capacidad para inducir la produccion de Oxido nitrico por los diferentes
lipopolisacaridos se determind en macrofagos peritonedes de rata, cdulas seleccionadas
porque en dlas se expresa en dto grado la isoforma inducible de la éxido nitrico Sintasa
(iNOS)?79),

Los lipopolisacéridos de E. coli, B. abortusy B. melitensis inducen la produccion de
oxido nitrico en las clulas adherentes peritonedes, medida como acumulacion de
nitrito y expresada como nanomoles/miligramo de proteina Los resultados obtenidos
tras 24 horas de incubacion de los macréfagos peritonedes con los digtintos
lipopolisacaridos a las diferentes concentraciones Uutilizadas quedan reflgados en la
tabla4.1.

Tabla 4.1. Produccion de NO por las células adherentes peritoneales
estimuladas 24 h con los LPSs de E. coli, B. abortusy B. melitensis a
diferentes concentraciones. Los resultados se expresan como nmoles/mg
proteina. Cada valor representala media+ SEM (error estandar de la media) de
5 experimentos realizados cada uno por duplicado.

LPS Escherichia Brucella Brucdla
(mg/ml) coli abortus melitensis
Blanco 540+ 39 540+ 3.9 540+ 39

0.001 502+1.9 60.1+ 3.7 537+19
0.01 756+ 2.3 578+ 3.2 602+ 2.2
0.1 R6+47 61.1+4.3 734+ 3.9
1 108.7+ 2.7 919+4.2 1003+ 4.4
10 1140+ 4.6 1106+ 2.4 1026 +5.2

4.1.1. Curvas dosis-respuesta

La produccion de oxido nitrico inducida por los lipopolisacaidos de E. cali,
B. abortusy B. melitensis es dosis dependiente.



Resultados

4.1.1.1. LPS de Escherichia coli

El LPS de Escherichia coli induce una produccion de NO que es dosis dependiente,
como apreciamos en lafigura 4.1. Aunque la produccion de oxido nitrico por e LPS de
E. coli esta suficientemente descrita®’? nosotros lo hemos utilizado como control de
nuestro sistema celular y para establecer comparaciones con los S-LPS de Brucella. Asi
en los macrofagos peritoneales de rata vemos como la incubacion durante 24 h con
diferentes concentraciones del LPS de E. coli induce un nivel de produccién de NO
superior alas células blanco (sin LPS), aumentando la cantidad de NO producido desde
la concentracion de 0.001 pg/ml hasta la concentracion de 1 pg/ml. A partir de 1 pg/ml

se alcanza el nivel maximo de produccion de NO.
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Figura4.1l. CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL LPSDE Escherichia coli

4.1.1.2. SLPSdeBrucella abortus

En e caso de la estimulacion durante 24 h con € S-LPS de B. abortus 544, es capaz
de inducir la produccién de NO, si bien no se aprecian diferencias con el nivel de NO
producido por las células blanco (sin S-LPS) hasta la concentracion de 0.1 pg/mi
(inclusive). A partir de esta concentracion se produce un incremento en la produccion

de NO que es maxima ala concentracion de 10 pug/ml (figura4.2.).
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Figura4.2. CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL S-LPSDE Brucella abortus

4.1.1.3. SLPSdeBrucela melitensis

El SLPS de B. melitensis 16M también induce una produccion de NO dosis
dependiente tras 24 h de estimulacion (figura 4.3.), existiendo un aumento en el nivel de
NO inducido desde la concentracion de 0.01 pg/ml hastala concentracion de 1 pg/ml. A

partir de 1 ug/ml de LPS no existe un aumento en la produccion de NO.
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Figura4.3. CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL S-LPSDE Brucella melitensis
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4.1.1.4. Comparacion del nivel de NO inducido por los LPSsdeE. coli, B. abortusy
B. melitensis

En la figura 4.4. representamos e nivel de NO inducido por los macréfagos
incubados 24 h con las distintas concentraciones de estos tres lipopolisacaridos. Los
S-LPSs de Brucella abortus y Brucella melitensis son inductores menos potentes de la
produccion de NO a dosis bajas, y asi ala concentracion de 0.01 pg/ml no producen NO
aun nivel significativo con respecto a blanco, mientras que el LPS de Escherichia coli
si presenta a dicha concentracion un nivel significativamente superior. Para alcanzar
niveles de NO similares a los inducidos por € LPS de E. coli a la concentracion de
0.1 pg/ml necesitamos 10 veces més concentracion (1 pg/ml) de los lipopolisacéridos
de Brucella. Sin embargo, a la concentracion méxima utilizada (10 pg/ml) los tres LPSs

inducen un nivel ssimilar de NO.
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Figura 4.4. INDUCCION DE NO POR LOSLPSsDE E. coli, B. abortusy B. melitensis

Comparando los niveles de NO producidos por los macréfagos peritoneales tras la
exposicion 24 h a estos tres lipopolisacaridos, observamos que a la dosis de 0.01 pg/ml
el nivel de NO inducido por el LPS de E. coli es significativamente superior a inducido
por e S-LPS de B. abortus (p<0.01) y a inducido por e S-LPS de B. melitensis
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(p<0.05). A la concentracion de 0.1 my/ml  LPS de E. coli también se muestra como
un inductor mas potente, con un nivd de NO dggnificativamente superior d inducido
por e SLPSde B. abortus (p<0.001) y a inducido por d S-LPS de B. melitensis
(p<0.01). Asi mismo a la concentracion de 1 ngml exisgen diferencias sgnificatives
(p<0.05) entre d S-LPS de B. abortus y & LPS de E. coli. No exigten diferencias
dgnificativas (p>0.05) a ninguna concentracion, entre los lipopolisacaidos  de
B. abortusy B. melitensis.

4.1.2. Cinética de induccién de la produccion del NO por los LPSs de
E. coli, B. abortusy B. melitensis

Para llevar a cabo este experimento, las céulas adherentes peritonedles se incubaron
con los digtintos lipopolisacaidos a una concentracion fija de 1 nmg/ml a la que los tres
presentaban un nivel de induccion de la produccién de NO sgnificativamente superior
a producido por las cdulas blanco. A los tiempos indicados se midi6  NO como
nitrito con d reactivo de Griess expresando como sempre € resultado como nanomoles
de nitrito/mg de proteina Los resultados aparecen recogidos en la tabla 4.2. y
representan la media £ SEM de 3 experimentos, redizados cada uno de dlos por
duplicado.

Tabla4.2. Cinéticasdeinduccion de NO por losLPSsdeE. cali, B. abortus
y B. melitensis.

Tiempo blanco Escherichia Brucella Brucdla

(horas) coli abortus melitensis
0 40+ 14 40+14 40+14 40+14
2 80+22 83+0.1 80+05 89+04
4 08+18 115+04 10.1+ 0.6 9.7+0.7
8 217+41 319+16 256+1.3 209+ 26
20 498+ 3.6 100.0+5.2 81.6+4.0 86.1+4.0
24 563+ 3.7 1200+5.2 96.4+ 3.0 1114+5.3
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Figura4.5. CINETICA DE INDUCCION DE NO DE LOSLPSsDE E. coli, B. abortus
y B. melitensis

Como se observa claramente en la figura 4.5. la induccion de la produccion de NO
por los tres lipopolisacaridos sigue un patron temporal, de manera que los macréfagos
peritoneales empiezan a producir NO como respuesta a los mismos a partir de las 8
horas de exposicion, aumentando de manera lineal con e tiempo hasta las 24 horas. La
cinética que presentan los tres lipopolisacéridos es muy similar y las diferencias en el
nivel de NO producido estan de acuerdo con lo observado en los experimentos de dosis-
respuesta parala concentracion de 1 ug/ml (ver tabla4.1).

Para completar este estudio cinético, se determind en otros experimentos la cantidad
de NO producida por estos tres LPSs a las 24, 48 y 72 horas utilizando también la
concentracion de 1 pg/ml. Los resultados que aparecen recogidos en la tabla 4.3.
representan la media + SEM de 3 experimentos, realizados cada uno de ellos por
duplicado, expresando €l nivel de NO producido a cada tiempo como porcentgje sobre

el blanco.
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Tabla 4.3. Produccién de NO a las 24, 48 y 72 horas de exposicion a los
LPSsdeE. cali, B. abortusy B. melitensis expresado como por centaje sobre

el blanco.
Tiempo Escherichia Brucella Brucella
(horas) coli abortus melitensis
24 2237+ 33 179.6 £ 17.3 2109+23
48 216.6 + 104 205.3+6.9 239.0+18.2
72 216.5+19.8 2265+ 3.9 2241+ 132

Estos valores aparecen representados en la figura 4.6., no existiendo diferencias
significativas (p>0.05) en e nivel de NO inducido por los distintos LPSs entre las 24 y
72 horas.
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Figura 4.6. Produccion de NO por losLPSsdeE. coli, B. abortusy B. melitensis

expresado como porcentaje sobre el blanco a las 24 (barras vacias), 48 (barras
rayadas) y 72 (barras cuadriculadas) horas.
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4.2. INDUCCION DE LA PRODUCCION DE NO POR LOS
LIPIDOS A DE Escherichia coli, Brucella abortusy Brucella

melitensis

Los lipidos A de E. coli, B. abortusy B. melitensis inducen la produccion de 6xido
nitrico en las cdulas adherentes peritonedles, medida como acumulacion de nitritos y
expresada como nanomoles/miligramo de proteina Los resultados tras 24 h de

edimulacion con los digintos lipidos A a las diferentes concentraciones utilizadas
quedan reflgados en latabla4.4.

Tabla 4.4. Produccion de NO por las células adherentes peritoneales
estimuladas 24 h con los lipidos A de E. coli, B. abortusy B. melitensisa
diferentes concentraciones. Los resultados se expresan como lamediat SEM
de 4 experimentos realizados cada uno por duplicado.

LipA Escherichia Brucella Brucella
(mg/ml) coli abortus melitensis
Blanco 572+33 572+33 572+33

0.001 766+ 1.7 542+44 626+ 7.8

0.01 1142+5.8 599+37 56.9+89

0.1 1350+ 3.9 83.0+6.9 80.7+8.1
1 1349.£28 1224+ 7.0 118.6 + 8.6
10 1284+ 3.4 1324+7.1 1285+ 8.8

Al igud que hicimos con los lipopolisacaidos describiremos cada  uno
individuamente y luego haremos la comparacion entre los tres.

4.2.1. Lipido A deE. cali

En la figura 4.7. vemos los niveles de NO inducidos por las digtintas concentraciones
de lipido A de E. coli tras 24 h de estimulacién. Como se aprecia es un potente inductor
de NO determinando su produccién desde concentraciones muy bgas (0.001 ng/ml) y
dcanzando d méaximo de induccion a dosis también bgas (0.1 ng/ml). A patir de esta

concentracion no se produce un aumento en la produccién de NO d aumentar la dosis
delipido A.
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Figura4.7. CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL lipA DE Escherichia coli

4.2.2. Lipido A deB. abortus

A diferencia del lipido A de E. coli, € lipido A de B. abortus induce, tras 24 h de
incubacion, la produccion de NO a niveles superiores a las células blanco a partir de la
concentracion de 0.01 pg/ml incrementéndose hasta la concentracion de 1 ug/ml a la

que acanza un nivel méximo de induccién similar a inducido por 10 pg/ml (fig.4.8).
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Figura4.8. CURVA DOSIS RESPUESTA DEL lipA DE Brucella abortus
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4.2.3. Lipido A deB. melitensis

La curva de induccion de NO del lipido A de B. melitensis alas 24 h de estimulacion
es muy similar a la de B. abortus, con la produccion de NO a niveles superiores a
blanco desde la concentracion de 0.01 pg/ml e incrementéndose hasta alcanzar un nivel

maximo de induccion también a 1 pg/ml, no aumentando significativamente a la dosis

de 10 pg/ml (fig.4.9).
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Figura4.9. CURVA DOSIS-RESPUESTA DEL lipA DE Brucella melitensis

4.2.4. Comparacion del nivel de NO inducido por los LipAsdeE. cali,
B. abortusy B. melitensis

En la figura 4.10. representamos €l nivel de NO inducido por estos tres lipidos A.
Comparando los niveles de NO producidos por los macréfagos peritoneales tras la
exposicion 24 h aestos tres lipidos A, observamos que a dosis de 0.01 pg/ml la cantidad
de NO inducida por €l lipido A de E. coli es significativamente superior a la inducida
por los lipidos A de B. abortus y B. melitensis (p<0.001). De la misma forma a la
concentracion de 0.1 pg/ml la cantidad de NO inducida por €l lipido A de E. coli es
significativamente superior alainducida por los lipidos A de B. abortus y B. melitensis
(p<0.001). No existen diferencias significativas a ninguna concentracion entre los

lipidos A de B. abortusy B. melitensis.
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El lipido A de E. coli se muestra como un inductor mas potente que su LPS, con
diferencias significativas a las concentraciones de 0.01 y 0.1 pg/ml (p<0.001) y a la
concentracion de 1 pg/ml (p<0.01).

No existen diferencias en el nivel de NO inducido por € lipido A y & S-LPS de

B. melitensis a ninguna concentracion (p>0.05).
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Figura 4.10. INDUCCION DE NO POR LOS|IipAs DE E. coli, B. abortusy B. melitensis

4.2.5. Comparacion del nivel de NO inducido por el S-LPS, lipido Ay
polisacarido O de B. abortus

En otros experimentos realizados del mismo modo que todos los anteriores se
determino el nivel de NO inducido tras estimulacion 24 h con distintas concentraciones
del polisacarido O de B. abortus. Para compararlo con € SLPS y € lipido A,
expresaremos los valores obtenidos para € polisacarido O como porcentgje sobre el
blanco, representando la media + S.E.M de 3 experimentos realizados en duplicado. En

latabla 4.5. quedan recogidos | os resultados, y representados en lafigura4.11.
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Como vemos € polisacarido O de B. abortus solo induce niveles de NO superiores a

los de las células blanco a partir de la concentracion de 1 pg/ml, produciendo a la

concentracion méaximade 10 pg/ml un valor solo del 147.8 % sobre el blanco.

Tabla 4.5. Produccién de NO por € S-LPS, lipido A y polisacéarido O de

B. abortus (% sobre €l blanco)

pa/ml

SLPS

Lipido A

Polisacarido O

0.001

111.3+6.8

948+ 7.7

113.0+6.4

0.01

107.1+6.0

104.7+£ 6.5

1159+ 79

0.1

1131 +8.0

1451+ 120

1144+9.9

1

1701 +7.7

2140+ 122

123.2+6.4

10

2049+ 44

2314+124

147.8+5.8
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Figura4.11. INDUCCION DE NO POR EL S-LPS, LipA y POLISACARIDO O DE
Brucella abortus (% sobre el blanco)

88



Resultados

A partir de la concentracion de 1 ng/ml la cantidad de NO inducida por d lipido A es
uperior a la inducida por € lipopolisscarido 9 bien las diferencias sdlo son
sgnificativas (p<0.01) ala concentracion de 1 ng/ml delipido A y LPS.

Al comparar € LPS con € polisacarido O se observan diferencias sgnificativas a la
concentracion de 1 ng/ml. (p<0.01) y aladosis de 10 ng/ml (p<0.001).

4.3. INHIBICION DE LA PRODUCCION DE NO CON
L-NMA

Para confirmar que la produccion de nitrito se producia por la via de la L-argining,
redizamos los siguientes experimentos en los cudes se afladia d medio de cultivo,
ademés de los lipopolisacaridos o lipidos A, L-N®monometil-L-arginina (L-NMA), un
inhibidor especifico delaiNOS.

4.3.1. Inhibicion de la produccion de NO inducida por los LPSs

Los macréfagos peritoneales fueron incubados con 1 ng/ml de los LPSs de E. cali,
B. abortusy B. melitensis, solos y en presencia dd inhibidor (L-NMA 0.5 mM). Tras 24
horas de incubacion se determindG & NO como nitrito expresindose como
nanomolesmg de proteina. En la tabla 4.6. gparecen recogidos los resultados, siendo
cadavdor lamedia+ SE.M. de tres experimentos redizados en duplicado.

Como se observa claramente en la figura 4.12. la adicion dd inhibidor bloguea
completamente la produccion de NO inducida por los LPSs, exigiendo diferencias

sgnificativas (p<0.005) para los tres LPSs entre @ nivd de NO inducido con y sn
L-NMA.

Tabla 4.6. Efecto de L-NM A sobrelaproduccion de NO inducida por losLPSde
E. cali, B. abortus y B. melitensis.

TRATAMIENTO E. coli B. abortus | B. mdlitensis
Blanco 524+ 6.7 524+ 6.7 524+ 6.7
LPSs(1 ng/ml) 101.8+ 3.5 878+1.1 98.1+4.7

LPSS(1 ng/ml) + L-NMA(O5mM) | 433£50 | 306+03 | 50.7%6.8
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Figura 4.12. Inhibicion con L-NMA de la produccion de NO por los LPSs de
E. coli, B. abortus y B. melitensis. Las barras abiertas representan las células sin
tratamiento, las barras rayadas las células tratadas con 1 pg/ml de LPS y las
cuadriculadas las células incubadas con LPS mas L-NMA (0.5 mM).

4.3.2. Inhibicion dela produccion de NO inducida por loslipidos A.

Al igua que en los experimentos anteriores, los macréfagos peritoneales fueron
incubados con 1 pg/ml de los lipidos A de E. coli, B. abortus y B. melitensis, solos y
con €l inhibidor (L-NMA 0.5 mM). Tras 24 horas de incubacién se determiné el NO
como nitrito expresdndose como nanomoles/mg de proteina. En la tabla 4.7. aparecen
recogidos los resultados, siendo cada valor la media + S.E.M. de tres experimentos
realizados por duplicado.

Al igua que se observa con los LPSs, la adicion del inhibidor bloquea
completamente la produccion de NO inducida por los distintos lipidos A (figura 4.13.),
existiendo diferencias significativas (p<0.005) para los tres lipidos A entre €l nivel de
NO inducido cony sin L-NMA.
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Tabla 4.7. Efecto de L-NMA sobrela produccion de NO inducida por loslipAs
deE. coli, B. abortusy B. melitensis.

TRATAMIENTO

E. coli

B. abortus

B. melitensis

Blanco

66.7 + 8.4

66.7 + 8.4

66.7 + 8.4

LipA (1 pg/ml)

111.8+11

116.7+ 2.2

118.2+ 6.6

LipA(1 pg/ml) + L-NMA(0.5 mM)

61.8+9.2

56.4+7.3

534+ 10.0
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Figura 4.13. Inhibicién con L-NMA de la producciéon de NO inducida por los
lipAs de E. coli, B. abortus, B. melitensis. Las barras abiertas representan las
células sin tratamiento, las barras rayadas las células tratadas con 1 ug/ml de lipA 'y
las cuadriculadas las células incubadas con [ipA méas L-NMA (0.5 mM).
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4.4. INDUCCION DE LA EXPRESION DEL ARNm DE
INOS

Los experimentos anteriores sugerian que la enzima implicada en la produccion de
NO por los macréfagos peritoneales tras la incubacion con |os lipopolisacaridos era la
isoformainducible de la sintasa de NO. Sin embargo, una comprobacién concluyente de
este hecho requeria demostrar la presencia del ARN mensgjero de la iINOS y asi

realizamos una serie de experimentos utilizando la técnica de Northern blot.
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4.4.1. Induccion del ARNm de la iNOS por los lipopolisacaridos de
E. coli, B. abortusy B. melitensis

Para llevar a cabo este experimento los macréfagos peritonedles fueron incubados
durante 24 horas con 1 ng/ml de los lipopolisacaridos, dosis qie como hemos visto en
us curvas doss respuesta, inducia la produccion de NO a niveles sSgnificativamente
superiores a los producidos por las cdulas blanco. Tras la incubacion se extrgo € ARN
y <e rediz6 € Northern blot como se indica en materid y méodos. En la figura 4.14.
podemaos observar como los tres lipopolisacaridos inducen la expresén dd ARNm de la
INOS a un nivel superior d inducido por las cdulas sSn ningln tratamiento. La menor
induccion que se observa en d S-LPS de B. abortus estéa en concordancia con la
cantidad de NO inducida por este lipopolisacarido a la concentracion de 1 ng/ml (91.9
nmolesmg proteind) que es menor a los otros dos (108.7 para E. coli y 100.3 para
B. melitensis)(ver tabla4.1y fig.4.4.)

LPS(lmyml) — ECO BA BM
Nos | s M-

b-actina

Figura 4.14. Induccion del ARNm de la iNOS por los
lipopolisacaridos de E. coli, B. abortus y B. melitensis. Se
extrgo e ARN de macrdéfagos no tratados ( - ) y tratados con
1 ng/ml de LPS de E. coli (ECO), SLPS de B. abortus (BA) y
B. melitensis (BM) y se hibrid6 con sondas especificasdeiNOS y
de b-actina

4.4.2. Patron temporal delainduccion del ARNm delaiNOS

Como ya vimos en las curvas cinéticas, la produccién de NO por los LPSs de E. cali,
B. abortus y B. melitensis empieza a presentar niveles superiores a los de las células
blanco a partir de las 8 horas de incubacion con 1 nmg/ml de los mismos (ver tebla 4.2 y

figura 45.). Esto sugeria que paticipaba la isoenzima inducible de la NOS, que
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requeriria un tiempo para la expreséon de su ARNm, asi como para su sintesis. En los
sguientes experimentos vamos a ver la expresén dd ARNm de la iNOS a digtintos

tiempos de estimulacidn con lostres LPSs.

4.4.2.1. LPSdeE. coli

Los macréfagos peritonedes se incubaron con 1 ng/ml de LPS de E. cali,
extrayéndose € ARN a los diferentes tiempos indicados en la figura 4.15. Como se ve
claramente, d LPS de E. coli induce la expresén ded ARNm de iNOS de forma
dependiente con d tiempo, incrementandose hasta sr méxima a las 8 horas de
edimulacion y manteniéndose eevada por encima de la expresion de las cdlulas control
como se demuestra d tiempo de 24 horas. Este patron de expresion coincide con d de
liberacion de NO e indica que es necesaria la induccion de la enzima para que eta

pueda producir NO medible como nitrito en lareaccion de Griess.

Tiempo(horas) 0 2 4 8 20 24
SLPSE. coli - 4+ o+ o+ o+ o+ -

INOS

b-actina

Figura 4.15. Curso temporal delainduccion de ARNm deiNOS por & LPS
de E. coli. A los digtintos tiempos indicados en lafigura se extrgo e ARN de las

céulasincubadas ( + ) ono ( - ) con 1 ng/ml de LPS de E. coli. EIl ARN se
hibrid6 con sondas especificas de iINOS y de b-actina.

4.4.2.2. SLPS deB. abortus

De mismo modo que en € experimento anterior, los macréfagos peritonedes fueron
incubados con 1 my/ml dd SLPS de B. abortus, extrayéndose e ARN a los diferentes
tiempos indicados en la figura 4.16. Se observa como € SLPS de B. abortus induce la
expreson ded ARNm de la iNOS de forma dependiente dd tiempo, sendo méxima la
expreSon a las 4 horas de edimulacion, manteniéndose por encima dd nive de

expreson de las cdulas control como se comprueba a las 24 horas. De nuevo este
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patrén coincide con € de la liberacion de NO, demostrandonos que d S-LPS de
B. abortus induce la produccion de NO tras la induccidn de la expreson de la enzima
iINOS.

Tiempo(horas) 0 2 4 8 20 o
SLPSB.abortus - + + + + o+ -

INOS

Figura 4.16. Curso temporal de lainduccion de ARNm deiNOS por € SLPSde
B. abortus. A los distintos tiempos indicados en la figura se extrgo € ARN de las

células incubadas ( + ) ono ( - ) con 1 ng/ml del SLPS de B. abortus. El ARN se
hibrid6 con sondas especificas de INOS y de b-actina.

4.4.2.3. SLPS deB. melitensis

Se redizO d mismo experimento anterior pero con 1 nyml de SLPS de
B. melitensis. Con d ARN extraido a los diferentes tiempos se redizd un Northern blat,
que como vemos en la figura 4.17. nos permite demostrar como la induccion dd ARNm
de la INOS por € de S-LPS de B. melitensis sgue también un patron tempord,
presentando niveles méximos de induccion entre las 4 y las 20 horas de estimulacion,
siendo superior d nivel de expreson inducido por las céulas control como se observa a
las 24 horas. Al igua que los otros LPSs este patron coincide con @ de liberacion de
NO.
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Tiempo (horas) 0 2 4 8 20 24
SLPSB.mditenss - + + + + o+ -

INOS

b-actina

Figura 4.17. Curso temporal de la induccion de ARNm de iNOS por e SLPSde
B. melitensis. A los distintos tiempos indicados en la figura se extrgo € ARN de las
clulasincubadas ( + ) ono ( - ) con 1 nyml del SLPS de B. melitensis. EIl ARN se
hibrid6 con sondas especificas de INOS y de b-actina.

4.4.3. Induccion del ARNm de la iNOS por los lipAs de E. coli,
B. abortusy B. melitensis

Los lipidos A también inducen la produccion de NO por los macr6fagos peritonedes,
por un mecanismo bloqueable en presencia de L-NMA. Estos datos sugieren la
paticipacion de la INOS, y paa demodrarlo concluyentemente estudiamos s se
producia induccion de la expresén ARNm de la iNOS por los lipidos A. Los
macrofagos peritonedles fueron incubados con los 3 lipidos A a la concentracion de
1 ng/ml ala cud, como vimos en las curvas doss respuesta, inducen un nivel maximo
de produccion de NO. En & mismo experimento volvimos a incluir los respectivos
LPSs también a la concentracion de 1 ng/ml. Tras 24 horas de incubacion se extrgo €
ARN vy se hibridd con sondas especificas para iINOS 'y b-actina El resultado se observa
en la figura 4.18. y vemos como los tres lipidos A inducen la expresion de ARNm de la
INOS a un nive superior d expresado por las cdulas no edimuladas. El nivd de
ARNmM inducido por los tres lipidos A, es ligeramente superior a inducido por los
respectivos lipopolisacéridos, 1o cud esti de acuerdo con lo observado en los niveles de
NO, que son, expresados en % sobre € blanco: para é LPS de E. coli, 201.3 %, frente
a lipA, 235.8 %, (p<0.005); para € SLPS de B. abortus, 163.4%, frente a lipido A,
214.0 % (p<0.05) y para € SLPS de B. melitensis 185.7 % frente a lipido A 207.4 %
(p>0.05).
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LPS (1 ng/ml) | lipA (1 my/ml)

—‘ECO BA BMlECO BA BM‘

INOS

Figura 4.18. Induccion del ARNm delaiNOSpor loslipidosA'y
lipopolisacaridos deE. coli, B. abortusy B. melitensis. Seextrgo €
ARN de macrofagos no tratados ( - ) y tratados con 1 ng/ml de
lipopolisac&rido (LPS) o de lipido A (lipA) de E. coli (ECO),
B. abortus (BA) y B. melitensis (BM) y se hibridé con sondas
especificas de iNOS 'y de b-actina.

45. INDUCCION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA
DE iNOS

Como hemos descrito, la produccién de NO por los LPSs de E. coli, B. abortusy
B. melitensis se acompafia de la expreson ded ARNm de la iNOS y por tanto debe
acompafiarse también de la induccidén de la expresion de la proteina. Para demostrarlo
los macréfagos peritoneales se incubaron 24 horas con 10 ng/ml de los 3 LPSs, tras lo
cud s extrgo la proteina 'y se rediz6 un Western blot que se muestra en la figura 4.19.

Se observa que los tres L PSs son capaces de inducir la proteinade iNOS.

LPS(10myml) - ECO BA BM

nos e N

Figura 4.19. Induccién de la proteina de la iINOS por los
lipopolisacaridos de E. coli, B. abortusy B. melitensis. Se extrgjo

la proteina de macréfagos no tratados ( - ) y tratados con 10 ng/ml
de LPS de E. coli (ECO), SLPS de B. abortus (BA) y SLPS de
B. melitensis (BM) redlizandose la inmunodeteccion con anticuerpo
especifico delaiNOS
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4.6. OTROSLIPOPOLISACARIDOSRELACIONADOS

4.6.1. Induccion de la produccién de NO

Los lipopolisacaridos de Escherichia hermannii, Pseudomonas maltophilia, Yersinia
enterocolitica y Ochrobactrum anthropi, que presentan reacciones seroldgicas cruzadas
con € lipopolisscarido de Brucdla, inducen la produccion de Oxido nitrico en las
céulas adherentes peritonedes, medida como acumulacion de nitrito y expresada como
nanomolesmiligramo de proteina Los resultados para los digtintos lipopolisacaridos
tras 24 h de edimulacion, a las diferentes concentraciones utilizadas quedan reflgados
enlatabla4.8.

Tabla 4.8. Produccion de NO por las células adherentes peritoneales
estimuladas 24 h con los LPS de Escherichia hermannii, Pseudomonas

maltophilia, Yersinia enterocolitica y Ochrobactrum anthropi a diferentes
concentraciones. Los resultados se expresan como nanomoles/mg proteina. Cada
vaor representa la media + SEM de 5 experimentos realizados cada uno por

duplicado.

LPS Escherichia Yersinia Xanthomonas | Ochrobactrum
mg/m| hermannii enterocolitica maltophilia anthropi
Blanco 599+ 4.4 63.0+5.0 65.1+4.4 554+ 4.0
0.001 701+41 719+6.0 603+ 1.1 540+ 35

0.01 720+5.3 1052+ 8.9 700+ 4.8 570+1.9

0.1 929+1.0 1169+ 9.2 90.2+6.1 64.1+4.1

1 1244+ 2.7 1095+4.1 1252+5.1 975+6.1
10 1255+ 1.3 1048+8.1 1202 + 3.7 1257+3.1

4.6.1.1. LPS de Escherichia hermannii

El LPS de E. hermannii es capaz de inducir la produccién de NO por las cdulas
adherentes peritoneales incubadas 24 h con € mismo como apreciamos en la figura
4.20. Concentraciones de LPS inferiores a 0.01 ng/ml no inducen un nivel de NO
superior a las cdulas contral, incrementandose a partir de dicha concentracion hasta

acanzar e maximo de induccién aladossde 1 ng/ml.
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FIGURA 4.20. CURVA DOSISRESPUESTA del L PS de Escherichia hermannii

4.6.1.2. LPS de Yersinia enterocolitica O:9

Aungue también induce la produccion de NO, el perfil de su curva dosis-respuesta
tras 24 h de estimulacion es diferente al de los otros LPS ensayados, como se apreciaen
la figura 4.21., pues acanza niveles superiores a las células control a dosis més bajas
que los otros LPSs. Asi a la dosis de 0.01 pg/ml, ya se alcanza € nivel maximo de

induccion de NO, a partir de la cual no se produce un aumento mayor en su produccion.
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FIGURA 4.21. CURVA DOSISRESPUESTA del LPSde Yersinia enterocolitica

98



Resultados

4.6.1.3. L PS de Pseudomonas (Xanthomonas) maltophilia.

Presenta una curva dosis respuesta a las 24 h de incubacién parecida a las de los otros
lipopolisacéridos (figura 4.22.), con niveles similares a las células blanco hasta la
concentracion de 0.01 pg/ml, para incrementarse con la dosis hasta alcanzar su maximo

nivel de induccion ala dosis de 1 pg/ml, no aumentando la cantidad de NO a dosis de

LPS superiores.
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FIGURA 4.22. CURVA DOSISRESPUESTA del LPS de Pseudomonas maltophilia

4.6.1.4. LPS de Ochrobactrum anthropi

Como vemos en la figura 4.23., e LPS de O. antrhopi solo presenta un nivel de
produccion de NO apreciable con respecto alas células control ala concentracion de 1.0
ug/ml (al igua que ocurria con el S-LPS de B. abortus), acanzando a la concentracion

de 10 pg/ml un nivel méximo de produccion de NO comparable a nivel méximo
producido por el resto de los lipopolisacaridos.
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FIGURA 4.23. CURVA DOSISRESPUESTA dd L PS de Ochrobactrum anthropi

4.6.2. Induccion del ARNm de la iNOS por los lipopolisacaridos de
E. hermannii, Y. enterocolitica, P. maltophiliay O. anthropi.

Estos lipopolisacaridos, que producen reacciones seroldgicas cruzadas con los
lipopolisacéridos de Brucella, son capaces también de inducir la produccién de NO por
los macrdéfagos peritoneales. Por |o tanto deben inducir también la expresion del ARNm
de laiNOS. Para demostrarlo realizamos €l siguiente experimento en el que al igual que
los anteriores tras la estimulacion de los macréfagos durante 24 horas con 1 pg/ml de
los distintos LPSs se extrajo el ARN y se realiz6 un Northern blot. Como se ve en la
figura 4.24. todos los LPSs indujeron la expresion de ARNm de la iNOS. Las
diferencias en la expresion de ARNm concuerdan con el diferente nivel de NO
producido por los distintos LPSs ala concentracion de 1 ug/ml que era, expresado como
% sobre el blanco: E. coli (201.3 %); B. abortus (170.1 %), B. melitensis (185.7 %),
E. hermannii (207.6 %), Y. enterocolitica (173.8%), P. maltophilia (192.3 %) y
O. anthropi (176.0%).

100



Resultados

LPSs(1my/ml) . ECO BA BM EHE YEN PMA OA
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Figura 4.24. Induccién del ARNm delaiNOS por loslipopolisacaridos
de E. hermannii, Y. enterocolitica, Pseudomonas maltophilia y
Ochrobactrum anthropi. Seextrgo d ARN de macré6fagos no tratados (- )
y tratados con 1 ng/ml de los lipopolisacaridos (LPSs) de E. coli (ECO),
B. abortus (BA), B. melitensis(BM ), E. hermannii (EHE), Y. enterocolitica
(YEN), P. maltophilia (PMA) y O. anthropi (OA) y se hibrid6 con sondas
especificas de iINOS 'y de b-actina.
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5.1. INDUCCION DE LA PRODUCCION DE NO POR LOS
S-LPSsy lipAsDE B. abortusy B. melitensis.

El hecho de que d Oxido nitrico sea una molécula con propiedades antimicrobianas
que condituye uno de los sstemas bactericidas de las céulas fagociticas, obliga a
consderar su mecanismo de produccion en respuesta d LPS de bacterias gram
negativas desde una doble vertiente. Por un lado, como uno de los desencadenantes de
la produccion de efectos adversos para € huesped durante la infeccion por bacterias
gram negativas. Por otra parte, puesto que las brucelas sobreviven y se multiplican en €
interior de las clulas fagociticas se plantean numerosos interrogantes en cuanto a la
posible induccién de la produccion de éxido nitrico por los productos derivados de
Brucellay laresstenciaa su toxicidad por parte de las bacterias.

5.1.1 INDUCCION POR LOS S-LPSs

En d presente estudio hemos mostrado que los SLPSs de B. abortusy B. melitensis
inducen la producciéon de NO por los macréfagos peritonedes de rata de forma
dependiente del tiempo y de la dosis. Esta produccion es comparable a la producida por
el lipopolisacérido de E. coli, que es d compuesto de referencia utilizado para inducir la
produccion de NO.

En d dstema de cdulas adherentes del peritoneo de rata, € LPS de E. coli indujo la
produccion de NO desde la concentracion de 0.01 ng/ml. Sin embargo, los SLPSs de
B. abortus y B. melitensis, aunque a la concentracion de 10 pg/ml inducen una
produccion de NO similar a la producida por € LPS de E. coli, se comportan como
inductores menos potentes a dosis bgas, puesto que sdlo inducen respuesta a
concentraciones superiores a 0.1 ng/ml, sendo necesaria una concentracion de 1 pg/mi
paa acanzar nivdles de NO smilares a los inducidos por LPS de E. coli a la
concentracion de 0.1 ng/iml.

La induccion de NO por e SLPS de Brucella no se ha medido con anterioridad de
forma directa. Digtintos autores han sugerido una relacion entre e NO vy las brucdas en
experimentos redlizados con las bacterias, pero no la han demosrado de forma
convincente. Asi Jang e d."? diminaban en su estudio las brucelas extracelulares
muertas, preocupados por minimizaa € posble efecto en la activacion de los
macréfagos que pudiera tener € LPS. Estos autores no descartan la contribucion del
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LPS a la activacion de los macréfagos de su sstema, pero la limitacién de su abordge
experimental impide andizar & papel del LPS. Por otra parte Zhan et a.?”® encuentran
gue la deplecion de IL-12 determina una produccion educida de NO por parte de las
céulas esplénicas de ratones infectados con Brucella, y postulan que € lipopolisacarido
intacto de Brucella etimula a los macréfagos a producir IL-12 y otras citocinas
coestimuladoras in vitro, pero no e refieren a un posible pape dd LPS en la induccidn
de NO. Gross et . sugieren que la menor reactividad del LPS de Brucella respecto
a de E. coli explica las discrepancias en la capacidad de ambas bacterias para inducir
liberacion de NO. Nuestros resultados estarian de acuerdo en cuanto a la menor
efectividad ddl LPS de Brucella, pero muestran, sn embargo, que las dosis dtas gercen
un efecto comparable d del LPS de E. coli.

5.1.2. INDUCCION POR LOSLIPIDOSA

El lipido A es la pate activa de la molécula de LPS, implicada en muchas de sus
acciones hiologicas. As d lipido A es € Unico componente del LPS de Brucella que
interviene en la induccion de la exploson oxidativa, otro mecanismo bactericida de las
cdulas fagociticas, en las que se comporta como un inductor més potente que los
correspondientes lipopolisacaridos®. Nuestros resultados muestran que los lipidos A de
E. coli, B. abortus y B. melitensis también inducen la producciéon de NO por los
meacrofagos peritonea es de rata de manera dosis dependiente.

De la misma forma que en los experimentos con los lipopolisacaridos, d lipido A de
E. coli indujo la produccion de NO con diferencias significativas frente a los controles a
partir de concentraciones superiores a 0.001 ng/ml, y se comportdé como un inductor
mucho mas potente que & LPS de E. coli hastala concentracion de 1 ng/ml.

El lipido A de B. abortus también se mostré capaz de inducir la produccion de NO,
presentando un nivel de induccion sgnificativo desde la concentracion de 0.1 ng/ml. El
lipido A de B. abortus se comportd como un inductor ligeramente mas potente que S
LPS. En @ caso de B. abortus ensayamos también su polisacarido O que presentd un
nivel de produccién de NO muy inferior d presentado por € LPS, o que nos permite
concluir que la porcién activa ded SLPS de B. abortus en la induccidn de la produccidn
de NO por los macréfagos peritoneales derataes d lipido A.

El lipido A de B. melitensis fue capaz de inducir la produccion de NO a partir de la

concentracion de 0.1 ng/ml. En este caso € lipido A Sdlo es ligeramente superior d
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LPS a concentraciones dtas, sn que lleguen a dcanzar sgnificacion edtadigtica las
diferencias detectadas entre € lipido A y  S-LPS.

En consecuencia, d lipido A de las brucdas es d componente del LPS que interviene
en la induccidn de la produccion de NO dn exidir diferencias Sgnificaivas a ninguna
dosis entre los lipidos A de B. abortus y B. melitenss. Sn embargo, s existen
diferencias dgnificaivas entre éstos y @ lipido A de E. coli, que se muestra mucho més
activo a las concentraciones de 0.01 y 0.1 ng/ml de ta forma que se necesita 100 veces
més concentracion de los lipidos A de ambas brucdas para dcanzar un nivel smilar a
inducido por d lipido A de E. coli a las dosis de 0.01 y 0.1 ng/ml. Estos resultados
coinciden con las observaciones redizadas por Moreno et d.%%? que encuentran que los

lipidos A de las enterobacterias presentan unamayor actividad biolégica.

Esta menor capacidad de induccién de NO a dosis bgas presentada tanto por los
lipopolisac&idos como por los lipidos A de Brucella, respecto a lipopolisacarido y
lipido A de E. coli, puede tener implicaciones fisopatolOgicas, S tenemos en cuenta que
las concentraciones que se acanzan en condiciones de bacteriemia son inferiores a
1 mym®% 27 Egas diferencias podrian explicar la distinta capacidad de las bacterias
gram negativas para producir shock séptico, proceso muy raramente observado en la
infeccion por Brucella.

El shock séptico se caracteriza por un rdpido desarrollo de perturbaciones
metabdlicas, que conducen a dafio tisular y muerte a pesar de un Optimo tratamiento
médico'?”®. En edta situacion clinica d NO parece jugar un papel patogénico de gran
importancia, pues posee una potente actividad vasodilatadora que ha permitido
relacionarlo con la vasodilatacion e hipotension observadas en e shock séptico™®®).
Existen pruebas de su sobreproduccion durante la respuesta inflamatoria no regulada
que aparece en esta Stuacion patologica®, y de que la generacién de NO esta
directamente relacionada con @ grado de hipotenson existente en @ choque endotoxico
(275).

Por otra parte la endotoxina bacteriana induce la 6xido nitrico sintasa en las cdulas
musculares lisas de la vasculatura venosa?™®, en @ miocardio y en e endocardio®’” y
en consecuencia determina una sintesis incrementada de Oxido nitrico en d dstema
circulatorio que contribuye a la vasodilatacion, colgpso vascular, dafio tisular e
inotropismo negativo?"® caracteristico del estado de shock.
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Sobre edtas bases podriamos concluir que la vasodilatacion e hipotensgon existentes
durante € shock séptico se producen por la induccion de la via de ata producciéon de
NO®!®) producida por la endotoxina de las bacterias gram negativas, y que la menor
capacidad de los LPSs y lipidos A de Brucella para inducir la NOS podrian explicar 1a

baja frecuencia con que se produce shock séptico en labrucdosis.

5.2. Los SLPSsde B. abortusy B. melitensisinducen la
produccion de NO atravésdelaviadelaiNOS

5.2.1. PERFIL TEMPORAL DE LA INDUCCION

En € presente estudio se muestra que la induccién de la produccion de NO por los
lipopolisacéridos de B. abortus y B. melitensis sigue un patron tempord retrasado, sin
que exidan diferencias en € efecto producido por los LPS de ambas brucdas, y
exigtiendo también gran smilitud con € efecto producido por € LPS de E. coli.

Tanto la magnitud de la liberacion de NO inducida por los lipopolisacaridos de
B. abortus y B. melitensis como su patrén temporal nos sugeria la participacion de la
forma inducible de la sntasa de NO (iNOS), pues esta enzima requiere varias horas para
Su expresion en respuesta a los diferentes estimulos, y es capaz de producir cantidades
elevadas de NO.

5.2.2. DEMOSTRACION DE LA PARTICIPACION DE LA ViA DE
LA L-ARGININA

Nuestros datos son compatibles con que la acumulacion de nitritos inducida por los
lipopolisacaridos de Brucella se produce a través de la via de b L-argining, puesto que
la incubacion de los macrofegos peritonedles con los LPSs de E. coli, B. abortusy
B. melitensis en presencia de N®-méiil-L-arginina, un inhibidor competitivo de la 6xido
nitrico dntasa, bloguea completamente la produccion de NO inducida por los tres

lipopolisacéridos.
5.2.3. INDUCCION DE LA EXPRESION DEL ARNm deiNOS

En cuanto a la isoforma de la NOS implicada en la respuesta a los lipopolisacaridos
de Brucdla, nuestros resultados muestran de manera concluyente que se trata de la

isoforma inducible o INOS, a juzgar por la induccion de la expreson ded ARNm de esa
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isoforma de la enzima en los macréfagos peritonedes de rata tras la incubacion con los
lipopolisacéaridos de Brucella, con un pefil de dods y cinética compaible con €
observable en la produccién de NO, y similar d descrito parael LPS de E. coli.

La produccion de NO en respuesta a los tres lipopolisac&ridos es demostrable a partir
de las 8 horas, lo que concuerda con la necesidad de un periodo de latencia para que se
produzca la expreson dd ARNm, y dlo permite la sintess de enzima activa necesaria
parala produccién de NO.

De forma andoga, los lipidos A de E. coli, B. abortus y B. melitensis inducen la
expreson dd ARNmM de iNOS con una potencia superior a la producida por los
respectivos lipopolisacaridos, en consonancia con |o observado en los nivees de NO.
De egta forma, la produccién de NO inducida por los lipidos A se explicaria por la
induccion de iNOS.,

5.2.4. INDUCCION DE LA EXPRESION DE LA PROTEINA DE
iNOS.

Los halazgos previos referidos d ARNmM de iNOS se confirman también a nivel de
proteina, a juzgar por los resultados observedos en los  experimentos de
inmunodeteccion con anticuerpo especifico frente a INOS. EStos resultados difieren de
los referidos en la literatura. Asi, en 1o que <e refiere a la expresion de ARNm o proteina
de iINOS por Brucella, sdlo Gross et a.*™® han demostrado que Brucella suis
opsonizada con suero antibrucella inactivado por calor induce la expreson de ARNm de
iINOS cuando se infecta la linea monocitica murina J774A.1, y este efecto se potencia
en presencia de IFNg. En otras paabras, estos autores solo obtienen la expresion de
proteina INOS y la produccion de NO en las cdulas infectadas con Brucdla suis
opsonizada con anticuerpos especificos antibrucdlla, y dlo sugiere que @ mecanismo de
sefidizacion  biogquimica implicado en eda induccion pueda ser a través de la
esimulacion de receptores para la porcion Fc de la molécula de anticuerpo, que se ha
descrito recientemente como un mecanismo de induccidon de iINOS compareble a LPS

de E. coli®,

La potenciacion por d inteferdn gamma en etas condiciones
experimentales estaria de acuerdo con € mecanismo de regulacion transcripciond de

iNOS comUnmente aceptado™”) y que discutimos a continuacion.
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Regulacién transcripcional de la expresion deiNOS murina

La regulacion transcripciona de la iNOS ha sdo objeto de estudios detalados que
han permitido establecer los factores de transcripcion que participan en € proceso. Asi
s han identificado en & promotor de INOS murina dos regiones implicadas
respectivamente en la activacion transcripcional de este gen por LPS e IFN-¢(2% 28 | g
region | contiene eementos relacionados con la respuesta d LPS que incluyen stios de
unién a factor nudear de la interleucina 6 (NFIL6), a NF-kB y d demento de
respuesta a TNF (TNF-RE). La region |1, contiene motivos de union para factores de
transcripcion relacionados con @ IFNg, tales como @ demento activador por IFNg/PU.1
(PIE), d demento edtimulable por IFNg (ISRE), NF-kB y AP-1. Las dos regiones son
necesarias para conseguir la maxima expreson de estas congrucciones. Sin embargo,
mientras € LPS es cgpaz de inducir la expresion de iNOS por si solo, € IFNg necesita
la presencia del LPS para activar la transcripcion, de tal manera que la region |1 parece
actuar como un enhancer.

Este hecho demostrado con @ LPS de E. coli, parece confirmarse con € S-LPS de las
brucdas pues en nuestro sstema fue capaz de inducir la expreséon de la INOS en
ausencia de otros estimulos.

Se ha demostrado la participacion de NF-kB en la induccidn de iNOS por LPS: en

(283

macréfagos murinos??), macréfagos aveolares de rata®®® y en cdulas de misculo liso

de ratdn y rata. El NF-kB parece ser un demento necesario pero no suficiente en
muchos casos para la induccion de iNOS por LPS. Por otra parte se ha demostrado?®?
la activacion de NF-kB a través de la estimulacion de receptores FcgR por complejos
inmunes, lo que demodtraria la cooperacion entre eementos bacterianos y eementos
relacionados con la respuesta del huésped para inducir esta respuesta transcripciona
implicada en la destruccion bacteriana.

La edimulacion de los receptores FcgR induce la expresion de la iNOS en los
macréfagos peritonedles®®® y aveolares de rata®®®. Mozaffarian et d.%%® han descrito
un incremento de la produccion de NO en la linea de macr6fegos murinos J774.16, d
edimular las cdulas con anticuerpos monoclonaes y sus correspondientes antigenos en
presencia de IFNg Ese hecho judtificaria la induccion de la expreson de iNOS

conseguida por Gross et a. con B. suis opsonizada con anticuerpos especificos.
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El hecho de que no sean necesarios los anticuerpos en nuestro dstema sugiere la
participacion directa de la interaccion de los LPSs de Brucedla en la induccion de la

expresion de laiNOS.

5.3. INDUCCION DE NO POR LIPOPOLISACARIDOS
RELACIONADOSCON EL S-LPSDE Brucella

Como continuacion de los hdlazgos precedentes, nos planteamos extender @ estudio
a los lipopolisacaridos de Escherichia hermannii, Yersinia enterocolitica O:9,
Pseudomonas maltophilia 555, y Ochrobactrum anthropi LMG 3331 todos ellos
lipopolisacaridos que  presentan  reacciones  srologicas  cruzadas con  los
lipopolisacéridos de Brucella.

El LPS de E. hermannii que presenta reacciones seroldgicas cruzadas con € SLPS
de Brucella por la estructura similar de su polisacarido O, induce la produccion de NO
de manera dosis-dependiente. El perfil de su curva dods respuesta es muy smilar d de
los S-LPSs de ambas brucelas.

El LPS de Yersinia enterocolitica O:9 que presenta un polisacaido O idéntico a
Brucella, tiene una curva doss respuesta diferente, pues se muestra como un potente
inductor adosisbgjas (0.01y 0.1 ng/ml).

El LPS de Pseudomonas maltophilia 555 (Senotrophomonas (Xanthomonas)
maltophilia), presenta reacciones serolégicas cruzadas con Brucella por poseer su
polisac&ido O una edtructura relacionada con la del polisacarido O de Brucdla. Su
curva dosis-respuesta de induccion de NO esmuy similar alade los LPSs de Brucella.

B S-LPS de Ochrobactrum anthropi no presenta reacciones seroldgicas cruzadas
con Brucela pues su polisscaido O tiene una edtructura diferente. Sin embargo
R-LPSy € lipido A de O. anthropi si que presenta reacciones serolOgicas cruzadas con
e suero de animaes infectados con Brucela spp. El S-LPS presenta un pefil de
induccion de NO dosis-dependiente muy similar a de los lipopolisac&idos de ambas
brucelas.

Asi, todos estos lipopolisacaridos que muestran reacciones seroldgicas cruzadas con
los lipopolisacaridos de Brucella son capaces de inducir NO por los macréfagos
peritonedes de rata y edta induccion d igud que para los S-LPSs de Brucdla se
produce por la via de la éxido nitrico sintasa inducible, a juzgar por la induccion de la
expreson de ARNm de iNOS.
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No exisen hasta @ momento estudios que rdacionen estos lipopolisacaridos ni las
respectivas bacterias con € Oxido nitrico, a excepcion de Yersinia enterocolitica, en la
que se ha descrito por Dykhuizen et d.%®” que @ nitrito acidificado, que conduce a la
formacion de dxido nitrico, posee actividad antimicrobiana. Debe mencionarse también
que Tufano e d.1%? han descrito que las porinas de Y. enterocolitica incrementan la

produccidn de nitrito por los monocitos humanaos.

5.4. OXIDO NITRICO y Brucella

El NO es una citotoxina poco especifica, que ha sido seleccionada por la evolucion
porque es una molécula lipofilica de pequefio tamafio, a la que pocos microorganismos
pueden bloquear su entrada, y porque sus dianas principaes (los grupos sulfhidrilo y d
hierro) son componentes tan esencides de la maguinaria bioquimica de la cdula que
pocos microorganismos podrian mutar hasta hacerse totalmente resstentes. La utilidad
de NO es tan grande, que a pesar de los efectos adversos que puede causar, la mayoria
de las cdlulas estdn capacitadas para producirlo cuando son activadas adecuadamente
por estimulos proinflamatorios o productos microbianos®Y.

Las propiedades antimicrobianas del  Oxido nitrico han ddo demostradas
fundamentamente en macr6fagos murinos activados en los que s muestra como un
mediador citost&ico y citotoxico importante sobre gran variedad de patGgenos
incluyendo bacterias, hongos, helmintos y protozoos®®. Ademés e NO ha sido
implicado  principdmente en las defensas dd  huésped frente a patdgenos
intracelulares*® como las micobacterias, Leishmania y Plasmodium.

Los macr6fagos humanos son céulas claves para la iniciacion y desarrollo de
reacciones inmunes e inflamatorias, debido a su capacidad de presentar antigenos y de
producir citocinas, radicaes libres y mediadores*® 8. A pesar de que la produccién de
NO por los monocitogmacréfagos humanos ha sido objeto de controversia, ahora
exigten claras demostraciones de actividad de iINOS por los macréfagos humanos.

Ademas, ahora tenemos didtintas evidencias del pape de los RNI en la actividades
antimicrobianas de los macréfagos humanos®®. Asi Vouldoukis et a. han demostrado
d papel dd NO en la muerte de Leishmania major y Leishmania infantum(®®® por los
macrofagos humanos. La edimulacion de CD23, cuya expresdon in vivo eda
incrementada durante la respuesta inmune a anitigenos de leishmania, determina la

produccion de NO y da cuenta de la muerte de los parésitos por los macrofagos
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humanos infectados. Un efecto similar sobre los parédsitos, dependiente de NO, fue
observado en los macréfagos tratados con IFNg®”. El papd del CD23 en la induccion
de la produccién de NO ha sido confirmado en los macréfagos peritonegles de rata por
Alonso e d.("9 quienes consiguen la induccién de la produccion de NO y e incremento
en la expreson de la iNOS tras activacion dd CD23 con inmunocompleos de IgE y con
un anticuerpo policlona anti-CD23. La activacion del factor de transcripcion NFkB por
esimulacion de CD23 ha sido mostrada en @ mismo sistema cdlular por Bayon et a.(™V
lo que explicala activacion transcripciond del gen delaiNOSYy la produccion de NO.

Resultados semgantes con Trypanosoma y Toxoplasma confirman € papel de NO
en |as funciones antimicrobianas de los macréfagos humanos®.

Denis demuedtra la muerte de Mycobacterium avium avirulento y la restriccion de
crecimiento de Mycobacterium avium virulento por los macréfagos  humanos
edimulados por TNF-a y por € factor edimulador de colonias de granulocitos
macréfagos através de un mecanismo en € que participariad NO®Y.

El NO también paticipa en la inhibicion de Toxoplasma gondii®® y de
Criptococcus neoformans'?®® por los astrocitos humanos y también contribuye a la
muerte de estafilococos por neutrdfilos?%).

Se ha demodtrado un efecto antivird dd NO en las cdulas epitdides humanas
infectadas por virus vaccinia 0 HSV-12%?) y su expresién ha sido demostrada en cdlulas
B infectadas por virus Epgein-Barr, donde parece jugar un papd en la laencia de
virus®®® . El impacto ded NO sobre la infeccion de VIH es dificil de predecir. EI NO
puede inhibir la replicacion de dertos virus®Y, pero también puede activar e factor de
trancripcion NF-kB“?, d cud tiene € potencid de aumentar la proliferacién del VIH.
Ademas,  NO derivado de macréfagos podria contribuir a la disfuncion organica
asociada a VIH®", mediando la neurotoxicidad de los pacientes infectados por VIH(®).

Sn embargo, también exigen otros estudios que sugieren que d NO tiene una
minima contribucion en la actividad microbicida de los macr6fagos humanos contra
digintos patdgenos como Toxoplasma gondii, Chlamydia psittaci, Leishmania
donovani, Criptococcus neoformansy Schistosoma mansoni*?.

S bien la actividad microbicida ded NO derivado de macréfagos humanos, d igud
que los murinos, puede contribuir a la proteccion del huésped frente a diferentes
microorganismos, queda mucho por comprender sobre @ pape antimicrobiano del

ssema NO en los humanos?™®. Mientras los macréfagos de roedores responden
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vigorosamente a la combinacion IFNg+LPS®”), las cdulas humanas no responden
Sgnificativanente a esta combinacion de productos®®?. De hecho la combinacion
induce la expreson de ARNm de iNOS pero no produce derivados nitrogenados. Esto
sugiere aguna regulacion postrancripciond de la sintess de NO en humanos, de manera
que la expreson de iINOS en los monocitosmacréfagos humanos parece estar mas
edrictamente controlada que en los roedores siendo requeridos otros factores que
modifiquen la estabilidad del ARNm y la actividad de la proteina®”.

Ademés de las acciones microbicidas ded NO, también se ha propuesto un posible
papel dd NO en  mantenimiento de la latencia microbiana®Y basado en la capacidad
dd NO de mediar un lago edado de microbiostass en muchos Sstemas
experimentaes. Eda claro que la infeccion latente requiere la supreson activa por los
mecanismos cdulares inmunes, pues la accion de drogas inmunosupresoras O
enfermedades conduce a la reactivacion de la infeccion. El mecanismo por € que la
supresion de la infeccion latente puede ser mantenido sin signos patentes de inflamacidn
y enfermedad en & huésped permanece como uno de los aspectos no entendidos de la
patogénesis microbiana Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la inhibicion
de la produccion de NO induce la pronta reactivacion de Leishmania major'?
M. tuberculosis, virus Epstein-Barr®®® y Toxoplasma gondii®®® en modelos
experimentdes”®, sugiriendo que & NO puede jugar un papel centra en las infecciones
latentes 0 persistentes.

Por lo que antecede, resulta de sumo interés la relacidn que pueda exidir entre
Brucella, que es una bacteria cgpaz de sobrevivir en € interior de las cdulas fagociticas
y la produccion de 6xido nitrico.

Los estudios sobre la produccién de NO y Brucella son escasos. Jang et d.(%8) no
detectan la produccion de nitrito en € medio de cultivo de macréfagos J774A.1 tratados
con IFNg e infectados con B. abortus opsonizada. Sin embargo, S detectan la
produccién de nitrito cuando utilizan macréfagos peritonedles. Esto resultados difieren
de los obtenidos por Gross et a.™® que consiguen la produccién de NO por macréfagos
de la linea celular J774A.1 pretratados con IFNg e infectados con B. suis opsonizada
Egtos autores judtifican sus diferentes resultados por las digtintas cepas y anticuerpos
opsonizantes utilizados, pues mientras dlos utilizan una cepa virulenta de B. suis y
anticuerpos de raton inmunizado con esta cepa, Jang e d. utilizan la cepa avirulenta

B. abortus 19 y anticuerpos de suero bovino inmunizado con lamisma
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Zhen et d./%° observaron una fuerte produccion de NO en las células esplénicas de
ratones control infectados con B. abortus, que no se detecta en los esplenocitos de
ratones no infectados, y que se ve disminuida en los ratones tratados con anti-1L-12.
Demuestran que la interleucina-12 esta implicada en la resstencia a la infeccién por
B. abortus, pues se produce una exacerbacion de la infeccion en los ratones tratados con
anticuerpo monoclond anti-1L-12(%%"), Edta exacerbacién de la infeccion la justifican por
el hecho de que existe una produccién disminuida de IFNg por las cdulas T esplénicas
de los ratones asi tratados, ya que habian demostrado previamente que & IFNg
participaba en la resistencia a la infeccion por B. abortus'?®®, hecho encontrado también

272) y otros autores®®?. Zhan et d. explican la produccion reducida de NO por

por Jang
las cdulas esplénicas de los ratones tratados con anti-IL-12 por la ausencia de IFNg que
active a los macréfagos para su produccion®®®. Aunque estos autores no lo consideran,
creemos que debe tenerse en cuenta un posible pape en la exacerbacion de la infeccion,
no solo de la produccion disminuida de IFNg sno también de la consecuente
produccion disminuida de NO puesto que es una molécula que como hemos visto puede
presentar acciones antimicrobianas.

Zhen et d.®°” también encuentran que cuando se utilizan brucelas muertas por caor
como estimulos sobre células esplénicas obtenidas de ratones infectados con B. abortus,
se produce un nived més dto de nitrito que cuando se utilizan listerias muertas por caor
0 no se utilizan estimulos. Este hecho podria ser debido d efecto activante del 1FNg
sobre la produccién de NO, pues también las brucdas muertas por calor producen un
mayor nivel de mismo. En nuestro estudio hemos observado que d lipopolisacarido de
Brucella es capaz de inducir la produccion de NO en los macréfagos peritonedes de
rata, con lo cud se podria explicar la mayor induccion de NO encontrada por estos
autores cuando utilizan brucelas como estimulos.

En cuanto a papel bactericida del NO sobre las brucelas, Jang et d.®® encuentran
que la adicion de L-NMA, un inhibidor compstitivo de la iNOS, produce un aumento
dgnificativo en d nimero de UFC recuperadas de los macrofagos peritonedes
infectados justo después de ser aidados de la cavidad peritoned, independientemente de
la presencia o0 no de IFNg; este resultado estaria de acuerdo con un efecto antibrucella
del NO. Sin embargo, cuando los macréfagos tratados 24 horas antes de la infeccion
con IFNg, es decir macréfagos que han sdo méximamente activados, son tratados con

L-NMA no sdlo no se produce un aumento en € nimero de UFC recuperadas, Sho
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gue disminuye su nimero sugiriendo una regulacion negativa ded NO sobre la
produccion de ROI. Por otra parte la adicion de inhibidores de los ROI, concretamente
superOxidodismutasa y catdasa, bloquea la actividad antibrucda de los macréfagos
peritonedles, S bien no de forma completa. Estos autores concluyen que los ROI juegan
un pape importante en la actividad antibrucdla de los macréfagos, mientras que
atribuyen un menor papel d oxido nitrico.

Gross e a.™® demuestran un efecto bactericida directo (in vitro) dd NO sobre
Brucella suis mediante la adicién de SIN-1, un compuesto donador de radicaes NO, d
medio de cultivo de las brucdas. Ademés encuentran que solo los macréfagos murinos
tratados con IFNg e infectados con Brucella suis opsonizada con anticuerpos antibrucela
son capaces de expresar iINOS funcional y de producir NO, lo que es coincidente con
otros estudios en los que la estimulacion de receptores FcgR induce la expreson de
iNOS?8®). En los macréfagos asi infectados, la adicién de un inhibidor de la iNOS
determina un mayor nimero de bacterias viables. De este modo se demogtraria que
NO es un componente de la actividad antibrucdla de los macréfagos murinos S bien
s0lo en las condiciones indicadas. Estas condiciones, produccion de IFNg y presencia de
anticuerpos  especificos, podrian presentarse in vivo en raones inmunizados o
infectados durante semanas por la bacteria viva, que de este modo serian resistentes a la
infeccion a través de la produccion de NO, mientras que @ esablecimiento de la
primoinfeccion podria estar facilitado por la ausencia de produccion de NO. Ademés
edos autores no obtienen evidencia de la produccion de NO en los fagocitos
mononucleares humanos infectados con B. suis y sugieren que estas diferencias podrian
explicar en parte por que las infecciones de Brucdla se convierten en cronicas en los

humanos y rumiantes pero no en los ratones.

En un acercamiento a complegjo proceso todavia no comprendido de la capacidad de
Brucella de regdir los mecanismos bectericidas y de sobrevivir en d interior de las
cdulas fagociticas y d complicado papd (tanto bactericida como posiblemente en la
latencia microbiana) del Oxido nitrico en los Sstemas bioldgicos, nosotros gportamos la
evidencia de que € SLPS de Brucdlla es capaz de inducir la produccion de NO a través
de laviade la oxido nitrico sSntasainducible en |os macréfagos peritoneales de rata.

Por una parte, @ hecho de que € LPS sea capaz de inducir la produccion de NO en

los macréfagos murinos, podria justificar, por que en los ratones la bruceloss no es una
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infeccion crénica como ocurre en @ caso de los humanos. Por otra parte, la menor
produccion de NO inducida tanto por € LPS como por d lipido A de B. abortusy
B. mditensis respecto a LPS de E. coli a dosis bagjas (inferiores a 1 ng/ml que podrian
s proximas a las fisologicas), judificaria la bga frecuencia con que se presenta d
cuadro de shock séptico en la brucdosis humana y podrian judificar en parte su
mecanismo de supervivenciaintracd ular.
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1- Los SLPSs de Brucdla abortus 544 y Brucella meitenss 16M inducen la
produccion de Oxido nitrico en los macréfagos peritonedes de rata, de manera dosis y

tiempo dependiente.

2.- El nivd de NO inducido por los SLPSs de B. abortus 544y B. melitensis 16M alas
concentraciones de 0.01 y 0.1 ngy/ml es dgnificativamente inferior d inducido por d

LPS de E. coli, no exigiendo diferencias entre los S-L PSs de ambas brucelas.

3.- Los lipidos A de E. coli, B. abortusy B. melitensis inducen la produccion de NO de
manera dosis dependiente, comportandose como la pate activa del LPS en dicha

induccion.

4.- Los lipidos A de ambas brucelas se comportan como inductores menos potentes que
e lipido A de E. coli a las concentraciones de 0.01 y 0.1 ngyml, no exigiendo

diferencias entre los lipidos A de ambas brucelas

5.- La induccién de NO por los lipopolisac&ridos y lipidos A de E. coli, B. abortusy
B. melitensis en los macréfagos de rata es inhibida en presencia dd inhibidor especifico
delaiNOS, N®-méiil-L-arginina

6.- Los S-LPSs de B. abortus y B. melitensis inducen la produccion de NO en
macrofagos peritonedles de rata mediante la induccion de la transcripcion y sintess de

laisoforma inducible de la éxido nitrico sintasa (iNOS).

7.- Los lipidos A de E. coli, B. abortusy B. melitensis inducen la produccion de NO en

macréfagos peritonea es de rata mediante la induccion de latranscripcion de laiNOS.

8.- Los lipopolisac&idos de Escherichia hermannii, Yersinia enterocolitica O:9,
Pseudomonas maltophilia 555 y Ochrobactrum anthropi LMG 3331, son capaces de
inducir la produccion de NO en los macréfagos peritoneales de rata de manera dosis

dependiente, e inducen latrancripcidn de laiNOS.
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