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Titulo: “Rol del Metabolismo de Flavinas en la Virulencia de Brucella

abortus ”

Resumen

Brucella spp. son las bacterias causantes de la brucelosis, la enfermedad zoondética
con mas incidencia en el mundo. Brucella es un patégeno exitoso que probablemente infecta
animales desde hace millones de afios, y se encuentra extremadamente adaptado al estilo de
vida intracelular. La virulencia de este patdgeno reside en su capacidad de invadir al
hospedador, resistir los mecanismos de defensa y, establecerse y replicar en el inhdspito nicho
replicativo. El nicho replicativo se caracteriza por ser escaso en nutrientes, tener baja tension
de O, y someter a Brucella al dafio oxidativo. A pesar de que Brucella no posee factores de
virulencia “clasicos” posee una bateria de mecanismos fisiolégicos y adaptaciones metabdlicas
gue en definitiva son los que le permiten sortear las defensas de los hospedadores y adaptarse

a la vida intracelular.

En este trabajo de tesis, se ha caracterizado y estudiado una parte de la fisiologia
bésica de Brucella, como lo es el metabolismo de las flavinas. Se ha hecho foco en los genes
rib, en particular en ribH2 que codifica una enzima lumazina sintasa (LS) que cataliza el
penultimo paso la ruta biosintética de la riboflavina. Se describi6 la regulacion de la expresion
de ribH2 por el elemento regulatorio riboswitch FMN, y se identificaron posibles proteinas que
interactian con RibH2 en Brucella. También, se establecio una relacién directa entre virulencia
y el metabolismo de flavinas en Brucella, resaltando la importancia de RibH2 para la
supervivencia, trafico y persistencia de las bacterias durante la infeccién en los modelos in vitro
e in vivo. El rol de las flavinas en la simbiosis de Rhizobium leguminosarum con plantas,
también fue estudiado. Los resultados muestran que el papel que juegan las proteinas RibH2
en el establecimiento bacteriano con el hospedador eucariota no esta restricto sélo a Brucella,
sino que parece ser compartido por otros Rhizobiales. Los hallazgos de este trabajo de tesis
pueden dar lugar a nuevos estudios que lleven al desarrollo de vacunas y drogas contra la

brucelosis y mejoras en las cepas bacterianas de inoculantes para uso agronémico.

Palabras clave: Brucella abortus; riboflavina; FMN; metabolismo; lumazina sintasa; RibH2;

riboswitch; factor de virulencia; Rhizobium leguminosarum, simbiosis



Title: “The role of Flavin Metabolism in Brucella abortus virulence”

Abstract

Brucella spp. are the bacteria responsible for brucellosis, the most widespread zoonotic
disease in the world. Brucella is a successful pathogen that has been infecting animals probably
for millions of years and it is extremely adapted to the intracellular lifestyle. Its virulence lays in
its ability to invade the host, resist defense mechanisms, establish and replicate in the
inhospitable replicative niche. The replicative niche exhibits limited nutrients availability, low O,
tension and exposes Brucella to oxidative damage. In spite of the fact that Brucella does not
possess “classic” virulence factors, it displays a variety of physiological mechanisms and
metabolic adaptations that let these bacteria cope with the host's defenses and adapt to live
inside the cell.

During this Thesis, part of the basic physiology of Brucella, the flavin metabolism, has
been studied and characterized. The focus was laid on the rib genes, in particular on ribH2
which codes for a lumazine synthase (LS), the enzyme that catalyses the penultimate step in
the riboflavin biosynthetic pathway. The regulation of the ribH2 gene expression by the FMN
riboswitch was described, and some proteins that may interact with RibH2 were identified in
Brucella. The direct relation between flavin metabolism and virulence was also established,
highlighting the importance of RibH2 for survival, trafficking and persistence during infection in
both in vitro and in vivo models. The role of flavins in the Rhizobium leguminosarum-plant
symbiosis was also addressed. The results show that the part that RibH2 plays in the bacterial
establishment in the eukaryotic host is not restricted only to Brucella, but it is shared with other
Rhizobiales. The findings of this PhD Thesis, can lead to deeper and more specific studies
culminating in the development of vaccines and drugs against brucellosis as well as

improvements in the bacterial inoculants of agronomic use.

Key words: Brucella abortus; riboflavin; FMN; metabolism; lumazine synthase; RibH2;

riboswitch; virulence factor; Rhizobium leguminosarum, symbiosis.
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Introduccion

Brucelosis

En el afio 1887, el médico escocés Sir David Bruce aisla por primera vez al agente
etiologico de la Fiebre de Malta del bazo de un soldado britAnico muerto a causa de la
enfermedad y lo denomina Micrococcus melitensis. En 1897, Lauritz Frederik Bernhard Bang
descubre en Dinamarca al bacilo de Bang o Bacillus abortus, causante de abortos en ganado
vacuno; y en 1914, en Estados Unidos, Traum aisla a un bacilo de aspecto similar al de Bang a
partir de fetos porcinos abortados. En 1918 la microbiéloga norteamericana Alice Evans
determina que no existen diferencias morfologicas, bioquimicas o de cultivo entre los bacilos
Micrococcus melitensis y Bacillus abortus; sin embargo, ambos presentan diferencias a nivel
antigénico. En 1920, Meyer y Shaw confirman las observaciones de Evans, y proponen, en

honor a David Bruce, que el género sea denominado Brucella [1,2,3].

Si bien la bacteria causante de la brucelosis se descubrid6 hace 124 afos, ésta es
actualmente la enfermedad zoonética con mas incidencia en el mundo. Se la encuentra
distribuida en todos los continentes y se estima que produce 500.000 nuevos enfermos de

brucelosis humana anualmente en todo el mundo [4].

Varios estudios demostraron que la brucelosis acompafia al hombre desde tiempos
remotos, descubriendo evidencia paleopatoldgica del patdgeno en restos fésiles humanos que
datan desde la Edad Media hasta la Edad de Bronce [5]. Aparentemente la brucelosis
acompafia a los hominidos desde tiempos anteriores a la aparicion del Homo sapiens.
D’Anastasio et al. (2009) diagnosticaron por métodos paleopatoldégicos brucelosis en
Australopithecus africanus, un hominido antecesor a los humanos que vivié hace 2,3 - 2,5

millones de afos [5,6]

La brucelosis es causada por bacterias Gram-negativas del género Brucella,
facultativas, no méviles, que no forman esporas y no contienen plasmidos, cuyas especies
infectan a diversos mamiferos. Aunque estas bacterias son de vida intracelular principalmente,
pueden ser cultivadas in vitro con facilidad o pueden encontrarse libres en el medio ambiente.
Actualmente hay 6 especies de Brucella “clasicas” caracterizadas, las cuales se han clasificado
en funcién del hospedador de preferencia, patogenicidad y caracteristicas microbiol6gicas,
bioquimicas y antigénicas: B. melitensis, B. suis, B. abortus, B. canis, B. ovis, B. neotomae
[7,8,9]. Entre estas, B. melitensis y B. abortus son las causantes de la brucelosis en caprinos y
bovinos respectivamente; B. suis y B. canis causan la brucelosis porcina y canina, mientras que
B. ovis infecta carneros causandoles epididimitis. B. neotomae solamente fue encontrada en
ratas del desierto. Cuatro de esas especies son patogénicas para el hombre: B. melitensis, B.
suis, B. abortus y B. canis, mencionadas en orden decreciente de virulencia. En los Gltimos
afios se realizaron nuevos aislamientos a partir de mamiferos marinos y de roedores de campo,

incorporando 3 nuevas especies: B. ceti, B. pinnipedialis y B. microti. No esta claro el grado de
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virulencia ni de infectividad de las cepas marinas B. ceti y B. pinnipedialis, pero si ha sido
demostrado que B. pinnipedialis es capaz de infectar al hombre [10]. Aunque cada especie
tiene un hospedador de preferencia, la mayoria son capaces de infectar a mas de un
hospedador alternativo, siendo sélo unas pocas las que poseen un Unico hospedador (Tabla I-
1) [11]. En los ultimos afios se reportaron nuevos aislamientos de Brucella de mandriles y
pacientes humanos, constituyendo cepas novedosas que no pueden agruparse con ninguna de
las especies descriptas hasta el momento Tabla I-1) [8]. Aunque el ser humano es susceptible
a la infeccion con algunas especies de Brucella, no es en ningln caso su reservorio natural, ya

que el contagio humano-humano es practicamente inexistente.

Tabla I-1. Caracteristicas de las especies que componen el género Brucella .

Animales Dosis

Especie hospedadores Morfologia infectiva Virulencia Biotipos Ao  Ref.

Clasicas

B. melitensis Ovejas, cabras, camellos lisa 10-10° muy alta 1-3 1897 [7]
Cerdos, jabalies, renos,

B. suis caribles, roedores, lisa 10° - 10* alta 1-5 1914  [7]
liebres

B. abortus Ganado bovino, bufalos, lisa 10° media 179 1897  [7]
yaks, camellos

B. canis Caninos rugosa 10° baja - 1968 [12]

B. ovis Ovejas, cabras, camellos rugosa NR NR - 1953 [13]

B. neotomae Ratas del desierto lisa NR NR - 1957  [14]

Recientes

B. ceti Marsopas, delfines, lisa NR NR - 1994 [15]
ballenas

B. pinnipedialis  Focas lisa NR e - 1994  [16]

B. microti Zorros rojos, roedores de lisa NR NR - 2007 [17]
campo

Futuras?

B. inopinata NR lisa NR e - 2008  [18]

Aislamientos de v, yrijes NR NR NR : 2008 [19]

mandriles

BO2 NR lisa NR Vi - 2009 [20]

NR: No reportado. Dosis infectiva expresada como bacterias por persona. Afio: afio de aislamiento.
*Biotipo 7 bajo revision, podria tratarse de un cultivo mixto. ** Aunque algunos pocos casos de brucelosis
humana han sido reportados, el grado de la virulencia no esta determinado.

Especies y biotipos de Brucella

Como ya se menciond, el género Brucella esta comprendido por 9 especies: 6 especies
“clasicas” y 3 especies ‘recientes”. Los primeros estudios de hibridizacién de ADN-ADN
realizados sobre las 6 especies clasicas revelaron un altisimo grado de identidad entre las
mismas (>90%). Con el advenimiento de la secuenciacién y comparacion de genomas entre las
diferentes especies, se observd una amplia conservacion en la sintenia y secuencia de los
genes. Por ejemplo, los andlisis de los genomas de B. abortus, B. melitensis y B. suis,
muestran que estas especies poseen mas del 98% de identidad en mas del 90% de los genes
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[9,11]. Incluso se ha propuesto, basandose en el alto nivel de conservacion a nivel genético,
que deberia existir un Unico género monoespecifico, denominado Brucella melitensis y que el
resto de las especies deberian considerarse biovariedades del mismo. Sin embargo, las
marcadas diferencias entre los hospedadores y otras evidencias obtenidas con técnicas

moleculares mas recientes hicieron que la propuesta fuera desechada [9,11,21,22,23].

Dentro de las principales especies se reconoce la existencia de biotipos. A saber, B.
melitensis presenta 3 biotipos (1-3), B. abortus 7 (1-6, 9) y B. suis 5 (1-5) (Tabla I-1). Las
técnicas clasicas de tipificacion de especie y hiotipo se basan en las diferencias de preferencia
de hospedador y patogenicidad, sensibilidad a fagos, produccion de H,S, requerimiento de
CO,, tinciones y aglutinacién con antisueros monoespecificos entre otras. Por ejemplo, B. suis
es la especie mas heterogénea con 5 biotipos, ademas cada biotipo tiene hospedadores

preferenciales y diferentes grados de virulencia en humanos (Tabla 1-2) [24].

Tabla I-2. Caracteristicas de los biotipos  Brucella suis .

Biotipo  Animales hospedadores  Virulencia en humanos

1,3 Cerdos alta
2 Jabalies, liebres baja
4 Renos, caribles alta
5 Roedores NR

NR: No reportado.

Con el desarrollo de la secuenciacibn de genomas completos, nuevas técnicas
moleculares de tipificacion estan siendo implementadas, las cuales permiten distinguir
diferencias genéticas incluso a nivel de biotipo. La tipificacién por métodos clasicos de las
especies de Brucella y sus biotipos correlacionan casi a la perfecciéon con la tipificacion

realizada por métodos moleculares (Figura I-1) [21,25].

15



Introduccion

B. abortus

B. pinnipediae

B. neotomae %

B. suis

b3

b4

B. nis ; :
B. melitensis

adaptado de [25]

Figura I-1. Relacion filogenética entre especies y biotipos de Brucella .

Andlisis de maxima parsimonia de 21 cepas de referencia de Brucella usando informaciéon obtenida a
partir de 71 marcadores moleculares VNTRs (por Variable Tandem Repeats). Las relaciones entre las
especies y sus biotipos reproducen casi exactamente lo observado por métodos clésicos de tipificacion.

Brucelosis humana

La brucelosis humana puede ser considerada una enfermedad socioeconomica ya que
su incidencia esta correlacionada con el estatus econémico de diferentes regiones y paises en
todo el mundo. En paises como Estados Unidos o Suiza, las tasas de infeccién son menores a
0,5 casos por millon, considerandose libres de brucelosis. Paises como Siria tienen tasas
superiores a 1600 casos por millén, donde la enfermedad es endémica. Muchos paises se
encuentran libres de brucelosis gracias a grandes inversiones y programas de vacunacion

extensiva [4].

El contagio entre humanos no es significativo y se considera a la brucelosis como una
zoonosis estricta. Sin embargo, se han reportado casos esporadicos de transmision lateral y
congénita, o por transfusiones sanguineas y transplantes de médula 6sea [26,27,28,29,30,31].
Virtualmente todas las infecciones derivan del contacto con animales infectados o consumo de
productos derivados de los mismos. Es frecuente el contagio por consumo de lacteos
contaminados no pasteurizados y, en menor medida, por carnes infectadas no cocidas [7,32].
Ademas, lo més frecuente es el contagio por contacto con las secreciones, fluidos y tejidos de
animales infectados. En paises desarrollados, la brucelosis es considerada una enfermedad
ocupacional, ya que trabajadores de diferentes areas relacionadas con la ganaderia suelen
tener mayor incidencia de contagio. Estos son trabajadores rurales, veterinarios, transportistas
de ganado y leche, lavadores de los coches de transporte y trabajadores de mataderos,
frigorificos y curtiembres [33,34,35,36]. También ocurren casos de contagio por manipulacion
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del patégeno, como ocurre con trabajadores de plantas de produccion de vacunas y antigenos,
o con personal de laboratorio, siendo este Ultimo el que presenta el mayor nimero de reportes
las mayores cifras de contagio laboral reportadas [37,38,39]. B. melitensis es la especie

encontrada en la mayoria de los casos de brucelosis humana, seguida por B. abortus.

Las vias mas comunes de entrada de Brucella suelen ser a través de las mucosas, la
via oral y nasal, por laceraciones en la piel, y también a través de las membranas conjuntival y
vaginal [35,40]. Brucella puede atravesar el epitelio de las mucosas, localizarse en nodulos
linfaticos y colonizar células fagociticas. En los dias subsiguientes a la infeccién, la bacteria
replica dentro de las células hasta lisarlas, alcanzando el sistema circulatorio. Una vez que esto
ocurre, el patdgeno puede colonizar los sistemas nervioso central y periférico, gastrointestinal,
hepatobiliar, genitourinario, musculoesquelético, cardiovascular y linforeticular. Los sintomas
clinicos del cuadro agudo pueden ser una subida abrupta de la temperatura corporal, fiebre
ondulante, sudoracion nocturna, fatiga, anorexia, pérdida de peso, jagueca, mialgia o artralgia.
El tiempo de incubacion puede durar entre 7 a 60 dias, siendo lo mas usual experimentar
sintomas desde el dia 14 al 30 [1,36,41,42]. La tasa de mortalidad por brucelosis es muy baja
(< 0,1%). En los casos en que resulta fatal, las causas suelen ser un diagndstico o tratamiento
tardio: cuando Brucella ya dafié el endocardio produciendo endocarditis o se generé una

neurobrucelosis produciendo meningitis 0 abscesos cerebrales [43].

Brucelosis an imal

Los signos de la brucelosis en animales pueden variar de acuerdo a la especie animal
infectada y la especie y cepa de Brucella involucrada. La infeccion raramente es letal; suele
tener desde sintomas suaves y subclinicos hasta manifestaciones mas severas, principalmente
en animales prefiados. Tanto los animales de granja como los animales salvajes pueden ser
infectados por Brucella, siendo estos Ultimos un reservorio natural para la bacteria. La mayoria
de los animales de granja en el mundo son susceptibles a Brucella. La brucelosis bovina,
caprina, porcina y ovina tienen un alto impacto en la industria ganadera, siendo B. abortus, B.
melitensis y B. suis los principales responsables de pérdidas millonarias en todo el mundo. Se
estima que soélo la brucelosis bovina causa pérdidas anuales por u$s 600 millones en America
Latina [44].

En el caso particular de la brucelosis bovina, B. abortus puede ser encontrada en la
leche, fluidos vaginales, orina, excrementos y tejido placentario. En los animales, la infeccion
puede causar abortos durante el Gltimo trimestre de gestacién, nacimiento de terneros débiles,
infertilidad en hembras y machos, disminucién o interrupcién de la lactancia y disminucion de
peso. Luego del primer aborto, las hembras pueden volver a quedar prefiadas y dar a luz,

aunque su fertilidad puede verse reducida. La cria puede infectarse por transmision vertical de

17



Introduccion

la enfermedad. La bacteria permanece en los fluidos de la madre perpetuando la infeccion en el
rodeo [21,45,46].

Esta enfermedad disminuye la productividad de los rodeos infectados, tanto en los
animales destinados para faena como para tambos, impactando fuertemente en la economia.
Ademas, genera importantes restricciones y trabas nacionales e internacionales para el

comercio de animales y productos derivados.

Vacunas

En la actualidad, las vacunas mas comercializadas para la prevencion de la brucelosis
en animales estan basadas en las cepas B. abortus S19, B. abortus RB51 y B. melitensis Revl.
En bovinos se utilizan las cepas S19 y RB51 mientras que en caprinos y ovinos, la cepa Revl.
No existen vacunas disponibles para otros animales o para humanos. Las 3 vacunas son cepas
vivas atenuadas e inducen una fuerte respuesta celular. Las vacunas de bacterias muertas
suelen inducir una respuesta principalmente humoral y, en el caso de Brucella, la respuesta
celular es mucho mas protectora que la respuesta humoral, y por ello se utilizan cepas vivas de
Brucella como vacunas. Las desventajas que presentan las cepas vacunales de Brucella son
que al ser aplicadas en animales prefiados pueden causar abortos y son potencialmente

patogénicas para humanos [35,47,48,49,50].

Las cepas S19 y Revl son lisas y generan anticuerpos contra el antigeno-O del
lipopolisacarido (LPS), haciendo més dificil y costosa la distincion entre animales vacunados e
infectados. La cepa RB51 es rugosa y no presenta este problema; sin embargo es resistente a
rifampicina, un antibiético ampliamente empleado en el tratamiento para brucelosis (ver seccion
Tratamiento). RB51 tiene ademas mucha variabilidad en sus efectos protectores contra los
abortos, dependiendo de la dosis y la via de administracién [51,52,53,54].

Brucelosis en Argentina

En Argentina, la brucelosis bovina es un problema sanitario y econdémico de gran
importancia. En un estudio realizado en el afio 2002 se estimé que entre el 10-13% de los
rodeos se encuentran infectados con B. abortus, siendo la tasa individual del 4-5%. Las
pérdidas anuales so6lo asociadas a brucelosis bovina se estimaron en u$s 60 millones para
dicho afio. También se han reportado casos de brucelosis en cabras, ovejas, cerdos y perros,
aunque no existen datos precisos acerca de la incidencia nacional de la brucelosis en los
animales mencionados. Entre 1993 y 1995 se reportaron 212 casos de brucelosis humana en
Argentina. La mayoria de los casos estan localizados en zonas rurales que carecen de control
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sobre la enfermedad en los animales y se considera que la incidencia de esta enfermedad en
regiones aisladas esta bastante subestimada [55]. La prevalencia de muestras positivas para
brucelosis en bancos de sangre en el pais es del 1% aproximadamente, estimando una
incidencia de 10.000 a 20.000 casos totales en la poblacién, un nimero mucho mayor que los

reportados (Wallach, Comerci, comunicacién oral) [4,7,55].

En la Argentina es obligatorio vacunar a las terneras entre los 3 y 8 meses de edad con
la vacuna S19, y en el caso de animales adultos sin vacunar, como ocurre con la mayoria de
los rodeos en Argentina, también se puede usar la vacuna RB51. Si bien la campafia de
vacunacion ha sido intensa, adn no se ha logrado eliminar completamente a B. abortus del
ganado bovino [56]. La aparicién de la brucelosis en humanos se encuentra asociada a la
enfermedad en el ganado. Para lograr un adecuado control de la enfermedad en el hombre es
fundamental el desarrollo de programas de vacunacion de ganado. Asimismo, la vigilancia
epidemioldgica en la poblacién expuesta es fundamental, ya que un diagnéstico y tratamiento
temprano permite mayor efectividad en la cura, recuperacion mas rapida y evita complicaciones
secundarias. La vigilancia se torna un elemento clave dentro de los programas de prevencion y
control [57].

Diagnostico

Hay una gran cantidad de técnicas utilizadas para la deteccién de Brucella en pacientes
y animales. A éstas se las puede dividir en ensayos seroldgicos (deteccién indirecta) que
detectan anticuerpos contra Brucella, ensayos moleculares que detectan algin componente
molecular del patégeno (deteccion directa) y cultivo (prueba definitiva). Algunos ejemplos de
pruebas seroldgicas son el ensayo estandarizado de aglutinacion (SAT o Wright) y variaciones
del mismo con el agregado de EDTA o reductores como -mercaptoetanol (2-ME) o ditiotreitol
(DTT), prueba de Rosa Bengala (RB), prueba de Fijacion del Complemento (FC), ELISA
indirecto para anticuerpos anti-LPS y Ensayo de Polarizacion de la Fluorescencia (FPA). En lo
gue respecta a las pruebas moleculares, las mas utilizadas son la PCR o PCR en Tiempo Real.
El diagndstico por cultivo se suele realizar con la técnica de Ruiz-Castafieda y es considerado
la prueba definitiva; aunque es un método poco sensible, son necesarios varios dias para
obtener el resultado y se requiere de personal calificado e infraestructura apropiada para
manejar un patégeno de Nivel de Bioseguridad-3 como es Brucella [7,58,59]. En la
confirmacion del diagnéstico de brucelosis se utiliza mas de una técnica de deteccion indirecta
[3,41,58,59,60].

El ensayo de seroaglutinacion (SAT) es el método de diagndstico mas comun y fue

desarrollado hace mas de 110 afios por Writgh y Smith [61]. EI SAT detecta principalmente la

presencia de anticuerpos contra el antigeno-O del LPS de Brucella. Gracias a la reactividad
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cruzada, la prueba es capaz de detectar a la mayoria de las cepas de Brucella, con excepcién
de las rugosas. Algunas de las desventajas del método son que no sirve para pacientes que no
presentan seroconversion, la imposibilidad de detectar cepas rugosas (como B. canis y B. ovis)
y la eventual reactividad cruzada con los antigenos-O de otras bacterias lisas como Yersinia
enterocolitica O:9, Escherichia hermanni, Escherichia coli 0:157, Salmonella O:30 y Vibrio
cholerae O:1, entre otras. Tampoco es Util para hacer un seguimiento de la bacteriemia, ya que
los titulos pueden mantenerse elevados por tiempos prolongados. Algunas variaciones del
SAT, como el agregado de EDTA, DTT 6 2-ME, se utilizan para disminuir los falsos positivos
[3,7,41,58,60].

Tratamiento

Los casos de brucelosis suelen tratarse con la administracién de antibiéticos. También
se suministran drogas capaces de paliar la sintomatologia y se realizan intervenciones
quirdrgicas para tratar las focalizaciones infecciosas en casos graves, como por ejemplo,
endocarditis, abscesos cerebrales, epidurales, esplénicos o hepaticos u otros casos que
involucren cepas resistentes a antibiéticos [43,62]. Aunque Brucella suele ser sensible a la
mayoria de los antibidticos, los méas efectivos son Doxiciclina, Estreptomicina, Rifampicina,
Ofloxacina, Ciprofloxacina, Gentamicina y Trimetoprima-sulfametoxazol. Los tratamientos
suelen constar de administraciones orales, intramusculares o intravenosas de un solo
antibidtico o combinaciones de ellos. El tiempo de la terapia dura, tipicamente, 6 semanas
aunque puede extenderse hasta un afio para casos graves como los de endocarditis. La
efectividad de la antibioticoterapia es del 80%, fracasa en el 1-5% de los casos y la re-aparicion
de la infeccion ocurre en el 5-10% de los pacientes. La persistencia de la infeccion puede ser

explicada porque los antibiéticos no alcanzan los focos de infeccién [3,7,43,62].

Brucella como arma bioldgica

Brucella es considerado un agente potencial de bio y agroterrorismo. Tiene las
caracteristicas adecuadas para ser usado contra poblaciones humanas y agropecuarias:
altamente infectiva, facilmente aerosolizable, estable en la produccion, almacenamiento y
liberacion, causante de alta morbilidad pero baja mortalidad, ausencia de vacunas preventivas
para humanos y produccion de elevadas pérdidas econémicas. Ademas, se pueden generar
cepas multiresistentes a antibioticos y, una vez liberada la bacteria, el foco infeccioso queda
relativamente contenido en la zona atacada ya que no es transmitido de humano a humano y
las bacterias no suelen sobrevivir en estado libre por un tiempo prolongado. Debido a sus
caracteristicas, Brucella fue incluida en la mayoria de los programas de desarrollo de armas

biolégicas de diversos paises. Estados Unidos hizo con B. suis su primer arma biologica, y las
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primeras pruebas con bombas cargadas con el patégeno se hicieron en 1952. También la
URSS generé armas con cepas multiresistentes de Brucella y perfeccioné tecnologias para la
diseminacién de las bacterias, haciendo extensivas pruebas a campo. Sin embargo, en la
actualidad ninguno de estos paises cuenta con un programa ofensivo de investigacién activo
en Brucella [63,64,65].

Caracteristicas del género Brucella

Relacion con otros grupos taxondomicos

Segun el andlisis de la secuencia de la subunidad 16S del ARNTr, el género Brucella se
ubica en la clase a—proteobacterias, en el subgrupo a2, dentro del orden Rhizobiales en la
familia Brucellaceae. El subgrupo o2 estd compuesto por miembros muy similares
genéticamente, que presentan diferencias en la secuencia 16S ARNr menores al 7%. La
mayoria de ellos tienen tendencia a formar interacciones estrechas, muchas veces

intracelulares, con células eucariotas [66,67].

Las a-proteobacterias son bacterias Gram-negativas con una vasta variedad de
subdivisiones, formas de vida y nichos ecolégicos. Es la clase bacteriana conocida con mayor
diversidad y abundancia en el planeta, encontrandose en hébitats tan diversos como suelos
terrestres, aguas superficiales, suelos oceanicos y areas volcanicas entre otros. Los
microorganismo que pertenecen a esta division son de vida libre o asociados a diversos
organismos eucariotas de manera extra o intracelular. Las bacterias pertenecientes a esta
clase han desarrollado diversas estrategias para establecerse intracelularmente, ya sea como
patégenos o simbiontes en plantas, mamiferos, nematodos, artrépodos y amebas (Figura 1-2)
[68,69]. La tendencia a la asociacidon con células eucariotas puede incluso llevar a una vida
intracelular obligada. El estilo de vida intracelular y las evidencias basadas en los analisis de
secuencias llevaron a la postulacion de la Teoria Endosimbionte la cual sostiene que un

ancestro de las a—proteobacterias dio origen a las mitocondrias [70,71].
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Figura I-2. Filogenia de las a~—proteobacterias.

Arbol filogenético construido a partir de las secuencias de genomas completos: se muestra una especie
representativa de cada cluster.

El orden Rickettsiales posee varias especies parasitas intracelulares que infectan y
replican en células animales de artrépodos y mamiferos, como es el caso de Rickettsia spp.
(algunas patogénicas para humanos) y de Wolbachia spp. Dentro del orden Rhizobiales se
encuentran Bartonella spp., parasitos intracelulares que pueden infectar artropodos y también
mamiferos; las especies simbiontes de plantas como Rhizobium spp., Mesorhizobium spp.,
Sinorhizobium spp. y Bradyrhizobium spp.; y patégenos de plantas como Agrobacterium spp.
La familia Brucellaceae contiene los géneros Brucella, Mycoplana, Ochrobactrum,
Pseudochrobactrum, Daeguia y Crabteela. El género mas relacionado filogenéticamente y
fenotipicamente con Brucella es Ochrobactrum [21]. El género Ochrobactrum esta compuesto
por especies muy diversas que suelen ser aisladas de suelo y se caracterizan por ser no
infectivas, sin embargo estan reportados aislamientos a partir de plantas y animales.
Ochrobactrum anthropi causa ocasionalmente infecciones en humanos que en general se
encuentran inmunocomprometidos. Incluso, ciertos autores proponen que debido a la estrecha
cercania genética, las especies de Brucella deberian pertenecer al género Ochrobactrum. Sin
embargo, las diferencias tan grandes entre Ochrobactrum y Brucella, como lo es la
patogénesis, hacen que la nomenclatura clasica prevalezca y la unién de los géneros sea por
ahora un tema de debate académico [72].

Es destacable la cercania filogenética que tiene Brucella con otros miembros de
Rhizobiales, en especial bacterias simbiontes y patégenos de plantas que, al igual que

Brucella, tienen la capacidad o el requerimiento de vivir en asociacion con células eucariotas
(Figura 1-3) [21,73].
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Figura I-3. Relacion filogenética entre distintas Rhizobiales .
Andlisis filogenético basado en 648 proteinas ortdlogas de diferentes a-proteobacterias completamente
secuenciadas. La escala muestra sustituciones por sitio.

Por muchos afios se pensé que todas las bacterias poseian un Unico cromosoma circular en el
gue estaban codificadas todas las funciones celulares esenciales. Sin embargo, desde
comienzo de los afios 90 se fueron descubriendo cada vez mas bacterias con mas de un
cromosoma. Todas las cepas de Brucella conocidas poseen un genoma complejo conformado
por 2 cromosomas, con la excepcion del biotipo 3 de B. suis que posee un Unico cromosoma
[74,75]. La caracteristica de poseer 2 cromosomas es también compartida con otras
proteobacterias patdégenas, en especial a-proteobacterias (Tabla 1-3) [76]. Aunque todavia el
debate continda, se postula que la funcién del cromosoma |l reside en la adaptacioén al estilo de
vida intracelular de dichos patdégenos. El cromosoma | es usualmente mas grande que el
cromosoma |l y alberga en proporcion una mayor cantidad de genes asociados a funciones
vitales. El cromosoma Il, aunque también contiene genes vitales, codifica una mayor proporcion

de genes con funciones aun no caracterizadas [76].

Tabla I-3. Caracteristicas genémicas de  diferentes especies de proteobacterias.

Especie Clase Cl (Mpb) CIl (Mpb) relacién CI/CIl Patogénica
Agrobacterium tumefaciens C58 Alfa 2,84 2,08 1,37 Si
Brucella abortus S19 Alfa 2,12 1,16 1,83 No
Brucella melitensis 16M Alfa 2,12 1,18 1,80 Si
Brucella abortus 2308 Alfa 2,12 1,16 1,83 Si
Brucella suis 1330 Alfa 2,11 1,21 1,75 Si
Ochrobactrum anthropi ATCC 49188 Alfa 2,89 1,90 1,52 Si
Paracoccus denitrificans PD1222 Alfa 2,85 1,73 1,65 No
Rhodobacter sphaeroides 2,4,1 Alfa 3,19 0,94 3,38 No
Burkholderia mallei NCTC 10229 Beta 3,46 2,28 1,51 Si
Burkholderia pseudomallei 1710b Beta 4,13 3,18 1,30 Si
Ralstonia eutropha H16 Beta 4,05 2,91 1,39 No
Vibrio cholerae 0395 Gamma 3,02 1,11 2,73 Si
Vibrio fischeri ES114 Gamma 2,90 1,33 2,18 No
Vibrio vulnificus CMCP6 Gamma 3,28 1,84 1,78 Si
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Este tipo de organizacion genética es comun entre las a2-proteobacterias, de hecho
varios otros miembros del grupo presentan genomas complejos con méas de un replicén, como
es el caso de los simbiontes de plantas R. leguminosarum y S. meliloti o del fitopatégeno

Agrobacterium tumefaciens (Figura I-4) [75,76].

A, vitis

R. meliloti

A. tumefaciens beta and gamma groups

R. fredii

R. leguminosarum

A. rhizogenes

B. japonicum

B. melitensis
M —_——

P. myrsinacearum 4
yrsa dimorpha ©. anthropi

B, quintana R. capsulatus (o3)

R. sphaercides (013)

adaptado de [75]

Figura I-4. Relacion filogenética entre distintas a2-proteobacterias.

Arbol filogenético donde se muestra la organizacion genémica de organismos que pertenecen al subgrupo
a2-proteobacterias (se incluyen a las especies de Rhodobacter que son del subgrupo a3). Los
organismos con genomas complejos se encuentran subrayados.

El cromosoma | de Brucella tiene en promedio 2,095 Mpb y el cromosoma Il 1,202 Mpb,
sumando un total de 3,297 Mpb [74]. Los patrones de expresion de un cromosoma y otro
difieren significativamente. Como ocurre en otros taxones, el cromosoma | codifica en general
las funciones de mantenimiento celular mientras que el cromosoma Il codifica en mayor

proporcién, factores involucrados en la virulencia de Brucella [77].

Tréfico Intracelular

Brucella tiene la capacidad de invadir y replicar dentro de una gran variedad de células
de mamiferos, incluyendo a macréfagos, células dendriticas (CDs), células epiteliales y
trofoblastos placentarios [40]. En macrofagos, Brucella redirige la via endocitica para evitar la
muerte por los mecanismos bactericidas de la misma y logra establecerse en su nicho
replicativo intracelular, el cual es un compartimento membranoso derivado de reticulo

endoplasmico (RE).
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Al establecer contacto con la membrana celular, las bacterias adheridas se acumulan,
formando microcolonias [78]. Posteriormente ingresan a la célula por macropinocitosis. En este
proceso es necesaria la presencia de lipid rafts (balsas lipidicas) en la membrana. Los lipid
rafts se caracterizan por ser porciones de membrana o microdominios, ricos en esfingolipidos y
colesterol [79]. Una vez dentro de la célula, Brucella se localiza en una vacuola especializada
denominada BCV (por Brucella Containing Vacuole) (Figura I-5). Las bacterias que ingresan a
la célula por interaccién con lipid rafts son capaces de evitar la via endocitica degradativa,
mientras que las BCVs que se forman a partir de Brucella opsonizada (lipid raft-independiente)
0 con la estabilidad de los lipid rafts comprometida, no pueden controlar el trafico

correctamente y derivan en fagolisosomas [80,81,82].

Las BCVs tempranas son rapidamente acidificadas por la ATPasa vacuolar de H" y por
la interaccidn transitoria con lisosomas, que disminuyen el pH hasta 4-5, lo cual es esencial
para la activacion de los genes de virulencia de Brucella, como el Sistema de Secrecion Tipo IV
(SST4) [83,84]. Hay evidencias que muestran que las BCVs interactian con elementos de la
via endocitica, formando interacciones con endosomas tempranos, tardios y fusiones limitadas
con lisosomas. Luego, las BCVs intermedias interactian con los sitios de salida del RE
(ERES), captando las vesiculas de transporte recubiertas de COPII y fusiondndose al RE. Alli
forman BCVs multimembranosas con numerosos marcadores de RE (como sec61p, calnexina y
calreticulina) y no presentan marcadores lisosomales tipicos, como LAMP-1. Este es el nicho
replicativo de Brucella, que se denomina BCV replicativa o brucelosoma [84,85]. Luego de 12
horas de la entrada a la célula, Brucella replica extensivamente sin restringir las funciones
celulares bésicas ni inducir dafio aparente al hospedador. Las BCVs replicativas se multiplican,
dando origen a nuevas BCVs hijas individuales. Probablemente este sea un proceso de fision

de una BCV madre en dos BCVs hijas luego de tomar membranas derivadas de RE [80].
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Figura I-5. Modelo simplificado del trafico intracelular de Brucella

Después de la entrada a través de los lipid rafts de la membrana celular, las bacterias se localizan en
vacuolas especializadas llamadas Brucella Containing Vacuoles (BCVs) que trafican por parte de la ruta
endocitica. Estas interactiian secuencialmente con los compartimentos tempranos (amarillo) donde la
vacuola adquiere marcadores como LAMP-1. Luego interactla con los endosomas tardios (verde) antes
de fusionarse limitadamente con lisosomas (rojo). Si el proceso de maduracion de los fagosomas no
puede ser modificado y éstos derivan en fagolisosomas, como ocurre con algunas mutantes, las bacterias
son eliminadas. Las BCVs intermedias interactian con los sitios de salida del RE (ERES) para luego
fusionarse al RE (azul) y generar BCVs replicativas derivadas de RE (brucelosoma).

Condiciones del brucelosoma

Las BCVs replicativas tienen un pH cercano a 5, un poco mayor que el de las BCVs
tempranas e intermedias. Dentro del brucelosoma hay poca disponibilidad de nutrientes, baja
tension de oxigeno, presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) y
estrés nitrosativo [86,87,88]. Aunque se sabe poco sobre la composicion de nutrientes
disponibles en las BCVs replicativas, analizando los genes de sintesis y transporte de
metabolitos que Brucella requiere para la replicacion intracelular se puede inferir que el
brucelosoma es pobre en nutrientes, principalmente en aminoacidos (valina, leucina,
isoleucina, aspartato, treonina, histidina, fenilalanina, glicina, serina, lisina, prolina, alanina,
glutamato, triptofano, tirosina, metionina, cisteina), purinas, pirimidinas, iones inorgénicos
(Mg*, Mn**, Zn”* y Fe), cofactores (hemo, coenzima A), azucares y vitaminas (pantotenato,
piridoxal fosfato) [87,88,89,90,91,92].
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Mecanismos y factores de virulencia

Hasta la actualidad no se han descripto factores de virulencia clasicos en Brucella
como exotoxinas, exoenzimas, citolisinas, capsulas, fimbrias, plasmidos, fagos lisogénicos,
formas de resistencia a antibidticos, variacion antigénica, LPS endotoxico, inductores de la
apoptosis o islas de patogenicidad [88,93]. La patogenicidad de Brucella reside en la habilidad
para entrar al organismo, invadir “silenciosamente” las células y adaptarse a las condiciones
ambientales intracelulares de los diferentes compartimentos. Las condiciones encontradas
intracelularmente son muy variadas y hostiles, como el pH &cido del fagosoma, péptidos
antimicrobianos lisosomales, baja tension de oxigeno, presencia de ROS y RNS, estrés
nitrosativo y escasez de nutrientes [86,87]. A continuacion se enumeran algunos factores de
virulencia de Brucella descriptos en la literatura, que ayudan a la bacteria a sortear los
obstaculos ya mencionados encontrados durante la infeccion del hospedador, y cuya

eliminacién deriva en cepas con fenotipos atenuados de infeccién de células o animales.

Brucella puede ingresar por via oral, y en ese caso la actividad ureasa, producto del
gen ure-2, es vital para que la bacteria sobreviva al pH acido del tracto digestivo. Esta enzima
hidroliza urea, generando una molécula de &cido carbodnico y dos moléculas de amoniaco,

protonandose el amoniaco a amonio y basificando consecuentemente el pH [94,95].

El LPS liso de Brucella es un débil inductor de la respuesta inflamatoria, de la
activacion del complemento y tiene baja actividad endotéxica. El lipido-A del LPS, cuyas
modificaciones son moduladas por el sistema de dos componentes BvrR/BvrS y BacA, tiene
acidos grasos mas extensos que los lipidos-A clasicos. Este componente del LPS seria el
responsable de evitar que Brucella genere una respuesta inflamatoria a escala general en el
hospedador. Por otro lado, la cadena-O del LPS es particularmente resistente a la degradacioén
por los macréfagos y se transporta a los MHC-II formando macrodominios que disminuyen la
capacidad de activar células T CD4’. Ademas, la cadena-O es inusualmente larga, con
aproximadamente 100 repeticiones del antigeno-O. La cadena-O es la que le confiere a
Brucella la capacidad de entrar a la célula usando lipid rafts, inhibir la fusion fagosoma-
lisosoma y prevenir la apoptosis del macréfago [68,88]. Ademas del LPS, Brucella cuenta con
otros moduladores de la respuesta inmune que son necesarios para el establecimiento en el
hospedador. La prolinracemasa (PrpA) promueve la produccién de la citoquina anti-inflamatoria
IL-10 provocando una inmunosupresion transitoria [96]. La proteina TcpB, que contiene un
dominio Receptor Toll/Interleuquina-1, interactta con los receptores de Tipo-Toll TLR2 y TLR4

suprimiendo la respuesta inmune del hospedador [97,98,99].
En la membrana de Brucella, se pueden encontrar los fosfolipidos fosfatidilcolina (FC) y

fosfatidiletenolamina (FE). La FC es un componente habitual de las membranas celulares

eucariotas, pudiendo ser hallada también en a-proteobacterias. En Brucella, la FC es
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sintetizada a partir de colina tomada del hospedador, y la FE se sintetiza a partir de FC. La
presencia de estos lipidos en la membrana de Brucella es necesaria para la exitosa infeccion

de células en cultivo o ratones [100,101].

En el periplasma de Brucella se encuentran glucanos ciclicos p-1,2 (CBG), tal como
sucede en otros Rhizobiales simbiontes y patégenos de plantas [102]. En todos los casos, es
necesaria la presencia de CBG para que se establezca correctamente la infeccion. Los CBG le
permiten a las bacterias patdgenas o simbiontes interactuar con sus respectivos hospedadores
eucariotas por un mecanismo aun desconocido. En el caso de Brucella, se propone que
desestabiliza los lipid rafts de las BCVs durante el trafico para evitar la fusion extensiva con
lisosomas y la correcta maduracion de los mismos [81].

Las condiciones de las BCVs tempranas (pH 4-4,5 y poca disponibilidad de nutrientes),
son las sefiales que disparan la transcripcion de los 13 genes del operén virB [103]. Este
codifica un Sistema de Secrecion Tipo IV (SST4) y estéa involucrado en la maduracion de las
BCVs [104]. Las BCVs de mutantes de Brucella deficientes en SST4, no realizan un trafico ni
maduran de manera normal ya que sufren fusidon extensiva con lisosomas y no pueden
interactuar con el RE. No se conocian efectores del SST4 VirB hasta el afio 2008, momento en
el que se identificaron 2 posibles proteinas sustrato: VceA y VceC, aunque sus funciones
bioldgicas aun no se conocen [105].

Brucella posee una Cu/Zn superdxido dismutasa en el espacio periplasmico
denominada SodC, que la protege del O, exdgeno proveniente del ataque del macréfago.
[106,107]. SodA, una Mn-superdxido dismutasa citoplasmatica, protege a la bacteria del O, de
origen enddgeno, generado por la respiracion aerébica [87,108]. En Brucella el sistema de
reparacion RecA es el Gnico factor de virulencia identificado en la reparaciéon de los dafios
causados al ADN por ROS, infiriéndose que el ambiente intracelular en altamente oxidante
[109].

En las BCVs replicativas, los complejos Citocromo ¢ oxidasa tipo-cbb3 y Citocromo bd
ubiquinol oxidasa son necesarios para mantener la respiracion de las bacterias a bajas
concentraciones de O,. El 6xido nitrico (NO) producido por la iNOS (6xido nitrico sintasa
inducible) del macréfago tiene efectos microbicidas sobre Brucella [110]. La enzima oxido
nitrico reductasa NorD de Brucella es un elemento clave en la detoxificacion de NO. Ademas,
debido a que la bacteria puede reducir nitrato, nitrito y oxido nitroso, Brucella podria usar NOz’

en lugar de O, como aceptor final de electrones en la respiracién [111].
Brucella genera una adaptacion metabdlica en el brucelosoma: se produce la activacién

de diversos genes involucrados en el metabolismo y el transporte de varios metabolitos. Los

productos de estos genes resultan necesarios para la replicacién intracelular, por lo que se los
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podria considerar factores de virulencia. Las rutas de biosintesis de las purinas, pirimidinas y
de varios aminoacidos son esenciales para la replicacion de Brucella. También resulta
necesaria la expresion de genes relacionados con el transporte de cationes divalentes: Mg?*,
Mn®* y Zn?* [87]. En el brucelosoma el hierro es captado por sideréforos como el acido 2,3-
dihidroxibenzoico (2,3-DHBA) y la brucebactina (un derivado del 2,3-DHBA), o a través de la
incorporacion del grupo hemo por el transportador BhuA. Las mutantes en Brucella de BhuA
son atenuadas y probablemente su funcion sea incorporar grupos hemo disponibles en el RE

de los macrofagos [112].

Los genes regulatorios claves en la adaptacion metabdlica son también importantes en
la virulencia de Brucella. La proteina LOV-histidina quinasa, un sensor de luz azul con una
flavina como croméforo, esta involucrada en la virulencia. La activacion de LOV-HK por la luz
incrementa la virulencia en Brucella. Se especula que las bacterias, una vez fuera del
hospedador, podrian sensar la luz traduciéndose en cambios que las harian aptas para volver a
infectar nuevamente [113]. Resultados aun no publicados de nuestro laboratorio muestran una
cascada de interacciones entre LOV-HK, reguladores de respuesta y proteinas del aparato
flagelar. Aunque Brucella es considerada una bacteria no movil, se ha observado la presencia
de un flagelo en ciertas condiciones de cultivo [114,115]. La funcion del flagelo no esta
determinada aln pero mutantes flagelares en Brucella son atenuadas en la infeccién de ratdn
[114]. Debido a la semejanza del flagelo con los Sistemas de Secrecidon de Tipo lll, se postula

que el flagelo podria funcionar como un sistema de secrecion en Brucella.

El sistema de dos componentes BvrR/BvrS esta codificado en el operén bvrRS y regula
de forma directa o indirecta decenas de genes. Algunos de estos genes estan relacionados con
la envoltura celular y la membrana externa: proteinas de membrana externa, chaperonas,
lipoproteinas, enzimas de sintesis de LPS y acidos grasos, sistemas de transporte y genes
flagelares [116,117]. Un ejemplo es SST4 VirB que estaria regulado de forma directa por BvrR
y de forma indirecta a través de VjbR [118]. El sistema BvrR/BvrS también regula la acilacion
correcta del lipido A del LPS y los genes del metabolismo del carbono y el nitrégeno [119].
Ademas, este sistema es necesario para la entrada celular, el trafico y la proteccidon contra
péptidos catiénicos provenientes de las interacciones transitorias de las BCVs tempranas con
los lisosomas y la activacién de metabolismos necesarios para replicar en el brucelosoma. Sin

embargo, la sefial que sensa la quinasa BvrR aun no se conoce.

A la fecha, han sido reportados varios genes reguladores de la transcripcion,
importantes en el establecimiento y la replicacién intracelular de Brucella. Generalmente, estos
reguladores son factores de transcripcién que regulan a algunos de los factores de virulencia
ya mencionados. Un ejemplo de este tipo de control son los reguladores VjbR, NoIR y BIXR,
que regulan el operén virB y a Hfq que a su vez regula al gen sodC. Otro regulador de la

transcripcion que no es un factor de transcripcion, cuya mutacion atenlia la virulencia en
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Brucella, es la enzima guanosina 5 -difosfato 3"-difosfato (ppGpp) sintetasa (Rsh). Rsh sintetiza
la alarmona ppGpp cuando las bacterias se encuentran en escasez severa de nutrientes. La
molécula ppGpp se une a la ARN polimerasa (subunidades B y B°) modificando su preferencia
por ciertos promotores, disminuyendo la transcripcion de una gran cantidad de genes
(incluyendo ARNr), y aumentando la expresion genes estan involucrados en la sintesis de
aminodcidos y otros metabolismos importantes para sobrellevar la privacion de nutrientes.
También, Rsh regula la transcripcion del mensajero de virB, cuya transcripcion es disparada

por la baja disponibilidad de nutrientes [120,121].

En resumen, los factores de virulencia de Brucella son un conjunto complejo de
determinantes moleculares que le confieren al patégeno la habilidad de sensar el ambiente y
producir cambios drasticos en su metabolismo y en el perfil de expresion de genes. Dichos
cambios le permiten a Brucella invadir células, modular y evadir al sistema inmune del
hospedador, sobrevivir a los mecanismos microbicidas y a las condiciones oxidantes para
finalmente construir el nicho replicativo y multiplicarse en ausencia de nutrientes dentro de la

célula infectada.

El metabolismo riboflavina y flavocofactores

La ruta biosintética

La riboflavina (vitamina B2) es un compuesto esencial y ubicuo en la naturaleza.
Bacterias, plantas, hongos y arqueobacterias son capaces de sintetizarla. Es el precursor
directo de los cofactores esenciales redox: flavin mononucléotido (FMN) y flavin adenin
dinucleétido (FAD) [122]. Los organismos que no producen riboflavina deben,
indefectiblemente, obtenerla mediante la dieta como un micronutriente, o a través de bacterias
saprdfitas, para sintetizar FMN y FAD. Estos son cofactores de flavoproteinas que participan en
una enorme cantidad de procesos fisiolégicos de la célula: en reacciones de deshidrogenacion,
oxidacion, transferencia de 1 6 2 electrones o hidroxilacion. Por ejemplo, las flavoproteinas
estan involucradas en procesos de respiracion celular, sintesis de macromoléculas como

acidos grasos, reparacion de ADN y sensado de luz [123,124].

La ruta de sintesis de la riboflavina en eubacterias y plantas es esencialmente igual a la
de hongos y arqueobacterias, con diferencias en la secuencia de eventos [122]. En
eubacterias, la biosintesis de riboflavina comienza con una molécula de GTP cuyo ciclo
imidazol es hidrolizado por la enzima GTP ciclohidrolasa 1l (GCH), dando lugar a 4,5-
diaminopirimidina. Esta es convertida en 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona por
una secuencia de deaminacion, reduccion de la cadena lateral y desfosforilacion. Las enzimas

fosforibosilamino pirimidina deaminasa (FPD), fosforibosilamino pirimidina reductasa (FUR) y
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monoéster fosforico hidrolasa (MFH) catalizan los pasos de dicha secuencia de reacciones
respectivamente. La ribulosa-5-fosfato, proveniente de la ruta de las pentosas fosfato, es
transformada a 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato por la butanona fosfato sintasa (BFS). La
lumazina sintasa (LS) condensa 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona y 3,4-
dihidroxi-2-butanona-4-fosfato dando como resultado 6,7-dimetil-8-ribitillumazina (lumazina). La
dismutacion de la lumazina, que es catalizada por la riboflavina sintasa (RS), resulta en una
molécula de riboflavina y una de 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona, la cual es
reciclada en la ruta metabdlica. La biosintesis de una molécula de riboflavina requiere en total
una molécula de GTP y dos moléculas de ribulosa-5-fosfato. Finalmente, la riboflavina es
fosforilada por la riboflavina quinasa (RK) para generar FMN, el cual es adenilado por la FAD
sintetasa (FS) para dar FAD (Figura 1-6).

Las enzimas involucradas en la ruta biosintética de la riboflavina suelen denominarse
con el nombre de Rib, seguido por el agregado de una letra (con la excepcién de la enzima
monoéster fosférico hidrolasa (MFH). Debido a la falta de un consenso explicito en la
nomenclatura de los genes rib, en muchos de los organismos anotados suele haber algunas
discrepancias en la letra usada para identificar a cada enzima. La notacion empleada en esta

Tesis es la encontrada mas frecuentemente en las bases de datos y en la literatura (Tabla I-4).

Tabla I-4. Enzimas de la ruta biosintética de la riboflavina.

Nombre  Enzima Numero EC
HADasa* Monoéster Fosférico Hidrolasa 3.1.3.-
RibA GTP Ciclohidrolasa Il 3.5.4.25
RibD Fosforibosilamino Pirimidina Deaminasa 3.5.4.26
Fosforibosilamino Pirimidina Reductasa 1.1.1.193
RibB Butanona Fosfato Sintasa 4.1.99.12
RibH Lumazina Sintasa 25.1.-
RibE Riboflavina Sintasa 25.1.9
RibC Riboflavina Kinasa 2.7.1.26
RibF FAD Sintetasa 2.7.7.2

* por HAD family hydrolase
EC: Enzyme Commission
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Una molécula de GTP y dos moléculas de ribulosa-5-fosfato son necesarias para la biosintesis de una
molécula de riboflavina, finalmente los cofactores FMN y FAD son obtenidos luego de la fosforilacion y

adenilacion de la riboflavina.
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Lumazina Sintasa

La enzima 6,7-dimetil-8-ribitillumazina sintasa (lumazina sintasa, LS) cataliza el
penultimo paso en la biosintesis de la riboflavina, condensando 5-amino-6-ribitilamino-
2,4(1H,3H)-pirimidinadiona y 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato, para generar 6,7-dimetil-8-
ribitillumazina (Figura 1-7). Las rutas de biosintesis de riboflavina en eubacterias, hongos,
plantas o arqueobacterias presentan pequefias variaciones en los primeros pasos enzimaticos,
pero los dos pasos que catalizan la LS y la RS estan estrictamente conservados en todos los

organismos.

FAD

Figura I-7. Sintesis de riboflavina.
La 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona (A) y la 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-fosfato (B) son
condensadas en 6,7-dimetil-8-ribitillumazina (lumazina) (C) por la lumazina sintasa (LS). La riboflavina (D)
es finalmente sintetizada por la riboflavina sintasa (RS), la cual condensa dos moléculas de lumazina para
dar una molécula de riboflavina y reciclar una molécula de 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-
pirimidinadiona de vuelta a la ruta.

Las LSs son homopolimeros de una misma unidad monomérica que se asocia en
homopentameros. A su vez, los homopentameros pueden estar libres, asociados en un arreglo
de 12 pentameros formando una capside icosaédrica o enfrentados por la misma cara
formando un dimero de pentameros. Por ejemplo, Bacillus subtilis posee una LS icosaédrica,
mientras que Saccharomyces cerevisiae, una pentamérica [125,126]. Si bien las secuencias
primarias y los arreglos cuaternarios de las diferentes LS pentaméricas, icosaédricas y
decaméricas son muy distintos, la estructura terciaria de los monémeros es esencialmente la
misma (Figura |-8) [127].
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adaptado de [127]

Figura I-8. Superposicién estructura | de monémeros de varias LSs.

Enzimas pentaméricas de S. pombe (amarillo), S. cerevisiae (celeste) y M. grisea (magenta). LSs
icosaédricas de B. subtilis (verde) y S. oleraceaspinach (naranja). Se muestra a la LS decamérica de B.
abortus en azul oscuro.

Un analisis filogenético y estructural de las LSs de eubacterias, hongos y plantas
realizado en nuestro laboratorio las clasifica en dos categorias: LSs Tipo-l, pentaméricas o
icosaédricas y LSs Tipo-Il, decaméricas [128]. Se denomina RibH o RibH1 a las LSs de Tipo-l y
RibH2 a las LSs de Tipo-ll. Los organismos que poseen una LS Tipo-ll también poseen
necesariamente otra LS Tipo-l. Este grupo esta constituido por eubacterias, mayoritariamente
a-proteobacterias, entre las que se encuentra Brucella spp. y los simbiontes de plantas

Rhizobium leguminosarum, Mesorhizobium loti y Sinorhizobium meliloti (Figura [-9) [129].
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Figura I-9. Analisis filogenético y de estructur  a cuaternaria de la fa milia de proteinas LS

Para el andlisis se tomaron en cuenta Unicamente las especies con genomas secuenciados que poseen
dos genes homodlogos que codifican proteinas de esta familia. Fueron incluidos en el estudio las RSs
relacionadas de arqueobacterias por tener estructura terciaria y cuaternaria similar a las LSs y todas
aquellas LSs provenientes de organismos que presentan una sola copia en sus genomas pero cuya
estructura ya habia sido caracterizada previamente. Las flecha negras muestran a las proteinas RibH de
Brucella spp. las flechas grises indican sus ortdlogos en rizobacterias. La RibH de Pfu* es la Unica
arqueobacteria analizada que se agrupa con las LSs Tipo-l.

Abreviaturas: Aae: Aguifex aeolicus, Afu: Archaeoglobus fulgidus, Ape: Aeropyrum pernix, Bab: Brucella abortus,
Basu: Bacillus subtilis, Bja: Bradyrhizobium japonicum, Bme: Brucella melitensis, Bsu: Brucella suis, Ccr: Caulobacter
crescentus, Eco: Escherichia coli, Fac: Ferroplasma acidarmanus, Mac: Methanosarcina acetivorans, Mgr:
Magnaporthe grisea, Mja: Methanococcus jannaschii, Mka: Methanopyrus kandleri, Mlo: Mesorhizobium loti, Mma:
Methanosarcina mazei, Mth: Methanobacterium thermoautotrophicum, Mtu: Mycobacterium tuberculosis, Nfa: Nocardia
farcinica, Pae: Pyrobaculum aerophilum, Pfl: Pseudomonas fluorescens, Pfu*: Pyrococcus furiosus, Psy:
Pseudomonas syringae, Rpa: Rhodopseudomonas palustris, Sce: Saccharomyces cerevisiae, Sipo: Silicibacter
pomeroyi, Sme: Sinorhizobium meliloti, Sol: Spinacea oleracea, Spo: Schizosaccharomyces pombe, Sso: Sulfolobus
solfataricus, Sto: Sulfolobus tokodaii.

RibH1 y RibH2 de Brucella spp.

RibH2 (en su momento denominada proteina citoplasmatica de 18 KDa) fue
originalmente aislada por el Dr. Goldbaum en el afio 1993 por inmunoabsorcion y separacion
por SDS-PAGE de una fraccidon citoplasmatica de B. abortus S19, usando un anticuerpo
monoclonal. RibH2 puede ser utilizada como antigeno en un ELISA de captura para discriminar
serolégicamente entre paciente humanos con brucelosis activa e inactiva (asintomatica), y
entre bovinos infectados y vacunados. Si bien 3 fragmentos polipeptidicos de la proteina fueron
secuenciados, hasta esel momento no se encontré similitud con ninguna proteina conocida
[130].
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Luego se publicaron trabajos que permitieron identificar al ORF que codifica al
antigeno. La secuencia completa de RibH2 de Brucella permitié identificarla como LS, aunque
con baja identidad de secuencia [131,132]. En el afio 1998 se logré clonar el ORF y se expresé
la proteina de forma recombinante [133]. Esta fue caracterizada extensivamente a nivel
estructural, estableciendo un novedoso arreglo cuaternario de dimero de pentameros
[133,134,135,136]. Ademas, algunos estudios preeliminares sobre la actividad enzimética de
RibH2 indicaron que posee actividad de LS [137]. La proteina fue renombrada Brucella
Lumazine Synthase (BLS). La actividad enzimatica LS in vitro de BLS es muy baja comparada
con la de otras LSs ya caracterizadas (Tabla I-5) [136]. En el afio 2005, al completarse la
secuenciacion de los dos cromosomas de Brucella abortus 2308, se identificé otro gen
paralogo a BLS. Los genes fueron nombrados ribH1 y ribH2 por sus ubicaciones en el
cromosoma | y Il respectivamente. RibH1 fue clonada, expresada, cristalizada y se determiné
su estructura tridimensional, estableciendo que cuenta con un arreglo cuaternario tipo
pentamérico [136]. Debido a la baja actividad enzimatica LS in vitro y la novedosa estructura
gue presenta RibH2, se especuld con que no era una verdadera LS. Con el descubrimiento de
RibH1, con estructura pentamérica “normal”, se postulé que ésta podria ser la “verdadera” LS
de Brucella y que deberia poseer una actividad enzimatica LS similar a las LS conocidas. Sin
embargo, al igual que RibH2, esta enzima presenta una baja actividad LS, ambas con una K

10-15 veces menor a las LS conocidas (Tabla I-5).

Tabla I-5. Propiedades enzimoldgicas de diferentes LS.

Enzima Kl (M)  Kw2 (uM)  Kear (S7)  Kear/ Kul (MS™)  Kear/ K2 (M s™)
Brucella spp. RibH1 90 125 0,006 67 48
Brucella spp. RibH2 10 4000 0,006 600 15
B. subtilis LS 8,6 55 0,056 6500 1020
S. cerevisiae LS 4,0 90 0,080 20000 880

Sustrato 1: 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona. Sustrato 2: 3,4-dihidroxi-2-butanona-4-
fosfato. En gris se resalta las bajas k. de las RibH de Brucella en comparacion con otras LS.

Todas las especies de Brucella secuenciadas hasta el momento codifican RibH1 vy
RibH2, y sus secuencias se encuentran conservadas. La identidad de secuencia entre ambas
proteinas es sumamente baja, alcanzando sélo el 21%. Sin embargo, ambos monémeros se
pueden superponer relativamente bien, con una desviacion cuadratica media de 1,50 A para
128 Ca alineados (Figura 1-10) [138].
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Figura 1-10. Superposicion estructural ~ de monémeros de RibH1 y RibH2 de  Brucella spp.

Elementos de estructura secundaria clave en la estructura de los mondmeros. Se pueden observar
algunas diferencias en la region f5-a4 y en la hélice a2. La hélice a4 estd involucrada en la asociacion
pentamero-pentamero.

La caracterizacion estructural y bioquimica de las proteinas RibH de Brucella fue objeto
de dos tesis de doctorado del laboratorio [138,139]. En ellas, se destacan los hechos de que
RibH2 tiene una organizacién cuaternaria de dimero de pentamero, novedosa para una LS y
propia de todas las RibH2, mientras que RibH1 tiene una estructura pentamérica. Ademas,
RibH2 es capaz de unir riboflavina, tal como lo hace la LS de Schizosaccharomyces pombe,
presentando constantes de disociacion (Kd) similares: 7 uM para RibH2 y 1,2 uM S. pombe
[127,140,141]. También se demostré que RibH2 une hemina (protoporfirina 1X- Fe3+) con una
Kd de 0,3 nM y que es capaz de coordinar al metal. Esto se evidenci6 por la presencia de la
Banda de Soret a 412 nm. Ademas, el Fe** se reduce a Fe* con el agregado de ditionito y

después es re-oxidado en presencia de O, (datos no publicados).

El resumen de las caracteristicas y diferencias entre RibH1 y RibH2 de Brucella al

momento de empezar esta Tesis se muestra en la Tabla I-6.

Tabla I-6. Resumen de las caracteristi cas diferenciales entre RibH1 y RibH2 de  Brucella .

Caracteristica RibH1 RibH2 Referencia
Longitud del Monémero (residuos) 157 158 [129,134]
Clasificacion LS Tipo-I LS Tipo-Il [128,129]
Arreglo cuaternario Pentamero Decamero [128,129,135]
Actividad LS in vitro kea (™) 0,006 s (muy baja) 0,006 s™ (muy baja) [128]
Localizacién genémica Cromosoma | Cromosoma |l [128]
Conforma el operon rib Si No [128]
Elemento regulatorio - Riboswitch RFN [128]
Kd Hemina - 0,3 nM [139]
Kd Riboflavina - 7 uM [139]
Involucrada en respuesta inmune No Si [139]
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Regulacion de la biosin tesis: riboswitch FMN

En B. subtilis mutaciones en el gen ribC/F (flavoquinasa/FAD sintetasa), que
disminuyen la actividad enzimatica, o mutaciones en una secuencia conservada que se
encuentra rio arriba del operén rib, denominada ribO, desregulan la sintesis generando una
sobreproduccién de riboflavina. Estas evidencias sugieren que la presencia de los derivados de
la riboflavina, FMN o FAD, inhiben la sintesis de riboflavina [142]. La secuencia denominada
ribO es en realidad una secuencia muy conservada y distribuida en eubacterias. Se determiné
que ribO codifica un ARNm que pertenece a una familia de ARNm regulatorios, denominados

“riboswitches”.

Los riboswitches son elementos regulatorios que se ubican en la region 5" no
codificante de ARNm y que regulan la expresion de genes en respuesta a la concentracion de
diversos metabolitos celulares. El sensado de los metabolitos por los riboswitches es realizado
por el dominio aptamero, el cual es responsable de la alta afinidad y especificidad entre el
complejo riboswitch-ligando. Otros dos dominios regulatorios en el ARNm no codificante son
los encargados de modular la transcripcion o traduccion. Se han descripto riboswitches en la
naturaleza capaces de sensar diversos metabolitos, a saber: adenina, adenosilcobalamina
(B12), FMN, guanina, 2’-deoxyguanosina, glucosamina-6-fososfato, glicina, lisina, Mgz+, 7-
aminometil-7-deazaguanina (preQ1), S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosilhomocisteina
(SAH), tiamina pirofosfato (TPP) y di-GMP-ciclico [143,144]. Ya han sido resueltas
tridimensionalmente algunas estructuras de dominios sensores con sus metabolitos (guanina,
adenina, TPP, SAM, Mg”', lisina y FMN), obteniéndose valiosa informacién acerca de su
selectividad y funcionamiento [144]. La gran mayoria de los riboswitches descriptos funcionan
modulando la expresién de los genes por medio de atenuacion transcripcional o traduccional
[145,146,147]. Los riboswitches suelen ser hallados en eubacterias, aunque también existen en
eucariotas y arqueobacterias, como es el caso de thi-box que codifica para un ARNm que
sensa TPP [146]. En general, regulan a los genes negativamente; sin embargo hay
excepciones en donde los riboswitches actian como activadores luego de la unién con el
metabolito [145,148].

El riboswitch que sensa FMN, denominado “riboswitch FMN”, esta codificado en una
secuencia conocida como rfn-box (por riboflavin-box, antes ribO). Dicha secuencia puede
regular genes de biosintesis o transporte de riboflavina. El riboswitch FMN funciona a través de
un feedback-loop negativo sobre el producto de los genes regulados, en donde se propone que
la unién de FMN al riboswitch inhibe la expresion del gen a nivel transcripcional o traduccional.
En general, las bacterias Gram-positivas se valen de la estrategia de represion transcripcional:
en presencia de FMN, el riboswitch puede forma una estructura terminadora de la transcripcién
(Figura 1-11.A). Si el mecanismo fuera de represion traduccional, como en general ocurre en

bacterias Gram-negativas, la estructura formada en presencia del metabolito seria un
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secuestrador que captura la secuencia de union al ribosoma Shine-Dalgarno (SD) o el codén
AUG de iniciacion (Figura I-11.B ). En ausencia de FMN, esas estructuras son reemplazadas
por otras, un antiterminador o un antisecuestrador, que permiten la transcripcion y traduccién

del gen respectivamente (Figura 1-11).
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adaptado de [145]

Figura I-11. Esquema general de la regulacién por el riboswitch FMN.

(A) Formacién de una estructura antiterminadora de la transcripcion en ausencia de FMN (m): hay
transcripcion. Cuando se une el FMN al dominio adaptador se estabiliza la conformacién anti-
antiterminadora dando lugar a la estructura terminadora de la transcripcion e inhibiendo la transcripcion.
Estrategia utilizada por bacterias Gram-positivas. (B) Con la misma ldgica, la estructura anti-
antisecuestrador existe en ausencia de FMN exponiendo al ribosoma a la secuencia de Shine-Dalgarno
(SD) y AUG inicial. Cuando el FMN esta presente se une al dominio aptamero, estabiliza la conformacién
anti-antisecuestrador permitiendo la aparicion de la estructura secuestradora que esconde SD y el AUG
inicial del ribosoma, interrumpiendo la traduccion. Estrategia utilizada por bacterias Gram-negativas.

Transporte de flavinas

La gran mayoria de las bacterias son autétrofas y no poseen sistemas de transporte
para la riboflavina. Sin embargo, existen algunas pocas bacterias que naturalmente son
auxoétrofas para riboflavina y que dependen enteramente de riboflavina exégena, como es el
caso de Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes y algunos
lactobacilos que no poseen genes biosintéticos para la vitamina [149]. Todas ellas dependen
del transporte de riboflavina para subsistir. En 1939 se desarrolld6 uno de los primeros
biosensores para detectar riboflavina, basado en el crecimiento de Lactobacillus casei, que
requiere riboflavina para crecer y es capaz de transportarla muy eficientemente [149].
Asimismo existe otro grupo de bacterias, que posee los genes necesarios para la biosintesis de
riboflavina, asi como también transportadores para la misma. Los transportadores suelen estar
codificados dentro del operén rib o aislados en el genoma. En la mayoria de los casos, un

riboswitch FMN suele gobernar su expresion. Los dos transportadores de riboflavina estudiados
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experimentalmente hasta la fecha son los denominados RibU y RibM, sélo descriptos en

bacterias Gram-positivas [150].

RibU es un miembro de Ila superfamilia de transportadores BART
(Bile/Arsenite/Riboflavin Transporter) y de la recientemente descripta familia de transportadores
ECF (Energy Coupled Factor). Cada transportador ECF contiene una proteina integral de
membrana que une al sustrato (componente S), de 5 6 6 dominios transmembrana (TM), un
moédulo de acople energético formado por 2 proteinas de union a ATP (componentes Ay A9), y
otra proteina transmembrana (componente T). RibU es el componente S de este sistema de
transporte [151]. Por ejemplo, Bacillus subtilis, Lactococcus lactis y Staphylococcus aureus
poseen este tipo de transportadores. Las Km reportadas para riboflavina se encuentran en el
rango de 5-20 nM. El componente S (RibU) puede mediar el transporte en ausencia de los
otros componente del sistema, aunque con menor eficiencia [150]. Recientemente se
determind la estructura tridimensional de RibU de S. aureus unido a riboflavina [151]. RibM es
una proteina de membrana con 6-7 dominios transmembrana que posee una Km para
riboflavina de 11 uM vy, a diferencia de RibU, funciona como facilitador ya que no requiere
energia metabdlica para realizar el transporte. RibM se encuentra en Corynebacterium

glutamicum y en Streptomyces davawensis, entre otros organismos [149,152].

Existen otros dos posibles transportadores bacterianos hallados por técnicas
bioinformaticas, aunque su funcién todavia no fue confirmada experimentalmente. Estos genes
se encuentran rio abajo de secuencias que codifican para riboswitches RFN y poseen dominios
transmembrana predichos. De esta manera se identificaron 2 transportadores putativos, que
fueron denominados ImpX (8-10 dominios TM) y RfnT (10-12 dominios TM). ImpX fue
encontrado en los genomas de Fusobacterium nucleatum y Desulfitobacterium hafniense y
presenta similitud con miembros de la familia de proteinas transportadoras tipo-EamA. Por otro
lado, RfnT fue hallado en los genomas de algunos Rhizobiales: Agrobacterium tumefaciens,
Agrobacterium vitis, Mesorhizobium loti, Sinorhizobium meliloti y Ochrobactrum anthropi [147].
En el caso particular de las rizobacterias, RfnT esta ubicado dentro de sus operones rib (Figura
1-12).

Tabla I-7. Resumen de los diferentes sistemas de transporte de flavinas en bacterias.

Transportador Gen €j. Especie ej. Dominios TM  Energia Km Caracteristica Sustratos
Descriptos
. - . Superfamilia RF, RoRF,

RibU Ypa B. subtilis 5-6 Si 5-20 nM BART, flia ECF FMN, FAD

RibM PnuX C. glutamicum 6-7 No 11 uM Exporta? RF, RoRF, FMN
Putativos

ImpX FN1498 F. nucleatum 8-10 ? ? Tipo-EamA ?

RfnT MIrg412 M. loti 10-12 2 2 encontrado en 2

Rhizobiales

RoRF: Roseoflavina, analogo de la RF.
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Organizacion gendmica de los genes  rib

Como se menciond antes, algunos de los genes de biosintesis de riboflavina estan
localizados en una misma unidad transcripcional denominada “operdn rib”. Los genes que
componen al operdn rib no son siempre los mismos y varian segun el taxon. Es comun
encontrar a los genes ribD, ribE y ribH dentro de estos operones conservando el orden (Figura
I-12). En proteobacterias, ademas de los genes rib, suelen encontrarse en el mismo cluster
genomico a glyA, nrdR, nusB y thiL. El gen glyA esta involucrado en el metabolismo de glicina,
nrdR es un represor transcripcional de los operones RNR (ribonucledtido reductasa), nusB es
un factor de antiterminacion y thiL esté involucrado en la biosintesis de tiamina [153,154,155].
En la literatura no existen reportes que involucren funcionalmente a estos genes con el operén
rib. Un ejemplo es NrdR, que se une a una secuencia especifica denominada nrdR-box la cual

no se encuentra presente en el operén rib [153].

Las enzimas RibA y RibB pueden estar fusionadas formando sola una enzima
bifuncional RibA/B al igual que RibC y RibF pueden ser encontradas como RibC/F. Los genes
que codifican estas proteinas pueden o no formar parte del operén rib. El gen ribH2 es un caso
particular de genes rib aislados, ya que en todos los genomas analizados se lo encuentra
aislado y antecedido por una secuencia rfn-box. Como ya se menciond, esta secuencia puede
actuar como regulador del operén rib completo, de genes aislados rib o genes de transporte de
riboflavina. En algunos operones rib de rizobacterias se encuentra el transportador putativo
RfnT (Figura I-12).

_ERin E. coli
RibH Y. pestis

RibH1 P. syringae

RibH B. subtilis
RibH X. axonopodis
RibH2 B. abortus
RibH2 O. anthropi
RibH2 M. [oti
[§ RibH2 S, meliloti
RibH2 R. leguminosarum
b RibH2 P. syringae
RbHB henselae [ oyAY nrdr’
RibH A. tumefaciens
ERihm R. leguminosarum
RibH1 S. meliloti
RibH1 B. abortus
_[ RibH1 0. anthropi
e RibH1 M. loti

Figura 1-12. Organizacion gendmica del oper6n  rib en distintas eubacterias

A la izquierda se muestra un arbol filogenético hecho a partir de un alineamiento multiple de las proteinas
RibH. A la derecha se muestra la disposicion y orientacion de los genes vecinos en los correspondientes
genomas (no en escala). Los genes en blanco son genes no relacionados, x3 y x9 significa 3 y 9 genes no
relacionados en esa orientacion. La secuencia rfn-box codifica para el riboswitch FMN.
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Inhibicién de la biosin tesis de riboflavina

Las enzimas biosintéticas de la riboflavina de los patégenos bacterianos son
potenciales blancos para el desarrollo de drogas. Con la excepcién de Listeria monocytogenes,
todos los patdégenos bacterianos intracelulares dependen exclusivamente de la riboflavina
enddgena, por lo que la inhibicidn de su biosintesis implicaria la inanicion del patégeno [156].
La ausencia de esta ruta metabdlica en mamiferos hace que las enzimas involucradas sean
atractivos blancos con potencial terapéutico. De hecho, los primeros antibiéticos utilizados con
éxito a comienzos de la década de 1930 fueron las sulfonamidas, las cuales inhiben
competitivamente a la enzima dihidropteroato sintasa, interrumpiendo asi la sintesis del &cido
félico (vitamina B9). La gran mayoria de los antibiéticos modernos actda sobre pocos puntos de
la fisiologia bacteriana. Pueden actuar a nivel de la pared celular o membrana (B-lactamicos y
péptidos catiénicos), sintesis de proteina (macroélidos, tetraciclinas y aminoglicdsidos),
transcripcion y sintesis de ADN (rifamicinas y quinolonas) y sintesis de acido fdlico

(sulfonamidas y pirimidinas).

La inhibicion de los metabolismos de vitaminas bacterianas es una estrategia probada,
aunque poco explotada. LS y RS son los principales blancos para desarrollo de drogas
inhibitorias de la sintesis de riboflavina lo cual se debe a que ambas enzimas han sido
estudiadas en gran detalle y estan resueltas varias estructuras tridimensionales de diversos
organismos. Un amplio conocimiento acerca de la estructura de las proteinas LS y RS, asi
como de su quimica de reaccién, hacen que el disefio racional de drogas sea posible. Ambas
enzimas tienen sustratos estructuralmente similares, y pequefias modificaciones quimicas en
ellos pueden generar una gran variedad de analogos llamados “antimetabolitos”. Los
antimetabolitos inhiben la actividad enzimética compitiendo por el sitio activo de la enzima con

los sustratos naturales [157].

Se diseflaron y sintetizaron varios analogos de 5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H,3H)-
pirimidinadiona y 6,7-dimetil-8-ribitillumazina, sustratos de la LS y RS respectivamente. Los
analogos pueden ser de sustrato, producto o asimilarse a un estado de transicion o a un
intermediario de reaccion. Las constantes de inhibicion y estructuras de complejos fueron
determinadas para varios de estos andlogos de sustrato inhibidores [158,159,160]. De los
numerosos inhibidores de LSs y RSs hallados in vitro por disefio racional, ninguno muestra
actividad antibidtica in vivo. Esto se debe a la baja biodisponibilidad y permeabilidad de la
membrana celular para este tipo de compuestos. En los Ultimos afios se han comenzado a
emplear métodos de screening masivos de inhibidores en bibliotecas de compuestos quimicos
[161,162,163]. Recientemente, algunos compuestos inhibitorios provenientes de una blusqueda
masiva, mostraron ser inhibidores de la RS de M. tuberculosis y tener actividad antibidtica

moderada para M. tuberculosis en sus formas replicativa y no replicativa [164]. Estos hallazgos
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resultan promisorios y abren aln mas la puerta al desarrollo de antibidticos terapéuticos

basados en la inhibicién de la biosintesis de riboflavina.

Rhizobium leguminosarum

La fijacion bioldgica de N, es catalizada Unicamente por procariotas, tanto eubacterias
como arqueobacterias. La enzima mas importante de este proceso es la nitrogenasa, que
funciona en ausencia de O,. Algunas plantas presentan nddulos en sus raices capaces de
contener bacterias fijadoras de N, en un microambiente con muy baja tensién de O,. Esta
relacion simbidtica estad restricta a un grupo reducido de bacterias del orden Rhizobiales
(Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium), Azorhizobium y Frankia
(actinomicete, Gram-positivo). Los rizobios tienen como hospedadores a plantas de la familia

Leguminosae (o Fabaceae) [165,166].

Rhizobium leguminosarum es un simbionte fijador de N, perteneciente al grupo o-
proteobacteria y al subgrupo a2, cuyo genoma ha sido completamente secuenciado en el afio
2006. Posee un cromosoma circular, el cual codifica las funciones celulares basicas y algunas
islas con funciones accesorias. Ademas del cromosoma, R. leguminosarum posee 6 plasmidos
accesorios [73]. Esta bacteria es el simbionte natural de la planta hospedadora Pisum sativum
(arveja). El sistema Rhizobium-leguminosa es ampliamente utilizado como modelo de estudio
de simbiosis en el laboratorio.

La simbiosis entre bacterias y plantas superiores consiste en un desarrollo conjunto
entre ambos organismos. Comienza con un “dialogo molecular” entre las partes: la planta
exuda de las raices una mezcla de moléculas denominadas flavonoides que son reconocidas
por su simbionte particular. Los flavonoides son moléculas quimioatractantes para las bacterias
y modifican su patrén de expresién, encendiendo genes involucrados en simbiosis. Los rizobios
también secretan factores Nod (lipoquitooligosacaridos) como moléculas de comunicacién que
son sensadas por receptores especializados de la planta que la preparan para recibir al
huésped (Figura 1-13) [167]. La entrada de la bacteria ocurre en los pelos radiculares, que se
curvan sobre las bacterias. Una vez dentro del pelo de la raiz, la bacteria se divide generando
hilos de infeccidn, hasta que una célula endocita a la bacteria. En el interior de la célula
vegetal, la bacteria se rodea de membrana plasmatica modificada, denominada membrana
peribacteroide, y se establece en un simbiosoma. El proceso culmina con la organogénesis de
nodulos especializados (Figura I-13); en los cuales las bacterias se diferencian en bacteroides,
cambian su metabolismo y expresan la nitrogenasa, que puede reducir N, atmosférico a NHs.
Esto sucede gracias a la barrera difusional al O, que presenta el propio nédulo y la presencia
de la hemoproteina leghemoglobina, provista por la planta, que secuestra O,. En recompensa
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la planta recibe NH; y alanina. A cambio, la leguminosa brinda nutrientes, fuentes de carbono y

energia, y un lugar fisico para el establecimiento del nicho replicativo de la bacteria [166,168].

i 07 Enrollamiento
| | del pelo

o 51| Divisién celular

Hilo de
infeccion

Raiz Nédulo primordial

adaptado de [169]

Figura I-13. Proceso del desarrollo del nédulo.

Una mezcla de flavonoides es liberada por las raices de la leguminosa, la cual es sensada por el rizobio
simbionte especifico. A su vez, éste dispara la sintesis de los factores de nodulacion Nod. Estos inducen
la curvatura del pelo radicular, la penetracion bacteriana en el centro del bolsillo de infeccién y estimula la
divisién de las células corticales (CCs) de la raiz. Los hilos de infeccion se extienden desde los pelos de la
raiz hacia las CCs, ramificAndose en el nddulo primordial (derivado CCs) en donde las bacterias son
liberadas al citoplasma celular.

Como ya se menciond, varios rizobios y Brucella tienen una gran cercania filogenética
(Figura 1-3) y poseen conservados diversos mecanismos utilizados para la colonizacion del
hospedador [67,73]. A pesar de que los rizobios son simbiontes de plantas y Brucella es
patégena de mamiferos, existe una fuerte analogia en las etapas de invasion y establecimiento
en el hospedador. Por ejemplo, durante las infecciones hay un aumento de ROS y RNS, y
ambas bacterias se establecen rodeadas de una membrana eucariota modificada dentro de la
célula hospedadora [110,170]. Ambos nichos replicativos tienen baja tension de O,, y los
rizobios sufren una adaptacion metabdlica al diferenciarse en bacteroides en su simbiosoma, al
igual que Brucella lo hace al establecerse en el brucelosoma. Un ejemplo de factor de
virulencia en Brucella y simbiosis en los rizobios es el LPS. En S. meliloti el LPS puede suprimir
la produccién de ROS por parte de la planta, y en Brucella funciona como un débil activador del
sistema inmune y permite la entrada a la célula via lipid rafts. Los distintos componentes del
LPS de los rizobios tienen diferentes roles en la interaccion con el hospedador, como ocurre en
Brucella. A saber, alteraciones en el lipido A de R. leguminosarum pueden llevar a simbiosis
débiles y alteraciones en el antigeno-O de S. meliloti impiden establecerse crénicamente en la
planta. También en rizobacterias, los CBG participan en la interaccién con el hospedador:
mutantes de sintesis de CBG en M. loti producen nddulos pequefios y vacios, y los nédulos de
B. japonicum defectivas en CBG no fijjan N,. También es necesaria la presencia del
esfingolipido PC en la membrana externa de B. japonicum para establecerse en su respectivo
hospedador, al igual que sucede en Brucella [171]. Otros ejemplos de conservacién de factores
de virulencia son el Sistema de Secrecién Tipo-lll de Rhizobium NGR234, involucrado en

simbiosis, el cual es anélogo al flagelo de Brucella, involucrado en virulencia [68]. Como en la
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infeccion de Brucella, donde la alarmona ppGpp es necesaria para una infeccion normal, en
Rhizobium etli es necesaria para una simbiosis efectiva [172]. Por dltimo, datos de nuestro
laboratorio aln no publicados, confirman que la proteina LOV-HK de R. leguminosarum, al

igual que en Brucella, estaria sensando la luz azul y preparando a la bacteria para la infeccion.

Es importante destacar nuevamente que R. leguminosarum, al igual que otros
Rhizobiales, posee la particularidad de tener dos genes ribH en su genoma, conservando en
cierto grado la sintenia, donde ambos muestran elementos regulatorios y genes vecinos

parcialmente conservados con Brucella [128].
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Objetivo general

El objetivo general de esta Tesis de doctorado es estudiar el metabolismo de flavinas

de Brucella abortus, y determinar si las flavinas o sus actores enzimaticos estan involucrados,

de forma directa o indirecta, en la virulencia de la bacteria y en su interaccién con su

hospedador.

Objetivos particulares

Analizar que enzimas componen la ruta metabdlica de las flavinas en B. abortus y

confirmar la expresion de las mismas.

Confirmar si los dos genes ribH de B. abortus codifican para isoenzimas con actividad

lumazina sintasa (LS) in vivo.

Determinar si la uniéon de RibH2 a riboflavina es importante para su funcion biolégica

por medio de la obtencién y estudio de una RibH2 mutante incapaz de unir la vitamina.

Estudiar que otras posibles funciones biolégicas puede tener RibH2 explorando las

proteinas de Brucella que interaccionan con ella.

Determinar si B. abortus posee actividades de trasporte de flavinas por medio de la

obtencién y estudio de una cepa mutante auxotrofa para riboflavina.

Analizar si el putativo riboswitch FMN que regula RibH2 lo hace trancripcional o
traduccionalmente.

Determinar si los genes RibH estan involucrados en la virulencia de B. abortus.

Evaluar si la funcién LS de RibH2 es relevante para la infeccion de B. abortus.

Estudiar si es necesaria la sintesis de riboflavina durante la infeccién de B. abortus.

Investigar si el metabolismo de flavinas o RibH2, juegan un papel en la infeccion de

otros Rhizobiales.
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En esta Tesis se describen muchos experimentos llevados a cabo con el patdgeno
Brucella abortus. Este microorganismo esté clasificado dentro del grupo de patdégenos de
Bioseguridad de nivel 3, por lo que toda manipulacion de estas especies debe realizarse con
los mas estrictos controles de bioseguridad. En el Instituto de Investigaciones Bioquimicas de
Buenos Aires, Fundacion Instituto Leloir (FIL), se cuenta con el equipamiento basico necesario
para estas tareas. Asimismo, todos los procedimientos operacionales que se desarrollan en las
areas de bioseguridad han sido evaluados y aprobados por una comision de bioseguridad y los
investigadores que trabajan en estas areas han sido entrenados para tal fin. Todos los
experimentos que excedian las capacidades del area de Bioseguridad de la FIL, por ejemplo
las infecciones en animales, fueron llevados a cabo en el laboratorio BSL-3 del Instituto de

Investigaciones Biotecnoldgicas de la UNSAM.
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Cepas bacterianas, plasmi dos y oligonucledtidos

Tabla M-1. Cepas bacterianas ut ilizadas durante la Tesis.

Cepas Parental Caracteris ticas Resistencias Ref.-
- h Stock de
WT cepa salvaje, lisa, virulenta Nal laboratorio

WT + pVHH 2308 Esta Tesis

P
o
>
3
S

2308, delecion sin marcar de ribH1,

AribH1 Nal Esta Tesis

pribH1 2308

pribH1 + pVHH pribH1 Nal Amp Esta Tesis

pribH2 + pribH1 uribH2 Nal Amp Gm Esta Tesis

uribH2 + pribH2_W22A pribH2 Nal Amp Gm Esta Tesis

pribH2 + pGFP pribH2 Nal Km Gm Esta Tesis

doble pribH + pribH1 doble pribH + pribH1Km Nal Amp Esta Tesis

doble uribH + pribH2_W22A  doble pribH + pribH1Km Nal Amp Esta Tesis

doble pribH + pRRT doble uribH Nal Cm Gm Esta Tesis

Stock de

Rle St laboratorio

Rle + pBBR1_LS_sce Rle 3841 Str Esta Tesis

F-¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169
DH5a recAl endAl hsdR17(r, m.") phoA Invitrogen
SUpPE44 thi-1 gyrA96 relAl A-

A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5 (rcmy)

G-1 thi-1 supE [F" traD36 proAB laclgZAM15

Stratagene

S17 + pribH1Km S17-1 Str Km Esta Tesis

S17 + pribH2 S17-1 Str Amp Esta Tesis

S17 + pLS_sce S17-1 st Amp Esta Tesis

S17 + pVHH S17-1 Str Amp Esta Tesis

S17 + pRRT S17-1 Str Cm Esta Tesis
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fusionado a MBP

Tabla M-2. Plasmidos utilizados durante la Tesis.
Nombre Vector Caracteristicas Resistencias Referencia
PBBR1 PBBRIMCS-1 pBBR1MCS-4 Vector de amplio rango de cm [174]
hospedador
) pBBR1MCS-2 Vector de amplio rango de
pBBR2 pBBRIMCS-2 hospedador Km [174]
PBBR4 PBBRIMCS-4 pBBR1MCS-4 Vector de amplio rango de Amp [174]
hospedador
PGEM-TribH2 PGEM-TEasy ~ op) KPP ECORIfragmento conteniendoa ), Esta Tesis
pribH1 PBBRIMCS-4 ;Liblf_'blp EcoRI fragmento conteniendo a Amp Esta Tesis
pribH1Km PBBRIMCS-2 ﬁbl;bf EcoRI fragmento conteniendo a Km Esta Tesis
pribH2 PBBRIMCS-4 ﬂbng(zb EcoRI fragmento conteniendo a Amp Esta Tesis
pribH2_W22A pBBR1MCS-4 gen de ribH2 de la mutante W22A Amp Esta Tesis
pLS_sce pBBR1MCS-4 gen RIB4 de Sacharomyces cerevisiae Amp Esta Tesis
pGFP pBBR1MCS-2 gfp-mut3 Km Comerci, D.
pBluescript I KS pBluescript Il KS  Plasmido comercial Amp Stratagene
pGEM-T Easy pGEM-T Easy Plasmido comercial Amp Promega
pBluellKSsacBAribH1  pBluescript | KS Alel(.) para de_I_ecnon ailrd y gen sac_B = Amp Esta Tesis
Bacillus subtilis para seleccion negativa
PGEM-TribH2::Gm" pGEM-T Easy Alelo para interrupcion ribH2::Gm'’ Amp  Gm Esta Tesis
pribH2_rle pBBR1IMCS-1 fragm(.ento.de 0.9 kb pontenlendo sl Cm Esta Tesis
de Rhizobium leguminosarum
) gen RIB4 de Sacharomyces cerevisiae, .
pBBR1_LS_sce pBBR1IMCS-1 clonado en pBBRIMCS-1 Cm Esta Tesis
275 pb de la region rio arriba de ribH2 .
PREP PRERIRN O fusionada transcripcionalmente a laczZ UL 2ECCED
ORF RL1692 correspondiente al
pRRT pBBR1-MCS-1 transportador de flavinas RRT de Cm Esta Tesis
Rhizobium
PVHH PBBR1-MCS-4 fragmento conteniendo VHHaRibH2 Amp Esta Tesis
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Tabla M-3. Oligonucleétidos utilizados durante la Tesis.

Nombre Secuencia (5' a 3") ER Referencia
ribH1_Fwd_1 CGGGATCCGCGCCTTTCATCGCGCAGAA BamHI Esta Tesis
ribH1_Rev_1 TCCAGACTGCTACGTATCGCCTTGGACATGAGAAACTCCAT Esta Tesis
ribH1_Fwd_2 GCGATACGTAGCAGTCTGGACGCAAAAAATTCGGAGCCTGA Esta Tesis
ribH1_Rev_2 GGACTAGTCGCGACAGCGGCCAGTCTTC Spel Esta Tesis
ribH1_Flank_Fwd CCATATCGCAAGCGAATTC Esta Tesis
ribH1_Flank_Rev ACTGCCATTCCCATTTGC Esta Tesis
ribH2_Fwd GGAGAATGCGTGATAAATTCAA Esta Tesis
ribH2_Rev TCAGACAAGCGCGGCGAT Esta Tesis
ribH2_Flank_Fwd GGAGAATGCGTGATAAATTCAA Esta Tesis
ribH2_Flank_Rev TCAGACAAGCGCGGCGAT Esta Tesis
LS sce Fwd ATTACTCGAGATGCATCACCATCACCATCACGCAGTTAAAG xhol Esta Tesis
- = GATTAGGCAAAC
LS sce_Rev CGATTCTAGATCAAAAAGCATTTTTACCGAAC Xbal Esta Tesis
W22A_Fwd ATTCAGGCCCGCGCCCACGCCGACATC Esta Tesis
ribH2_Fwd_2 TTAAGGATCCATGGCTAGCAACCAAAGC BamHI Esta Tesis
ribH2_Rev_2 ATTAGGATCCGCTAGCTCAGACAAGCG BamHI Esta Tesis
mt_Fwd ééEAGGATCGATTCTAGAACTAGTGCAACGTGCCGAAATTCA Clal  Xbal Spel Esta Tesis
rrt_Rev TTGGATCCTGACGTCTTCGTCGCGCTCATTTTC BamHI Esta Tesis
prom_ribH2_Fwd TAGGATCCGCATAGTTTCCGCGTGCTCG BamHI Esta Tesis
prom_ribH2_Rev TAAAGCTTAGGTTCCTCACGAAACTAGAAT Hindlll Esta Tesis
ribH2_rle_Fwd CATCTAGACCGCGTAGGGAGTCCTGATG Xbal Esta Tesis
ribH2_rle_Rev TGAAGCTTTTAAGAATGGCGATACATGTC Hindlll Esta Tesis
Phage_Fwd TATCTGGTGGCGTAACACCTGCT [175]
Phage_Rev GATCGTCACCCTCGGATCCCTAGG [175]
IF_Fwd GCCAGGTGGCCATAGACC Martin, F.
IF_Rev CACTCAAAGCCTGCATAGAC Martin, F.
ribH1_RT_Fwd ACGGTCGAGAATGAAGAGCA Esta Tesis
ribH1_RT_Rev =~ GCAGGCCGATCATAGTCAAT Esta Tesis
ribH2_RT_Fwd TGCAGGTGCAGCTTGAAAC Esta Tesis
ribH2_RT_Rev  TGAGCATGGAAGAAGTCGTG Esta Tesis
RibD_RT_Fwd GAAAAGGCTTTGCCATTCTG Esta Tesis
RibD_RT_Rev = ATTCAGATAGCCCGCAAGGT Esta Tesis
GTPasa_RT_Fwd GAACGATGTTTTCGGCAAG Esta Tesis
GTPasa_RT_Rev GGAGCCTTCACGCAGATAGA Esta Tesis
HADasa_RT_Fwd GGACGGCACGATATTGAGTT Esta Tesis
HADasa_RT_Rev AATGGTCGGCAGGAATGTC Esta Tesis
ribE_RT_Fwd GGCTGACCACAATCTCCAGT Esta Tesis
ribE_RT_Rev TGGCCGAAAACAAGATGAC Esta Tesis
rbC/F_RT_Fwd AAGTCTCAAGCACGGCATTT Esta Tesis
rbC/F_RT_Rev GTCGTCCACTGTGGGTCTTC Esta Tesis
bluB_RT_Fwd AATGATTATCCGCGTTTTGC Esta Tesis
bluB_RT_Rev AGGCTTAACCAGATCGAGCA Esta Tesis
cobT_RT_Fwd GCCATCGATCATTGCATGT Esta Tesis
cobT_RT_Rev  GCATTCCAAGGTCAAGAAGC Esta Tesis
cobS_RT_Fwd CAGACTGTGCATGGCAAAAA Esta Tesis
cobS_ RT_Fwd GGCCATGACAAGTCCGATAA Esta Tesis
sacB_Fwd GGCTACCACATCGTCTTTGC Rigano, L.
sacB_Rev CCTTTCGCTTGAGGTACAGC Rigano, L.
T7 TAATACGACTCACTATAGGG
T7t GCTAGTTATTGCTCAGCGG
SP6 TACGATTTAGGTGACACTATAG
T3 AATTAACCCTCACTAAAGG
M13_Fwd GTAAAACGACGGCCAGTG
M13_Rev AGCGGATAACAATTTCACAC
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Lineas celulares

Tabla M-4. Lineas celulares utiliz adas durante la Tesis.

Nombre Caracteristicas basicas
J774.A1 Linea celular macrofagica derivada de Mus musculus, adherente (ATCC, TIB-67)
HelLa Linea celular epitelial derivada de Homo sapiens, adherente (ATCC, HTB-54)

Para los ensayos de infeccién se utilizaron células HeLa (ATCC) y la linea derivada de
macrofagos murinos J774.A1 (ATCC). Las células HelLa se cultivaron en medio DMEM (Gibco
Invitrogen Cell Culture) suplementado con 2 mM glutamina (Sigma-Aldrich), 10% de suero fetal
bovino (SFB, Natocor Argentina) en presencia de 100 ug/ml de penicilina y estreptomicina. Los
macréfagos J774.A1 se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen Cell Culture)
suplementado con 2 mM glutamina, 10% de SFB y 100 pg/ml de penicilina y estreptomicina.
Las células se incubaron a 37T en una atmésfera controlada con 5% de CO,. Para el
mantenimiento las células se utilizaron botellas de 25 0 75 cm®. Todos los ensayos de infeccion
con las diferentes cepas de B. suis se realizaron con células entre el pasaje 4 y 12 contados

partir del descongelado de un stock mantenido en nitrégeno liquido.

Medios y condiciones de cultivo

Todas las cepas vivas de Brucella fueron manipuladas en un BSL-3 en la Universidad
de San Martin o en el laboratorio de Bioseguridad de la Fundacion Instituto Leloir. Las cepas de
Brucella abortus se crecieron en caldos tripticos de soja (Tryptic Soy Broth, TSB, BD), y
tripticos de soja-agar (Tryptic Soy Agar, TSA, BD) o medio minimo Gerhardt-Wilson a 37C en
un agitador rotativo (250 rpm) o en estufa para placas [176]. Las cepas de Escherichia coli
fueron crecidas en caldo Luria-Bertani (LB) a 37C en agitador rotatorio (250 rpm). Las cepas

de Rhizobium leguminosarum fueron crecidas en medio TY a 28T en agitador rotatorio (250

rpm).

Cuando fue necesario, se agregé riboflavina (Sigma) y se calenté a ebullicion por 5
minutos tanto los medios sdélidos como los medios liquidos. Esto es porque la riboflavina es
muy insoluble a temperatura ambiente, calentando es posible sobresaturar la solucién de
manera estable. Nos dimos cuenta de esto después de los intentos de mutagénesis para
generar una cepa auxoétrofa de riboflavina. De haber confeccionado los medios con
concentraciones de 500 uM riboflavina, se hubiera podido obtener la cepa doble mutante uribH

sin la necesidad de la presencia de una copia plasmidica de ribH1 previo a la mutagénesis.
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Al prepara medios minimos con riboflavina, el agregado de riboflavina y la posterior
ebullicion, se realiza antes del agregado de compuestos termosensibles. Se prepararon stocks
concentrados en el orden mM de FMN (Sigma), FAD (Sigma) o lumazina (provista por Adelbert
Bacher) a TC amb esterilizdndolos por filtracién con Millipore 0,22 pum, para adicionar a los

diferentes medios.

Cuando fue necesario, se utilizaron antibiéticos a las siguientes concentraciones finales:

Tabla M-5. Antibiéticos y concentraciones finales utilizadas en los medios de cultivo.

Antibiético ( ng/ml)  Abreviacion B. abortus E. coli R.leguminosarum

Kanamicina Km 50 50 -
Gentamicina Gm 4 20 -
Ampicilina Amp 50 100 =
Carbenicilina Cb 50 - -
Acido nalidixico Nal 5 - -
Cloranfenicol Cm 25 25 10
Estreptomicina Str - 25 200

Amplificacion por PCR
En todos los casos las reacciones de PCR fueron realizadas en microtubos de pared delgada
de 0,2 ml. Para la amplicifacién de ADN donde los errores de la secuencia no era de crucial, se

empled la enzima Taq pol (sin proof reading).

La composicién de la mezcla de reaccion por tubo fue la siguiente:

Componente: Volumen:
Buffer 10X libre de Mg** 5ul

MgCl, 50 mM 1-2 ul
dNTPs (40 mM) 1yl
Primer 1* (10 uM) 25u
Primer 2 * (10 uM) 2,5 ul

Taq pol 0,25 pl
ADN molde 1-6 ul
H,O (milliQ) hasta 50 pl
Vol. final 50 pl

* Variaron de acuerdo a la reacciéon

Tiempos y temperaturas en una reaccion estandar con Taq pol:
Desnaturalizacién inicial:

94°C x 4 min

x 33 ciclos:
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94°C x 30 seg
57°C x 30 seg
72°C x 20 seg
Extension final:
72°C x 7 min

Se empled la polimerasa Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) para la amplificacion de
ADN donde es importante que no ocurran mutaciones, como por ejemplo: el clonado de genes

para complementaciones o expresiones heterélogas, y construccion de cassettes de

mutagénesis.

Componente Volumen Concentracion final

10X Pfx Buffer de amplificacion ~ 5-10 pl* 1X-2X

10 mM dNTP mix 1,5ul 0,3 mM de c/u

50 mM M@gSO, 1yl 1mM

Mezcla de primers (10 uM c/u) 15ul 0,3 uM de c/u

ADN molde (10 pg -200 ng) 21 ul de acuerdo a lo necesario
Platinum Pfx ADN Polymerasa 0,4 ul 1 unidad

H,O (milliQ) hasta 50 pl

*Se utiliza 5 pl del buffer (1X concentracion final) como condicién inicial

Tiempos y temperaturas en una reaccion estandar con Pfx:

Desnaturalizacion inicial:

94T x 2-5 minutos. Mas de 5 min puede aumentar mucho la amplificacién inespecifica.
x 25-35 ciclos por amplificacién de PCR: Ciclo de 3 pasos

94T x 15 sec

55T x 30 sec

68T x 1 min x kb

Colony -PCR

Se prepard ADN total molde proveniente de colonias bacterianas:

1. Usando escarbadientes o tips estériles se picaron las colonias de los clones de interés. De
ser necesario los clones se repicaron en una nueva placa.

2. Luego se las se resuspendié en 20-50 pl en un tubos de 1,5 ml en H,O milliQ estéril y se la
incubo a 94° C durante 10 min
Finalmente se centrifugd esos tubos a 13.000 rpm x 30 seg

4. 3-5 ul del sobrenadante fueron utilizados en la reaccion de amplificacion (de la forma antes

descripta).
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También se empled como molde parte de las colonias bacterianas:
1. Luego de ser repicados de ser necesario

2. Son directamente resuspendidos en la mezcla de reaccién en los tubos de PCR.

RT-PCR

Se utilizd esta técnica para amplificar secuencias correspondientes a secuencias de ARN.
Consistio en purificar ARN, degradar el ADN genémico y sintetizar ADNc (ADN copia) por

medio de la retro transcripcion (RT). A continuacion se detallan los pasos del protocolo:

Purificacion de ARN (modificado a partir de QUIAGEN RNeasy Mini Kit Cat. No. 74106)
Este protocolo se empleé para la obtencién de ARN de la cepa B. abortus 2308. Se adaptaron

los procedimientos aconsejados por los manuales del kit.

1. Se centrifugaron 0,5 ml de cultivo (5000 rpm x 5 min).

2. Se resuspendio el pellet en:

3. +84pu  TE (10 mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8)
4. +154l SDS 10%

5. +1yl proteinasa K 10 pg/ul

6. 37°Cx1h.

7. +600pu  RLT

8. +6yul B-mercaptoetanol

Retencién en la columna:
9. +700ul EtOH 75% en H,O DEPC

10. Se mezcl6 por pipeteo.

11. 700 pl a la columna RNeasy spin column.
12. 10.000 rpm por 30 seg

13. Se descart6 el eluido.

Lavados:

14. + 500 pl RwW1

15. 10.000 rpm x 30 seg
16. Se descarto el eluido.
17. + 500 pl RPE

18. 10.000 rpm x 30 seg
19. Se descarto el eluido.
20. +500 ul  RPE
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21. 10.000 rpm x 30 seg
22. Se descarto el eluido.
23. 10.000 rpm x 30 seg
24. Se descarto el eluido.

Elucion
25. +30 pl H,O DEPC
26. 10.000 rpm x 60 seg

Visualizacion:

4 ul en gel de agarosa 1% (se incubé a 65°C x 5 min antes de sembrar).

Degradacion de ADN gendmico (Promega RQ1 ARNse-Free DNase Part No. M610A)
Se emplearon 2 pg de ARN

27. + 1 4l RQ1 ARNse-Free DNase 10X Reaction Buffer
28. + 1l RQ1 ARNse-Free DNase

29. + hasta 10 nl H,O DEPC

30. 37Cx3h

31. + 1yl RQ1 DNase Stop Solution

32. Se incubd a 65T x 10 min para inactivar la DNasa.

Sintesis de ADNc (SuperScript Il de sintesis de ADNc para RT-PCR Cat. No: 18080-051)
Se partio de 1 ug de ARN tratado con RQ1 DNase.

33.+1yl 50 ng/pl random hexamers
34, + 1yl 10 mM dNTPs
35. + hasta 10 pl H,O DEPC

36. 65T x 5 min

37. Hielo x 1 min

38. + 2l 10X RT buffer

39. + 4l 25 mM MgCl,

40. + 2 pl 0,1 MDTT

41, +1 ARNseOUT (40 U/pl)

42. + 1 ul SuperScript Il RT (200 U/pl)

43. 25T x 10 min
44. 50T x 50 min
45. 85T x 5 min
46. Hielo.
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Degradacion del ARN
47. + 1 ul de RNAsaH.
48. 37T x 20 min

49. Se puede conservar a -20C.
Misma reaccion sin SuperScript Ill RT:  control de contaminacion de ADN gendémico
Para la amplificar a las secuencias de ADNc correspondientes a los ARNm de los genes

analizados en la seccion de Resultados, se utilizaron los oligonucleétidos listados en la Tabla

M-3 con las siglas RT en su nombre.

Reaccion de PCR Tiempos y temperaturas de termociclador
1wl ADNCc Desnaturalizacion inicial:

1ul 10 uM oligo Fwd 94°C x 4 min

1ul 10 uM oligo Rev x 33 ciclos:

0,25 pl 10X Buffer 94°C x 30 seg

57°C x 30 seg
72°C x 20 seg
Extension final:
72°C x 7 min

0,5u 50 mM MgCl,
0,5ul 10 mM dNTPs
Hasta 25 pl con H,O

Visualizacién: 4 ul en gel de agarosa 1,5%

Electroforesis en geles de agarosa

La separacion de los fragmentos de ADN y ARN obtenidos por restriccion, amplificacion
o extraccion (ARN, ADN gendmico o plasmidico) fue realizada mediante electroforesis en geles
de agarosa, entre 0,8% y 2% (p/v) conteniendo 1-2 ug/ml de Bromuro de Etidio. Las imagenes
de los geles fueron adquiridas mediante un sistema de transiluminacion UV y adquisicion digital
Bio-Rad.

Secuenciacion de ADN y analisis de secuencia

En todos los casos, las muestras se secuenciaron con los kits Big Dye Terminator
Chemistry (v1.0) de Applied Biosystems, en un secuenciador ABI 377. Para el andlisis
informatico de los cromatogramas se empleé el programa Chromas Lite, versién 2.0 de

Technelysium Pty Ltd.
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Electroforesis de proteinas

Las muestras fueron resuspendidas en buffer de siembra con B-mercaptoetanol o DTT
y calentadas a 100°C x 5 min Luego fueron sometidas a SDS-PAGE o electroforesis en gel
discontinuo de poliacrilamida 15% con SDS (condiciones desnaturalizantes). Las proteinas
fueron tefiidas sometiendo a los genes a una solucién con coomassie brilliant blue R-250
0,25% (p/v) en metanol: acido acético: H,O (40:10:30). La decoloracién se llevd a cabo

mediante el lavado con metanol 50% (v/v) y acido acético 12% (v/v).

Western Blots

Los Western Blots se realizaron por transferencia electroforética en cuba (Bio-Rad) de
geles SDS-PAGE a membranas de nitrocelulosa Immobilon-NC Transfer Membranes
(Millipore). El bloqueo se realiz6 empleando PBS 3% leche (Molico) descremada, los
anticuerpos fueron diluidos PBS 1% leche. Se emplearon los siguientes anticuerpos primarios:
monoclonal anti-RibH2 (Bi24), monoclonal anti-MBP (Abcam) o un antisuero policlonal anti-
RibH1 hecho en conejo. Los anticuerpos secundarios utilizado fueron un anti-lgG-de ratén
(especifico de Fc) o un anti-lgG de conejo (molécula completa) producidos en cabra y
conjugado a peroxidada (Sigma). Para el revelado se utiliz6 el kit quimioluminiscente ECL Plus
Western Blotting Detection System (Amersham Biosciences) y el sistema de imagenes y

deteccion Storm 860 (Molecular Dynamics).

Construccién de plasmidos

pribH1Km y pribH1: Un fragmento de PCR de 1 kb conteniendo el gen ribH1 se cloné primero
en un vector pGem-T-Easy y luego se escindio y ligé en el sitio EcoRI del vector pBBR1 y
pBBR4 para generar a pribH1Km y pribH1 respectivamente, donde ribH1 se encuentra en el

mismo sentido y bajo el control del promotor plac residente de los plasmidos.

pribH2: Un fragmento de 0,9 kb digerido con EcoRI conteniendo el gen de ribH2 y su region
reguladora se escindié de pGem-TribH2 y se ligo en el sitio EcoRI del pBBR4 para generar a
pribH2.

pLS_sce y pBBR1_LS_sce: ElI ORF YOL143C (RIB4) fue amplificado utilizando los

oligonucledtidos LS sce Fwd y LS sce Rev a partir de ADN genémico de S. cerevisiae. El

producto de PCR resultante de 0,6 kb fue purificado y digerido con las enzimas de restriccion
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Xhol y Xbal, y luego ligado en pBBR4 y pBBR1 digerido con las mismas enzimas de restriccion.

Los plasmidos resultantes se denominaron pLS_sce y pBBR1 LS sce.

pribH2 W22A: La mutacién de ribH2 W22A se gener6 empleando los oligonucledétidos
ribH2_W22A y ribH2_Rev_2 para amplificar un fragmento del gen ribH2 con la mutacién,
después el producto de PCR se purifico y se us6 como “megaprimer” para una segunda ronda
de amplificacion empleando el oligonucleétido ribH2_Fwd_2. El producto de PCR resultante se
purifico y digiri6 con BamHI y se ligd con pBBR4 digerido con la misma enzima de restriccion.
El plasmido resultante se llamoé pribH2_ W22A

pribH2 rle: Se amplificé un fragmento de 0,9 kb conteniendo a ribH2 y a su zona regulatorio
de R. leguminosarum empleando los oligonucleétidos ribH2 rle_Fwd y ribH2_rle_Rev. Luego,
el amplicon se digirié con las enzimas Xbal y Hindlll, se ligé en el vector pBBR1 digerido con

las mismas enzimas, dando origen a pribH2_rle

pVHH: Se obtuvo la construccion Hindlll-MBP-Sfil-VHHaRibH2-EcoRI en el plasmido pAB1 y
luego se subcloné en el plasmido pBBR4 en los sitios Hindlll y EcoRI obteniendose pVHH. El
fragmento MBP tiene en su extremo C-terminal el antigeno pmalE reconocido por el anticuerpo
anti-MBP. El VHH tiene en su extremo C-terminal el antigeno 6xHis-tag reconocido por el
anticuerpo anti-his tag. Se realizaron Western Blots con estos anticuerpos para confirmar que
la construccion se expresa correctamente en las cepas B. abortus 2308 y uribH1 transformadas
con pVHH.

pRRT: El fragmento de RL1692 completo con su regiéon reguladora se amplific6 con los
oligonucledtidos rrt_Fwd y rrt_Rev. El amplicon de 1,46 kb se cloné en pGem-T Easy, después

se subclon6 en pBBR1 en los sitios Xbal y BamHI para dar origen pRRT.

pREP: 275 pb de la region intergénica ubicada rio arriba del gen ribH2 fueron amplificados
empleando los oligonucleétidos prom_ribH2_Fwd y prom_ribH2_Rev. El producto de PCR fue
digerido con las enzimas BamHI y Hindlll y clonado en vector pBluescript Il KS, digerido con las
mismas enzimas para dar lugar al vector pBluespribH2. Luego un fragmento de 4,5 kb
conteniendo al gen reportero lacZ producto de la digestion del plasmido pAB2001 con las
enzimas Kpnl y Xhol fue clonado en el vector pBluespribH2 digerido con las mismas enzimas
para dar lugar a pBluespribH2_lacZ. Finalmente, se escindi6 la fusion de 4,8 kb de

pBluespribH2_lacZ digiriendo con las enzimas Kpnl y Xbal.
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Conjugacion biparental

La cepa donora E. coli S17-1 [173] fue transformada con los plasmidos de la serie
pBBR1MCS: pribH1Km, pribH1, pribH2, pribH2_W22A, pLS_sce, pBBR4, pVHH, pREP y pRRT
generando las cepas S17 + pribH1Km, S17 + pribH1, S17 + pribH2, S17 + pribH2_W22A, S17
+ pLS_sce, S17 + pBBR4, S17 + pVHH, S17 + pREP y S17 + pRRT. Las diferentes cepas S17-
1 y B. abortus se cultivaron separadamente, la células fueron cosechadas después de la fase
de crecimiento exponencial, se centrifugd 1 ml de cultivo de cada cepa, se resuspendi6 en 1 ml
de TSB, se centrifugd de nuevo y se resuspendié en el liquido residual. Los pellets bacterianos
se mezclaron y plaquearon juntos en una misma gota en una placa de TSA sin antibiéticos. Las
placas fueron incubadas a 37C ON, después la mezcla fue plaqueada en placas TSA-Nal,
para seleccionar Brucella, y el antibiético adecuado para seleccionar a las exconjugantes de
acuerdo a la resistencia plasmidica.

Construccion de las cepas mutantes en  B. abortus

Obtencion de la cepa mutante  uribH1

Se opté por hacer la mutante del gen ribH1 (BAB1_0791) delecionando el ORF ya que
éste esta ubicado en un operén y una delecidn genera una mutacién no polar dejando el resto

del operdn intacto.

Para la construccion de la mutante por delecion cromosomal del gen ribH1, dos
fragmentos de PCR se generaron a partir de las regiones adyacentes a este ORF. Los
oligonucledtidos ribH1_Fwd_1 y ribH1_Rev_1 se utilizaron para amplificar un fragmento de 0,3
kb incluyendo los codones 1-7 y los oligonucleétidos ribH1 Fwd 2 y ribH1 Rev_2 se utilizaron
para amplificar un fragmento de 0,3 kb incluyendo los codones 150-157 de ribH1. Ambos
fragmentos, los cuales contenian regiones complementarias, fueron ligados por medio de PCR
de superposicion utilizando los oligonucleétidos ribH1_Fwd_1 y ribH1_Rev_2. El fragmento
resultante que contiene el alelo delecionado de ribH1 se clon6 en el plasmido pBluescript Il KS
(Stratagene) donde el gen sacB de Bacillus subtilis esta clonado en el sitio Pstl, para generar
pBluellKSsacBAribH1. El gen sacB codifica para la levansucrasa que induce letalidad frente a
la exposicién a 5-10% (p/v) sacarosa en el medio de cultivo El plasmido se introdujo en B.
abortus 2308 por medio de electroporacion. El primer evento de recombinacién (integracién del
vector suicida en el cromosoma) se selecciond por resistencia a Cb en placas de TSA. Luego,
clones individuales se cultivaron durante la noche en TSB en ausencia de antibidticos para
promover la recombinacion. El segundo evento de recombinacion, la escision del plasmido y la

generacion de la cepa mutante por intercambio alélico, se seleccion6 por sensibilidad a Cb y
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resistencia a 10% (w/v) sacarosa en placas de TSA. Las colonias obtenidas se exploraron por
medio de colony-PCR utilizando los oligonucleétidos ribH1 Flank _Fwd y ribH1 Flank Rev que
amplifican un fragmento de 1,8 kb en la cepa mutante y un fragmento de 2,2 kb en la cepa
salvaje y la mutacién se confirmé secuenciando los productos de PCR (Figura MM-1). A su
vez, se determiné la ausencia de gen sacB realizando colony-PCR, empleando los
oligonucleotidos sacB_Fwd y sacB_Rev. Se determin6 la ausencia de la expresion de RibH1
por medio de Western Blot (Figura MM-2). La cepa mutante con la delecion limpia del gen
ribH1 se llamé pribH1.

Obtencion de la cepa mutante  pribH2

La cepa mutante para el gen ribH2 (BAB2_0545) se gener6 por medio de una
interrupcion del ORF por medio de la insercion de un cassette de resistencia a gentamicina.
Esto se decidi6 porque el uso de cassettes de resistencia a antibidticos facilita mucho la
obtencion de mutantes. Esta estrategia de interrupcion génica porque este gen se encuentra

aislado en el genoma y una insercion del cassette Gm' no afectaria a los genes aledafios.

El producto de PCR de 0,9 kb conteniendo el gen ribH2 y su zona regulatoria se
amplificé utilizando los oligonucleétidos ribH2_Fwd y ribH2 _Rev y fue ligado en el vector
pGem-T-Easy (Promega) para generar pGem-TribH2. El plasmido se linealiz6 con Hindlll y se
generar extremos romos utilizando la enzima DNA Polymerase |, Large (Klenow) Fragment
(NEB) segun el protocolo. El pGem-TribH2 linealizado con extremos romos, se puso a ligar con
un fragmento de 0,7 kb digerido con Smal conteniendo el cassette acc(3)-1 de resistencia a
Gm, para generar pGem-TribH2::Gm'. Este plasmido se electropor6 en B. abortus 2308 donde
es incapaz de replicacion auténoma. Los eventos de recombinacién homodloga se
seleccionaron por resistencia a Gm y sensibilidad a Cb en placas de TSA. Las colonias
obtenidas se exploraron por medio de colony-PCR utilizando los oligonuclettidos
ribH2_Flank_Fwd y ribH2_Flank_Rev que amplifican un fragmento de 1,9 kb en la cepa
mutante y un fragmento de 1,1 kb en la cepa salvaje y la mutacion se confirmé secuenciando
los productos de PCR (Figura MM-1). Se determiné la ausencia de la expresion de RibH2 por
medié de Western Blot (Figura MM-2 ). La cepa mutante con la delecion limpia del gen ribH1 se

denomind uribH1.

Obtencién de la cepa mutante cromosOmica en los dos genes ribH

Obtener ambas mutantes simples ribH no presenté mayor dificultad. Al igual que la
cepa WT, ninguna de las cepas mutantes presentd auxotrofia para riboflavina tanto para medio

rico como para medio minimo GW.
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Se intentd generar una cepa doble mutante para los dos genes de ribH mutagenizando
el gen ribH2 en la cepa pribH1 y vice versa, mutagenizando el gen ribH1 en la cepa pribH2.
Estos intentos se realizaron varias veces sin éxito. Como era razonable pensar que la doble
mutacién podria ser letal por la falta de sintesis de riboflavina, por no poseer el paso enzimatico
de LS en la ruta biosintética, se suplemento con riboflavina todos los medios sélidos y liquidos
durante las mutagénesis. La vitamina sélida fue agregada a los medios para obtener 500 uM
concentracién, similar a la reportada en algunos trabajos de la literatura [177,178,179]. Sin
embargo, siendo la riboflavina muy poco soluble en medios acuosos no basicos aparecian
cristales precipitados indicando la saturacién de la solucién y por ende la concentracion real de
riboflavina era considerablemente menor. A pesar del agregado de riboflavina no se pudo
obtener la mutante doble pribH de esta manera. Por ello se cambid de estrategia: asumiendo
que la doble mutacion era letal por lo anteriormente mencionado, se decidi6 mutagenizar a
ribH2 en la cepa uribH1 pero en presencia de copias extracromosomales del gen ribH1 en un

plasmido de expresion.

Para ello, de amplificé un por PCR un fragmento de 1 kb conteniendo al gen ribH1, se
cloné en pGem-T-Easy, luego se escindid y ligé en el sitio EcoRI del vector pBBR2 [174] para
generar pribH1Km. Este pldsmido se introdujo por medio de conjugaciéon biparental para
generar la cepa uribH1 + pribH1Km. Luego el plasmido pGem-TribH2::Gm fue utilizado para
mutagenizar ribH2 tal como fue descripto con anterioridad. La mutacion en ribH2 se confirmo
por medio de colony-PCR usando oligonucleétidos ribH2_ Flank Fwd y ribH2_Flank Rev,
secuenciacion del amplicén (Figura MM-1). Por medi6 de Western Blot se determiné la
ausencia de la expresion de RibH2 (Figura MM-2). La cepa mutante obtenida se denominé
doble pribH + pribH1Km.

De esta forma fue obtenida una cepa mutante en ambos genes ribH cromosomales,

pero a expensas de tener copias plasmidicas de ribH1. La obtencién de una cepa doble uribH

sin ribH1 plasmidica se obtuvo en el experimento de barajado de plasmidos.
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Figura MM-1. Obtencién de las mutantes  pribH1, puribH2 y la doble mutante ribH cromos6mica

(A) Esquema de los loci gendmicos en B. abortus de los genes ribH con sus genes aledafios. En el
cromosoma | se encuentra ribH1 dentro del operdn rib y en el cromosoma Il se encuentra ribH2 aislado.
También se muestran los sitios de unidon de los oligonucledtidos empleados para el screening:
ribH1_Flank_Fwd (1), ribH1_Flank_Rev (2), ribH2_Flank_Fwd (3), ribH2_Flank_Rev (4). (B) Estrategias
de mutacién adoptados: delecion de ribH1 por su ubicacién dentro de un operén e interrupciéon del gen
ribH2 por un cassette de resistencia a Gm. (C) Confirmacion de las mutaciones en las cepas pribH1,
uribH2 y doble pribH, por medio de colony-PCR utilizando los oligonucle6tidos 1-2 y 3-4 que flanquean en
el genoma a los genes ribH1 y ribH2.
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aRibH1

aRibH2

Figura MM-2. Western Blots de las cepas mutantes y complementadas
Western Blot revelado contra RibH1 y RibH2 de la cepa B. abortus 2308 (WT), pribH1, pribH2, uribH1 +
pribH1Km, pribH2 + pribH2 y doble pribH + pribH1Km.

Panning de la biblioteca de display en fagos

El panning consiste en el enriquecimiento de una library de fagos presentadores de

péptidos de B. suis con afinidad al ligando al que se lo enfrenta. En este caso el

enriquecimiento se realizd enfrentando estos fagos RibH2. Para las eluciones se emplearon

dos variantes: disminucién drastica en el pH o competencia utilizando una solucién del ligando

diez veces mas concentrada que la que se utilizé para inmovilizarlo.

Los pasos para realizar el panning fueron los siguientes:

1.

Se inmovilizé el ligando en los wells de una placa de 96 wells (MaxiSorp, Nunc) a una
concentracion final de 50 ug/ml en buffer carbonato de sodio 50 mM pH 9,7, se incubo por
1 h TC amb.

Se enjuagaron los wells con PBS-T (buffer fosfato salino con 0,05% Tween 20), y se
bloquearon con PBS-T BSA 0,1% durante 30 minutos.

Se lavaron con PBS-T y se agregaron 200 pl de la biblioteca de fagos. Se permitié que el
panning proceda durante cuatro horas a TC amb. Como se utilizO BSA para bloquear,
entonces esta misma proteina se agregoé a la library antes de colocarla en los wells.

Se lavaron exhaustivamente los wells con PBS-T. (25-30 lavados).

Se eluyeron los fagos adheridos al ligando agregando 50 mM citrato de sodio con 150 mM
cloruro de sodio pH 2 y dejando durante cinco minutos. Inmediatamente se retir6 el liquido
del well y se neutralizé6 el pH de esta solucién adicionando 25 pl de Tris pH 8, 2M.
Alternativamente se realizaron eluciones por competencia, empleando una solucién de
RibH2 500 pg/ml en PBS. En ambos casos se empled el eluato obtenido para realizar las

infecciones subsiguientes.
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6. En las infecciones se emplearon 50 ul de cultivo en fase exponencial de E. coli TG-1 en
medio LB més 50 ul del eluato obtenido en el paso anterior. Se incubé durante 20 minutos.

7. Se rastrillé la mezcla sobre placas LB-Amp. y se incub6 a 37°C ON.

8. Se utilizaron dos infecciones de 1y 10 ul de eluato para determinar el titulo de los fagos
recuperados.

9. Se contaron las colonias de la titulacion y se emple6 este valor para estimar el progreso de
la seleccion por afinidad.

10. En las otras placas se resuspendieron las colonias adicionando 1 ml de medio LB liquido
por placa.

11. Las bacterias resuspendidas fueron infectadas con 10-50 ul de fago helper (1 x 10"
UFC/ml) durante 30 min para iniciar el proceso de produccion de nuevos fagos.

12. Se agregaron 5 ml de agar blando (0,5%) por cada ml de suspensién de bacterias+fagos y
se volcé la mezcla sobre placas LB Amp. Se incubé toda la noche a 37°C.

13. Se transfirié todo el agar blando de cada placa a un tubo de centrifuga y se incubo bajo
fuerte agitacion durante cuatro horas para liberar a las particulas fagicas.

14. Se centrifugdé a 35.000 g x 20 min para separar a los fagos. Se removieron las bacterias

remanentes por filtracion (0,22 pum).

Luego de cada ronda de panning se obtiene una fraccién enriquecida en fagos que
presentan afinidad al ligando inmovilizado. Se espera que esta afinidad aumente en las
sucesivas rondas. Se realizaron 4 rondas de panning luego de la ronda 3 y 4 se aislaron y

secuenciaron diferentes clones para corroborar el buen funcionamiento del proceso.

Colony -PCR de colonias provenientes del panning : Los insertos clonados en el fagémido
pG8SAET fueron amplificados y secuenciados con los oligonucleétidos phage Fwd y
phage Rev. Estos oligonucledtidos son complementarios al vector y aparean en zonas
lindantes al sitio de clonado multiple, por lo que el tamafio del fragmento amplificado esta
determinado por el tamafio del inserto. Se empled el mismo protocolo de colony-PCR antes

descripto.

Obtencion de fagos a partir de un Unico clon

Se aislaron e identificaron clones de interés (TG-1 + fagémido que porta algin gen de
interés, Amp"). Se inocularon 3 ml de LB y se incub6 a 37 °C, con agitacion hasta llegar a fase
exponencial, aproximadamente 5 h. Los cultivos en fase exponencial fueron infectados con el
fago helper R408 (Promega) y se incubd nuevamente a 37°C toda la noche. Se centrifugé el

cultivo a 10.000 rpm x 5 min y se filtr6 el sobrenadante (filtro de 0,22 um). De esta forma se
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obtuvo un stock de fagos libres de bacterias. Estos se conservaron a -80°C, en alicuotas de
500 pl.

Titulacion de los fagos

Tanto cuando se avanza con el enriquecimiento de la biblioteca como cuando se
obtiene un stock de fagos proveniente de un Gnico clon se debe conocer el titulo de fagos con

el que se trabaja. Para ello se realiz6 el siguiente protocolo:

1. Se infectaron 50 ul de un cultivo de E. coli (TG-1) con 1 ul del fago a titular (se utilizaron
diluciones seriadas del fago10™-10®).

2. Seincubd 20 minutos a temperatura ambiente, de modo que proceda la infeccion.

3. Se depositaron cuatro gotas de 10 pl cada una sobre una placa LB ampicilina previamente
secada, de cada una de las infecciones y se incubé a 37°C ON.

4. Se contaron la cantidad de colonias presentes en cada placa (provenientes de cada gota) y
se realizaron los célculos pertinentes teniendo en cuenta que cada colonia corresponde a
una Unica bacteria que fue infectada por una Unica particula de fago.

5. Se expreso el titulo de cada preparacién de fagos como UFC/ml.

Evaluacién de la especificidad de los péptidos seleccionados

Panning

Una vez finalizadas las rondas de panning se obtuvieron candidatos que cumplian con
todos los criterios de seleccién estipulados (ver Resultados). Con el fin de evaluar la
especificidad de cada péptido expuesto en la superficie de los fagos de interés se emplearon
diversos 2 métodos, luego de obtener un stock de cada uno de estos fagos de la forma antes
descripta, i) se llevaron a cabo ELISAs y ii) pannings para comparar la especificidad del fago al
ligando con el que fue seleccionado comparando con otro ligando no relacionado. Para
empezar se estudié la especificidad por panning de un stock puro.

1. Se inmovilizaron el ligando de interés y un control negativo (BSA) en wells de una placa
MaxiSorp (Nunc).

2. Luego se adicionaron 200 pl de stock de fago a cada well, y se incub6 durante 2 ha TC
amb.

3. Se realizaron 25 lavados con PBS-T para eliminar a las particulas del fago que no se

unieron al ligando, y para liberar a las que se unieron de modo inespecifico.
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Se eluyeron los fagos adheridos especificamente, y con estos se infect6 E. coli TG-1 del
modo antes descripto. Estas bacterias se plaquearon en medio selectivo y se incubaron
toda la noche.

Se contaron las colonias, y se calculé el titulo de los fagos recuperados en cada well.

Se comparo el titulo de los fagos obtenidos en los pannings con el ligando de interés y los
obtenidos con BSA.

La idea es que cuanto mayor sea la especificidad del fago por el ligando, mas fagos

quedaran retenidos con lo cual el titulo de fagos eluidos debiera ser mayor. Se espera

entonces que si el péptido presenta una unién especifica por el ligando seleccionado, entonces

se han de recuperar mas fagos al haberlos enfrentado a éste que a BSA.

ELISA

1. Se inmovilizé el antigeno en la placa (MaxiSorp, Nunc). Se empleé 1 ug/well. Se realizé
una dilucion del stock en PBS y se incubé durante 2 h a TC amb.

2. Selav6 3 veces con PBS 1X -Tween (0,05%).

3. Se bloqued con PBS BSA 3%, 150 ul por well durante 2 h a TC amb.

4. Selavo 3 04 veces con PBS 1X -Tween (0,05%).

5. Se agreg6 una dilucién del stock de fago a ensayar* (150 pl por well) y se incub6 durante 2
h a TC amb.

6. Se lavd 3 veces con PBS 1X -Tween (0,05%).

7. Se agreg0 el anticuerpo primario, (dilucién 1:1000 en PBS 1X, Molico 1%) Este anticuerpo

monoclonal reconoce al fago M13 y esta conjugado a HRP.

Se lavo 3 veces con PBS 1X -Tween (0,05%).

Se reveld con solucion de OPD: 2 mg/ml de OPD en buffer OPD, se agregé a ultimo
momento H,0, (0,03% final). Se colocaron 50 ul por well, y luego de que aparecié color, se
frend la reaccién con 50 pl de H,SO4 4N. Se midié la absorbancia a 480 nm en un lector de

placas Beckman.

Como control negativo se reemplaza el ligando inmovilizado por BSA.

Buffer OPD:
Solucién base: 0,1M NaH,PO, 0,1 M citrato de sodio
Solucién acida: 0,1 M NaH,PO, 0,1 M Acido citrico.

Llevar a pH 5 la solucion base con la solucién acida.
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Actividad transcripcional de  ribH2

La construccion reportera de la regiéon promotora de ribH2 fue hecha fusionando
transcripcionalmente 275 pb de la regidon 5" no codificante del gen ribH2 a lacZ en un plasmido
replicativo pBRR4 (pREP). Se transform6 en la cepa WT con la construccibn pREP (WT +
pREP) y la actividad de B-galactosidasa de esta cepa fue evaluada como correlato de los

niveles de transcripcion de ribH2.
Ensayo de actividad B-Galactosidasa

Sobre un cultivo ON de bacterias a ensayar y se transfirié 1 ml a un tubo de 1, 5 ml.
5000 x 4 min para obtener el Beckman. Se descart6 el sobrenadante.
Resuspensién en 0,5 ml de buffer Z.

5000 x 4 min Se descarto el sobrenadante.

Resuspensién en 1 ml de buffer Z.

Medicion de DOggo.

o g M 0w DN P

Lisis de las células:

1. + 20 pl de cloroformoy 10 ul de SDS 0,1% a cada tubo. Mezcla x 20 seg con vortex.

2. Se transfirieron 0,5 ml de a tubos de 1,5 ml nuevos.

3. a 28T por 5-10 min, para llevarlos a temperatura.

4. + 0,1 ml de ONPG. Este es el tiempo 0.

5. a 28T hasta que se desarrollé un color amarillo/verde.

6. Se detuvo la reaccion por agregado de 0,2 ml de 1,5 M Na,CO3

7. 10.000 rpm x 2 min para remover los restos celulares.

8. Medicion DO a 420 nm.

9. Idealmente la aparicion del color amarillo/verde deberia tomar entre 5-10 min Si el color

aparece muy pronto se debe volver a la muestra original, diluirla en buffer Z y repetir.

Se calcularon las unidades :

B-Galactosidasa
ONPG > Galactosa + O-nitrofenol (amarillo)

La cantidad de o-nitrofenol es proporcional a la cantidad de enzima presente y al

tiempo tomado para que la enzima reaccione con el ONPG.

Transformacién a unidades Miller:
Unidades Miller = (DO 420nm x 1000)/(DOgoo X Min x dilucién x ml bacterias)
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buffer Z
Na,HPO,.7H,0

NaH,PO,4.H,0O
KCI

MgS0,.7H,0
B—mercaptoetanol
ajustar pH=7,0

buffer fosfato*
Na,HPQO,.7H,0O
NaH-PO,.H,O

en 250 ml
4,025 g (0,06 M)

1,375 g (0,04 M)
0,188 g (0,01 M)

0,062 g (0,001 M)
0,675 g (0,05 M)

en 250 ml
4,025 g (0,06 M)
1,375 g (0,04 M)
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*para el ONPG

ONPG 4 mg/ml en buffer fosfato 0,1M, pH 7,0
Carbonato de sodio (Na,CO3) 1,5 M

Barajado de plasmidos

El experimento de barajado de plasmidos se basa en la inestabilidad de dos vectores
pertenecientes al mismo grupo de incompatibilidad dentro de la misma poblacién bacteriana.
Para esto, un plasmido pBBR4 (Amp") albergando diferentes insertos diferentes: ribH1, ribH2,
ribH2_W22A, LS _sce o el plasmido vacio, fue introducido por conjugacién biparental dentro de
la cepa doble uribH + pribH1Km. Se seleccioné la presencia de los dos vectores en placas
TSA-Nal con Amp y Km. Tres clones Amp'/Km' independientes de cada conjugacién fueron
cultivados por al menos 10 generaciones en TSB-Amp, luego se plaquearon diluciones en
placas TSA-Amp. Cien colonias de estas placas fueron replicadas en TSA-Amp o Km. Cuando
fue necesario, se agregé 500 uM riboflavina al TSB o al TSA. El porcentaje de clones Amp'/Km?®

se calcul6 para cada caso.

Ensayos de infeccion bacteriana

Células J774.A1

Monocapas de células J774.A1 fueron cultivadas en placas multiwell de 24 wells con 1
x 10° células por well con RPMI 1640 suplementado con 5-10% suero fetal bovino (SFB).
Luego, las células fueron infectadas con 5 x 10° bacterias (MOI 5:1) resuspendidas en RPMI.
Para asegurar el contacto entre las células y las bacterias, se centrifugaron las placas multiwell

a 1000 rpm por 10 min Después de 30 min de incubacion a 37°C en una atmosfera 5% CO, las
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células fueron lavadas gentilmente con buffer fosfato sal (PBS, pH 7,4) y luego incubadas por 1
h en medio suplementado con 100 ug/ml Str y 50 ug/ml Gm para matar a las bacterias
extracelulares remanentes. De aqui en adelante la concentracion de antibiéticos se bajé a 20
pg/ml Stry 10 ug/ml Gm. Luego, el nUmero intracelular de bacterias viables se determinaron de
la siguiente manera: las células fueron lavadas 3 veces con PBS y tratadas por 5 min con 0,5
ml de 0,1% Tritdbn X-100. Los lisados fueron diluidos en serie y plaqueados en placas TSA con
los antibidticos correspondientes para determinar las CFU por ml. Cada determinacion es el

promedio de dos experimentos independientes. Se calculd la media * la desviacién estandar.

Células HelLa

Monocapas de células HelLa fueron cultivadas en placas multiwell de 24 wells con 1 x
10° células por well con medio minimo esencial (MEM; Gibco) suplementado con 5% SFB y 2
mM glutamina. Luego, las células fueron infectadas con 5 x 10’ CFU bacterias (MOI 500:1)
resuspendidas en RPMI. Las placas multiwell fueron centrifugadas a 1000 rpm por 10 min
Después de 1 h de incubacion a 37°C en una atmdsfera 5% CO, las células fueron lavadas
gentilmente con PBS (pH 7,4) y luego incubadas por 1 h en un medio suplementado con 100
ug/ml Str y 50 ug/ml Gm para matar a las bacterias extracelulares remanentes. De aqui en
adelante la concentracion de antibiéticos se bajo a 20 pg/ml Str y 10 pg/ml Gm. Luego, el
namero intracelular de bacterias viables se determinaron de la siguiente manera: las células
fueron lavadas 3 veces con PBS y tratadas por 5 min con 0,5 ml de 0,1% Triton X-100. Los
lisados fueron diluidos en serie y plaqueados en placas TSA con los antibiéticos
correspondientes para determinar las CFU por ml. Cada determinacién es el promedio de dos

experimentos independientes. Se calculd la media * la desviacion estandar.

Para los ensayos de microscopia, el protocolo de infeccion es igual pero en presencia de un
cubreobjetos de vidrio estéril por well. Se cultivan las células. Luego, los cubreobjetos con
células fueron lavados 3 veces con PBS vy fijados para immunofluorescencia (la marcacion esta

descripta en la seccién de inmunofluorescencia).

Ratones BALB/C

Ratones hembra BALB/c de 60 dias aproximadamente fueron inoculados
intraperitonealmente (IP) con 200 ul conteniendo 1 x 10° hasta 1 x 10’ CFU de las cepas de B.
abortus. Luego, los ratones fueron sacrificados, sus bazos disecados y homogeneizados en 2
ml de PBS. Los homogenatos fueron diluidos en serie y plaqueados en placas TSA con los
antibioticos correspondientes para determinar las CFU por bazo. Se calculé la media + la

desviacién estandar.
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Todos los experimentos que involucraron animales fueron hechos bajo los lineamientos de la
guia del NIH (National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals)
en el laboratorio BSL-3 de la UNSAM.

Microscopia de Inmunofluorescencia

Los cubreobjetos con células HelLa infectadas, fueron lavadas 5 veces con PBS para
remover las bacterias no adheridas y luego fijadas por 15 min en 3% paraformaldehido (pH 7,4)
a 37°C y luego procesadas para el marcado de inmunofluorescencia. Brevemente, los
cubreobjetos fueron lavados 3 veces con PBS, incubados por 10 min con PBS con 250 mM
NH,CI para quenchear los grupos aldehido. Luego, los cubreobjetos fueron incubados con los
anticuerpos primarios en una solucion PBS 10% suero de caballo 0,1% saponina por 20 min a
temperatura ambiente, lavados con PBS 0,1% saponina y luego incubados con los anticuerpos
secundarios en una solucién PBS 10% suero de caballo 0,1% saponina. Los cubreobjetos
fueron montados empleando Mowiol (Aldrich). Las células fueron observadas en el microscopio
empleando un objetivo de 100X de inmersién en aceite. Las proyecciones fueron almacenadas
en el formato TIFF e importadas al Adobe Photoshop CS3 donde las imagenes fueron unidas
empleando el formato RGB. Para determinar el porcentaje de bacterias que co-localizaban con
los marcadores intracelulares un minimo de 100 bacterias intracelulares (reveladas por

inmunofluorescencia indirecta) fueron contadas. Los ensayos se hicieron por duplicado.

Anticuerpos y Reactivos

Para las immunofluorescencias, los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-LAMP-1
H4A3-humana de ratén (Developmental Studies Hybridoma Bank, Department of Biological
Sciences, University of lowa) y anti-cathepsina D-humana de conejo (Dako). Los anticuerpos
secundario fueron anti-ratén o anti-conejo generados en cabra, Alexa Fluor 568 (Molecular
Probes, Invitrogen Co.). Para tincion de ADN se uso la tincion de Hoechst a 2 pg/ml

concentracion final.
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Determinacion del contenido de flavinas intracelulares

Extraccion de flavinas

Las flavinas fueron extraidas de las células bacterianas de la siguiente manera:
Se midi6 la DOggg de 1 ml de cultivo, luego se centrifugd 5000 rpm x 5 min y se descarto el
sobrenadante. Se lavo el pellet con 1 ml de PBS x 2 veces. El pellet fue resuspendido en EtOH
70% y calentadas en un bafio a 90C x 20 min Se centrifugé a 13.000 rpm x 10 min y se

tomaron 500 ul del sobrenadante que fueron liofilizados completamente.

Cromatografia en capa delgada (TLC)

Se resuspendieron los diferentes liofilizados en EtOH 30% de manera proporcional a la
DOgpo. Luego, se realizé una TLC con n-butanol:acido acético:H,O en la proporcion 3:1:1
(volivol) como solvente. Se utilizé placas de matriz de silica gel con soporte de vidrio (Merck).
El resultado fue visualizado en un transiluminador UV. Los patrones utilizados fueron lumazina,
riboflavina, FMN y FAD, disueltos en EtOH 30%.

Bioinformatica

Prediccién de riboswitches

Las predicciones de riboswitches fueron realizadas en el servidor RibEx: Riboswitch Explorer,
de la Universidad Nacional de México (http://132.248.32.45/cqgi-bin/ribex.cqi) [180].

Construccién de arboles filogenéticos

Para construir de cada arbol filogenético se realizo el siguiente protocolo:

Alineamiento multiple con el software CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment.

2. Calculo de la matriz de distancias con el programa Protein distance algorithm version 3.67.
Se utilizé un Bootstrap de 1000 datasets.

3. El arbol filogenético consenso fue construido con el programa Phylip 3.67:neighbor,
neighbor-Joining/lUPGMA method version 3.67.

4. Lavisualizacion se realizo con el programa Newicktops 1.0.

Todos estos programas fueron ejecutados desde el servidor Mobyle@Pasteur v1.0

(http://mobyle.pasteur.fr/).
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Modelos ocultos de Markov: generacion del Logo

El Logo del modelo oculto de Markov (HMM) se construyo siguiendo el siguiente esquema:

1. Se gener6 un alineamiento multiple de secuencias de proteinas con el programa ClustalW
2.0.12 Multiple sequence alignment.
2. El modelo oculto de Markov se calculé con el programar hmmer 3.0: HMMBUILD

Se utilizaron los parametros por default. Ambos programas se ejecutaron desde el servidor

Mobyle@Pasteur v1.0 (http://mobyle.pasteur.fr/).

3. La visualizacion se realizd por el programa LogoMat-M desde el servidor del Sanger

Institute (http://www.sanger.ac.uk).

El dataset const6é de 95 secuencias de proteinas RibH2 provenientes de genomas
completamente secuenciados, a continuacién se muestran sus nimeros de acceso de la base

de datos UniProt (http://www.uniprot.org/uniprot/):

Q4zQl2 C5CUS6 A5VV03 A6X5M0 A8LGD1 B3PT31 Q131Y8 B5K7X8 C3JHV6 Q53107 A9DZFO
Q885J3 AGUBE1 A9MBX8 AS5ECRO A3SR09 BO9NV02 B5K4KO QOF8K6 C4IVE9 COGBL7 Q219G6
ABSXN8 C3JXY3 A9WYZ1 C4WM37 B5ZUS9 A9F9V6 A6FUI7 B1FUZ5 Q986N2 CORLK3 A3YGP9
Q48G23 Q92NI1 B2SAX4 A4Z0OLO C9D1B6 Al1BB46 QOFUX9 A4F0K2 B2AKF9 Q1W5D3 B3Q7Y1
Q0SGY92 B9JH96 Q2YKV1 A9BYU1l B7QTH9 C6B3Z9 A3K9J9 C3MES4 A9G5F2 A3SUV5
A4G6U4 BOK1P3 C5AHZ7 Q89DI7 Q1YEN3 A4FOK1 A6VV22 C7LIH2 B7RMK7 C1A293
Q4K841 Q396H2 AOR6M2 Q1GM34 QIMEI6 Q2ISE9 A4EG89 B4RDF9 A8U359 P61713
C1AX71 P61711 Q2KVI7 Q16CM8 A0Y875 B9R3F8 P61727 A3X704 B7WYF2 C8SFH4
Q3K889 P61712 Q5YZ81 A9HHT8 B6B542 C7DE13 B6AXL3 Q2K6S7 QO7RQ4 Q5LX59
C1A293 P61713 C8SFH4 Q5LX59 A3S9Z2 A9DZF0 Q219G6 A3YGP9 B3Q7Y1 A3S972

Prediccién de dominios transmembrana
Para la prediccion de hélices transmembrana, se utilizé el programa TMHMM Server v. 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM)

Andlisis de archivos PDB
El archivo 1T13 correspondiente a RibH2 de B. abortus de la base de datos Protein Data Bank

(http://www.rcsb.org) se visualizé y analizé usando el programa PyMol 1.3.

Ensayos de infeccion Rhizobium- arveja

Brevemente, se germinaron semillas de arveja (Pisum sativum variedad Wisconsin
Perfection), luego se colocé una plantula por erlenmeyer en un medio sin nitrégeno para
favorecer la nodulacion. Una vez transcurrida una semana (cuando la planta asoma por el
extremo del erlenmeyer) las mismas fueron infectadas en esterilidad con las cepas de
Rhizobium leguminosarum bv. viciae 3841 aplicando una suspension con bacterias en la zona
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de las raices. Luego de semanas, se analizaron distintas variables como ser el nimero de

nodulos por planta, la cantidad de bacterias en los ndédulos, entre otras (Figura MM-3).

inoculaciéon

=

semanas

.;') mediciones

cultivos

Figura MM-3. Esquema de | modelo experimental de simbiosis de  Rhizobium- arveja.
Plantas de P. sativum son inoculadas en esterilidad en la zona radicular con cultivos de R. leguminosarum
e incubadas a 16T por un lapso de semanas. Luego, diferentes variables son medidas.

Preparacion de las plantas

Esterilizacion de semillas:

1.

En erlenmeyer estéril, sumergir las arvejas en EtOH 96% por 30 seg. Agitar manteniendo
tapado el erlenmeyer.

Limpiar las semillas con H,O destilada estéril o milliQ.

Sumergir en lavandina 2% durante 10 min (lavandina comercial es aproximadamente 10%,
entonces dilucién 1:5). Nota: lavandina Ayudin 5,5% entonces es 1,1% final.

Notas: Otra variante es no usar el EtOH y usar directamente la lavandina.

En esterilidad, 5 lavados con H,O destilada estéril o milliQ.

Dejar hidratar las semillas en H,O destilada estéril o milliQ durante 4 h u ON a TC amb
(25 aprox.).

Germinacion de las semillas:

1.

En esterilidad, colocar 3-6 semillas por placa de petri agar 1% H,O, sellar con parafilm y
proteger de la luz (bolsa negra, cajon o caja). Dejar a TC amb. por 3-4 dias, pero no mas
de 7 dias.

Nota: a las 48hs comienzan a germinar. Verificar la humedad y crecimiento mientras se
espera que germinen, a las 72hs se asoma el hipocotilo.

En esterilidad, utilizando pinzas flameadas, transferir las plantulas a medio de plantas FP-
agar 0,5% (200 ml) en erlenmeyer de 300 ml (ver receta aparte).

Cultivar en oscuridad a TC amb., 7 dias aproximadamente, hasta que el tallo llegue al

tapon.

4. En esterilidad, sacar el tallo afuera y poner en la incubadora a 16°C.
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Inoculacién de las plantas

Cultivos de Rhizobium a 28°C en TY tardan un ON largo tal vez 2 dias.
Centrifugar y resuspender en FP.

Medir DOggo = Inocular con p1000 1 ml DO = 0,25.

Ej. Para 10 plantas de un cultivo DO = 1.

0,25 x11 ml = 2,75 ml de cultivo + 8,25 ml de FP

1ml

Nota: Observar los nédulos cada 2-3 dias, comienzan a fijar N, cuando se tornan rosados.

Cosechar 2-3 semanas después.

Cosecha de los nédulos

o o~ w

~

Sacar la planta del erlenmeyer con la raiz entera.

Tomar con la mano los nédulos de a uno y ponerlos en un tubo falcon de 15 ml con el
fondo perforado con un alambre caliente o aguja.

Sumergir en EtOH 70% x 2 min

Sumergir en Ayudin 1:5 x 2 min

Lavar varias 3 veces con H20 estéril.

Poner de a 1 nédulo en una placa de 96 de cultivo con 100 pl de Glicerol 20% en diferentes
columnas.

Reventar cada nddulo con una pinza o barra de vidrio de borde romo.

Congelar a -80°C.

Recuentos intranodulares

1.

Hacer diluciones seriadas en las columnas de la placa 180 ul de Glicerol 20% + 20 ul con
pipeta multicanal. Diluciones orden 1, 2, 3, 4. Siembra: 20 ul x gota, 3 gotas por orden en

placas TY.

Medio FP para plantas (receta enviada por Aldous Dawn):

Soluciones Stock: ml de Stock en 4 litrosdeH ,0 mlStockenl1litrodeH ,0
CaCl,.2H,0 40 g/l 10 2,5

MgS0,4.7H,0 40 g/l 12 3

KH,PO, 30 g/l 13,32 3,33

Na,HPO,.12H,0 45 g/l 13,32 3,33

FeCeHs04 259/l 8 2
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Gibson Trace (Stock):

H3BO; 2,86 g/l
MnSQ0,4.4H,0 2,03 g/l
ZnS0,4.7H,0 220 mg/l
CuS0,.5H,0 80 mg/l

H,Mo0O, (4cido molibdico) 80 mg/l
Se prepara aparte, agregar 4 ml de trazas de Gibson cada 4 L de medio:
Ajustar el pH a 6,3 — 6,7. Generalmente el pH del medio esta naturalmente en este rango.

Para medio s6lido agregar 0,7% de bactoagar 6 0,5% de agar Lab M No.1.

Andlisis estadistico

Todos los datos fueron calculados como la media + la desviacion estandar. La
significancia se evalu6 utilizando la prueba T-test de Student no pareada de dos colas (Prism,

GraphPad Software). Valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente relevantes.
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Recetas

LB (1 litro)

10g triptona

59 extracto de levadura
59 NacCl

LB Agar : 1,5% (p/v) agar

Tank Buffer (1litro)

30,3 g tris

144 glicina

10g SDS (agregar al final)

TY (1 litro)

59 triptona

39 extracto de levadura
0,87 CaCl,.2H,0

TY Agar: 1,5% (p/v) agar

TBE 5X (1 litro)

54 g tris base

27,59 acido borico
20ml EDTAO5MpH8

Medio Minimo GH

Stock de sales 10X: por litro

MgS0,4.7H,0 01lg
MnS0O,.4H,0 10 mg
Na,S,05.5x,0 1g
KoHPO, 349
NacCl 7549

Fraccionar.

N o g bk

Autoclavar.

Agregar agar (para medio sélido) 1,5%.

Materiales & Métodos

4X Running Buffer

(1,5M Tris-HCI pH 8,8)

36,3 g tris

150 ml H,O

Llevar a pH 8,8 con HCI

Llevar a 200 ml

Almacenar a 4°C en oscuridad hasta tres

meses

4X Stacking Buffer

(0,5 Tris-HCI pH 6,8)

349 tris

40 ml H,0O

Llevar a pH 6,8 con HCI

Llevar a 50 ml

Almacenar a 4°C en oscuridad hasta tres
meses

Solucién de monémero

(pesar en campana)

58,4 g acrilamida

1,6 g bisacrilamida

Llevar a 200 ml

Almacenar a 4°C en oscuridad hasta tres
meses

Preparar medio sales 1X a partir de cada stock en H,O milliQ.
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8. En el momento de usar, se agregaron los siguientes suplementos que son esterilizados por

separado:
Suplemento por litro
Casaminoacidos 10% (p/v) 30 ml
Glucosa 100 g/L 10 ml
FeS0O,47H,0 10 mg/ml 0,01 ml
Mix Vitaminas 1mi

Mix Vitaminas* (en 50 mM Buffer fosfato pH 7) pg/ml

Biotina 0,01
Tiamina 0,2
D/L acido pantoténico 0,04
D/L &cido nicotinico 0,2

*Esterilizadas por filtracién con Millipore 0,22 um
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CAPITULO 1

“Genes del metabolismo de flavinas en B. abortus”

81



Resultados

Genes del metabolismo de flavinas en  B. abortus

Como se describi6 en la Introduccion, las enzimas involucradas en la ruta de
biosintesis de las flavinas en Brucella estan ubicadas en los dos cromosomas (Figura 1). Por
un lado el gen ribA/B codifica una enzima bifuncional que contiene a RibA y RibB en una
misma cadena polipeptidica y se encuentra como un ORF aislado en el cromosoma |. En el
mismo cromosoma, rio abajo, se encuentran el operon rib y el gen cobT. El operén rib esta
constituido por los genes ribD, ribE y ribH1 flanqueados por los genes regulatorios nrdR y nusB
en los extremos 5 y 37, respectivamente. En E. coli, NrdR esta caracterizado como un represor
transcripcional de los genes que codifican las ribonucledtido reductasas, mientras que nusB es
un antiterminador de la transcripcién [153]. El gen cobT, el cual est4 involucrado en la sintesis
de un precursor de la vitamina B12 (o-ribazol-5'-fosfato) a partir de un derivado del FMN (5,6-
dimetilbenzimidazol), se encuentra adyacente al gen cobS aunque en orientacidon contraria.
CobS es la enzima cobalamina sintasa responsable del dltimo paso de biosintesis de la

vitamina B12.

BAB1_0455
Cromosoma |

BAB1_0730 BAB1_0792

BAB1_0787 BAB1_0788 BAB1_0789 BAB1_0791

nusB

BAB1_0885

BAB1_0886

BAB2_0191

BAB2_0193

Cromosomal ll

BAB2_0546 BAB2_0544
BABZ2_0545

rfn-box

BAB2_1015

Figura 1. Organizacion de los genes del metabolismo del flavinas en Brucella .

Un esquema de la distribucion de los distintos ORFs que conforman al conjunto de enzimas involucradas
en el metabolismo de las flavinas en B. abortus (negros y blancos) y algunos genes vecinos (en gris). Se
resaltan los genes ribH (blanco) donde ribH1 se encuentra dentro del operdn rib y ribH2 esta aislada con
la rfn-box en su zona regulatoria.
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El gen que codifica para la enzima BluB se encuentra aislado en el cromosoma Il de
Brucella. Esta enzima produce 5,6-dimetilbenzimidazol a partir de FMN reducido y, junto a
CobT conectarian el metabolismo de flavinas con el de la vitamina B12 en Brucella (Figura 2)
[181]. La enzima HADasa se encuentra codificada en el cromosoma Il. También en este
cromosoma se encuentra el gen ribC/F que codifica un polipéptido con actividad bifuncional:
riboflavina kinasa y FAD sintetasa, en algunos organismos estas actividades se encuentran
codificadas en genes independientes. Los genes HADasa y ribC/F se encuentran adyacentes y
con la misma orientacion, pudiendo estar formando un operdn, aunque todavia no se ha
demostrado experimentalmente. Rio abajo, a unos 350 ORFs de distancia, se encuentra al gen
ribH2 ubicado entre otros dos genes de funcion no relacionada con el metabolismo de flavinas
(Figura 1).

O
ﬂ"fw (FR) BIuB
A, === FMNH, —— 5,6-dimetil-benzimidazol
HO

CobT l (FRT)

a-ribazol-5'-fosfato
CobC (ARF)
¥
a-ribazol
CobS l(CS}

Cobalamina
(Vitamina B12)

Figura 2. Conexién entre el metabolismo de riboflavina y el metabolismo de la cobalamina.

El FMN es reducido por accion de la FMN reductasa (FM), BluB genera 5,6-dimetilbenzimidazol a partir de
FMN reducido que luego es tomado por CobT o fosforibosil transferasa (FRT) para dar a-ribazol-5'-
fosfato. La enzima CobC, una a-ribazol fosfatasa que genera a-ribazol el cual es sustrato en la sintesis de
cobalamina por accién de la enzima CobS, la cobalamina sintasa (CS), toma a-ribazol y lo utiliza como un
sustrato mas en la sintesis de cobalamina. Las enzimas que estan en gris y los pasos enzimaticos en
flecha punteadas no se encuentran codificados en los genomas de Brucella.

Expresion de los genes del metabolismo de flavinas

Todos los genes de la ruta de las flavinas mencionados anteriormente fueron
encontrados por métodos bioinformaticos y, a excepcion de ribH1 y ribH2, no se tenian
evidencias experimentales ni bibliograficas de la expresién de dichos genes en Brucella. Para
determinar si todos ellos se estaban expresando a nivel de ARN se realizé una RT-PCR para
cada uno de los genes a partir de ARN total obtenido a partir de la cepa salvaje cultivada en

medio rico TSB. Los productos de PCR fueron resueltos en geles de agarosa donde se
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pudieron confirmar que todos los genes de la ruta biosintética de la riboflavina se expresan en
medio rico (Figura 3.A). Para descartar que se estuviera amplificando ADN gendmico
contaminante, se incluyeron templados a los cuales no se les realiz6 el paso de
retrotranscripcién como control. Se destaca el hecho de que también se demostré la presencia

de ARNm de los genes bluB, cobT y cobS (Figura 3.B).

A o B
m [\ L
<q Q T wo bluB cobT cobS
SE T 2222 LwMm M + - + - + -
100 pb

|

Figura 3. Expresion de los genes de la ruta de las flavinas.

Se amplificé por medio de RT-PCRs usando oligonucleétidos especificos para cada gen involucrado en el
metabolismo de flavinas. Como molde se empleé ADNc (+RT) total de B. abortus. Se incluye el control sin
el paso de retrotranscripcion (-RT). Como control de amplificacion se utilizaron los oligonucleétidos IF. (A)
Genes directamente involucrados en la sintesis de la riboflavina, FMN y FAD y (B) genes relacionados
con el metabolismo de la vitamina B12.

Ademas, la Lic. Inés Serer, miembro del Laboratorio, demostr6 mediante RT-PCR de
las regiones intergénicas de los genes que conforman el operdn rib en Brucella que nrdR, ribD,

ribE, ribH1 y nusB se encuentran en la misma unidad transcripcional (Figura 4).

1 2 3 4 56 7 8 9 10 1 12

—r -— — — — — — —

nrdR

1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 1-12
M + - + - + - + - + - + -
— = -

- L ]

Figura 4. Los genes que conforman el operon  rib en B. abortus .
Se realizaron 6 RT-PCRs con los juegos de oligonucledtidos que se muestran en la figura amplificando las
regiones intergénicas. El templado control sin la RT se incluy6 para descartar contaminaciones con ADN

gendmico.
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Interaccion de RibH2 con otras proteinas de  Brucella

En esta Tesis se buscaron compafieros de interaccién de RibH2 en Brucella. Los
compafieros encontrados podrian hipotéticamente aportar evidencias sobre la funcién que
cumple RibH2 en B. abortus. Entre ellos, se podrian encontrar otros miembros de la ruta
biosintética de la riboflavina como ocurre con las proteinas RibH de E. coli, Campylobacter
jejuni o Bacillus subtilis [182,183,184,185]; pero también podrian hallarse otros actores que
interactuasen con RibH2 con funciones no relacionadas con el metabolismo de flavinas. Dadas
las diferencias que RibH2 presenta respecto a las LS Tipo-I, es relevante evaluar si RibH2 tiene
funciones biolégicas adicionales a la actividad de LS. La estrategia experimental utilizada fue la
exploracion de una biblioteca de expresion en fagos construida a partir de ADN gendmico total
de Brucella suis. Sabiendo que B. suis y B. abortus poseen una identidad de méas del 99% en la
mayoria de sus ORFs [11], los resultados obtenidos pueden ser extrapolados entre ambas

especies.

La biblioteca fue construida por la Dra. Diana Posadas durante su tesis doctoral [186],
en este trabajo se utilizé RibH2 como ligando para el screening. Los fagos con capacidad de

unién a RibH2 fueron seleccionados en rondas de panning.

Display en fagos

La técnica permite expresar péptidos, proteinas o dominios proteicos fusionados a
proteinas virales, en la superficie de ciertos fagos [187]. Las fusiones se disponen de una forma
accesible, permitiendo la interaccion de los péptidos de fusién con ligandos de interés. En la
técnica se emplean fagos filamentosos de E. coli (M13, f1, etc.) y vectores-fagémidos. El
display en fagos es particularmente util cuando se quieren identificar nuevos pares de
interaccién a un ligando conocido. Esta técnica posee dos grandes ventajas, la primera de ellas
es que cuando una proteina de fusion capaz de unir algin ligando es expresada en la
superficie del fago, el fago adquiere dicha capacidad. Los fagos que poseen esta nueva
propiedad de unién pueden ser aislados de una mezcla compleja de fagos mediante un
proceso de seleccion por afinidad a dicho ligando denominado panning. La seleccion por
afinidad permite analizar una gran cantidad interacciones proteina-ligando en poco tiempo. La
segunda ventaja es que la proteina de fusion que participa en la interaccién esta unida
fisicamente a la secuencia de ADN que la codifica, en la particula viral. Esta unién permite el
aislamiento selectivo y la amplificacién de un fago particular que porta el gen de interés de un

pool de millones de fagos.

La Dra. Posadas utilizo el sistema descripto por Jacobsson et al. [175] que emplea la

proteina pVIIl del fago M13 como proteina de fusion o carrier. Para la construccion de la
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biblioteca se purifico6 ADN gendmico de B. suis y se prepar6 ADN del vector pG8SAET. El ADN
genomico se fragmenté por sonicacion en fragmentos de 0,4 a 8 Kb y se los ligd en el vector.
Finalmente se obtuvo una biblioteca con un titulo de 5,2 x 10" UFC/ml, con un tamafio de 8 x
10° clones y con mas de 90% de clones con inserto. La calidad y representatividad de la
biblioteca fueron corroborados por diversos procedimientos [186]. Estos pasos son importantes,
ya que la calidad de los resultados obtenidos en el panning depende directamente de la calidad
de la biblioteca. Segun los calculos realizados, la biblioteca contaba con una representatividad

muy elevada, donde cada ORF estaria representado al menos 50 veces [186].

Rondas de panning

Para realizar el panning se inmovilizé a RibH2 en una placa multiwell y luego se la
incubé con la biblioteca de fagos por 4 horas. Los fagos unidos inespecificamente se
removieron mediante lavados exhaustivos. Por ultimo, los fagos unidos especificamente al
ligando fueron liberados por competencia con RibH2 libre o mediante el cambio abrupto de pH.
En la elucién por competencia se eluyeron los fagos utilizando una solucion del ligando diez
veces mas concentrada que la que se utilizé para inmovilizarlo; con este método se espera una
elucién de fagos muy especifica, ya que solo se liberarian aquéllos que interaccionaron con el
ligando libre. En la elucion por cambio de pH se someten los well a una disminucion drastica
del pH. Con este método se espera liberar a todos los fagos presentes en el well (Figura 5).
Con ambos métodos de elucion se han obtenido buenos resultados si bien se basan en

principios distintos [175].

Se infectaron células E. coli TG-1 con los fagos obtenidos después de las eluciones.
Esta cepa mantiene a los fagémidos como episomas, de modo tal que la secuencia clonada
puede entonces determinarse facilmente por PCR o purificacion del fagémido mediante mini-
prep y posterior secuenciacion. Las particulas virales pueden ser amplificadas y los nuevos
fagos generados a partir de las mismas pueden emplearse nuevamente en otra ronda de
panning, en la que se los enfrenta otra vez contra RibH2 inmovilizada. Se realizaron cuatro

rondas sucesivas de enriguecimiento para cada método de elucion (pH y competencia).
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CASDC AT D

panning lavados

biblioteca
gendmica de
B.suis
IpH
amplificacién elucion 0 ‘
competencia
secuenciacion
titulacion g " B infeccién

Figura 5. Esquema simplificado de la  estrategia utilizada en la seleccién de  display en fagos.

RibH2 fue inmovilizada en los wells de una placa de ELISA y enfrentada a la biblioteca de display en
fagos. Luego de exhaustivos lavados, se eluyeron los fagos capaces de interaccionar especificamente
con el ligando de dos formas diferentes e independientes: por un cambio brusco del pH o por competencia
con RibH2 soluble a una concentracion 10 veces superior a la utilizada en la inmovilizacion en los wells.
Luego, los fagos eluidos fueron usados para infectar la cepa TG-1 de E. coli (empleada para amplificar a
los fagos y titular la cantidad de los mismos). Este proceso se repitié cuatro veces. Los insertos de los
fagos provenientes de la 3ra y 4ta ronda de panning fueron amplificados por PCR y secuenciados.

Las secuencias clonadas en los fagémidos fueron amplificadas usando oligonucle6tidos
especificos que flanquean al inserto [175]. Se emplearon fagémidos provenientes de la tercera
y cuarta ronda de panning de cada uno de los métodos de elucién utilizados. Se obtuvieron las
secuencias de 130 amplicones provenientes de 80 clones obtenidos a partir de la tercera ronda
de panning y 50 clones a partir de la cuarta. Luego se analizé cada una de las secuencias
obtenidas, determinando si pertenecia a un ORF, cudl es la funcién que cumple y si aparecian
clones coincidentes para un mismo ORF. En cada caso se estudi6 si las secuencias obtenidas
eran repeticiones del mismo clon o si eran clones distintos que contenian insertos solapados o

no.

Se depuré la lista de ORFs relevantes, otorgando una mayor preferencia a los clones
que cumplian con cierto criterio de seleccién: i) candidatos que hayan aparecido en ambos
métodos de elucion, ii) que el ORF esté representado por clones con insertos superpuestos, iii)
que los clones aparezcan repetidos, iv) que ocurran repeticiones en la ronda tres y cuatro y, v)
gue tengan alguna relacion funcional o genética con RibH2 (Tabla 1). De los 23 ORFs
seleccionados se destacan dos: BAB1_0789 que codifica la proteina RibD y se aisl6 por ambos
métodos de elucion, y BAB2_0553 que también fue aislado por ambos métodos de elucion y
esta representado por dos clones idénticos. Ademas el ORF BAB2_0553 se encuentra a cinco

genes de distancia de ribH2.
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Tabla 1. Lista de ORFs mas relevantes encontrados en el screening de la biblioteca de display en
fagos.
NA Método Descripcion

BAB1_0084 pH membrane protein, putative

BAB1_0563 pH glycosyl transferase, group 1 family protein

BAB1_0708 pH permease YjgP/YjgQ family protein

BAB1_0789 pH-comp riboflavin biosynthesis protein RibD

BAB1_1000 pH glycosyl transferase, group 1 family protein

BAB1_1124 pH transcriptional regulator, GntR family
BAB1_1191 pH-comp ATP-dependent Clp protease, ATP-binding subunit CIpA
BAB1_1337 pH HTH-type transcriptional regulator pecT

BAB1_1346 pH membrane protein, putative

BAB1_1400 pH transcriptional regulator, TetR family

BAB1_1434 pH antibiotic acetyltransferase

BAB1_1436 pH ribosomal protein L11 methyltransferase, putative

BAB1_1575 pH-comp ARN-binding region RNP-1 (ARN recognition motif):Blue (type 1) copper domain
BAB1_1718 pH opgC protein, putative

BAB1 1827 pH-comp CHP

BAB1_1909 pH HP

BAB1_1960 pH Amino acid ABC transporter, ATP-binding protein

BAB1_2015 pH membrane protein, putative

BAB2_0286 comp Amino acid ABC transporter, periplasmic amino acid-binding protein
BAB2_0448 pH-comp CHP

BAB2_0553 pH-comp drug resistance transporter, Bcr/CflA family

BAB2_1047 comp acyl-CoA dehydrogenase

BAB2_1149 pH-comp ROK family protein

En gris se resaltan los clones elegidos para continuar con la caracterizacion de los fagos
correspondientes a RibD y el ORF BAB2_0553 que codifica una proteina putativa de membrana. NA:
Numero de acceso del ORF en la base de datos KEGG (http://www.genome.jp/kegq).

Se obtuvieron dos clones de secuencias independientes que mapean sobre una misma
region de RibD. Los clones fueron denominados pH4.26 y 10X3.19, respectivamente. El clon
pH4.26 cuenta con una secuencia mas larga, que contiene a la secuencia del clon 10X3.19
(Figura 6.A). RibD de B. abortus posee dos dominios funcionales, denominados Citidina y
Desoxicitidilato Deaminasa (CDD) en el extremo N-terminal y el dominio RibD_C en el extremo
C-terminal (RibD_C) (Figura 6.B). Las secuencias de los clones pH4.26 y 10X3.19

corresponden al dominio CDD (Figura 6.B ).
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Figura 6. Los clones obtenidos por  display en fagos corresponden a un dominio de RibD.

(A) Se alinearon las secuencias traducidas de los insertos de los fagos obtenidos a partir del screening de
la biblioteca de display en fagos con la secuencia de RibD de B. abortus. El clon pH4.26 se superpone
con RibD (gris claro). El clon 10X3.19 se muestra superpuesto a RibD y a pH4.26 (gris oscuro). (B) RibD
cuenta con dos dominios: un dominio N-terminal denominado Citidina y Desoxicitidilato Deaminasa (CDD)
y un dominio RibD_C terminal (RibD_C). Las regiones correspondientes a las secuencias de pH4.26 y
10X3.19 se muestran indicadas en la figura. La figura esta en escala.

El otro ORF, anotado como BAB2_0553, codifica un transportador de membrana de
funcion desconocida. Este marco de lectura abierto estd ubicado a sélo cinco genes de
distancia de ribH2, la proteina que codifica posee 469 aminoacidos de longitud y tiene una
prediccion de 14 regiones transmembrana, 8 dominios citoplasmaticos y 6 dominios
extracelulares. La secuencia aislada corresponde al sexto loop o dominio intracelular desde el

extremo N-terminal (Figura 7).
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Figura 7. Alineamiento del clon 10X3.38 y BAB2_0553.
(A) Prediccion de la estructura de dominios del producto del ORF BAB2_0553 realizada en TMHMM
Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM) (B) La secuencia del péptido expresado en el clon
10x3.38 se muestra sombreada (gris) y la prediccion del sexto dominio citoplasmatico del producto de
BAB2_0553 se muestra en letras negras y subrayadas.

Caracterizacion del binding por ELISA

Para confirmar que los clones de los fagos obtenidos son especificos para la
interaccion con RibH2 se emplearon el ELISA de fagos y el panning de fago Unico. Se utilizd
como ligando control la proteina BSA, esperando que los fagos no presentasen afinidad por la
misma. En todos los casos se observo que la sefial para RibH2 siempre fue mucho mayor a la

del control negativo sugiriendo que la unién entre RibH2 y el fago es especifica (Figura 8).
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Figura 8. ELISA con fagos puros

Se inmovilizaron 0,1 pug de RibH2 y como control negativo 0,1 pg de BSA (Control -). Se emplearon stocks
de fagos puros de 1 x 10% UFC/ml y los fagos unidos se revelaron con un anticuerpo monoclonal a-M13
conjugado a HRP. Se utiliz6 OPD como sustrato en la reaccidn colorimétrica y se midi6 la absorbancia a
485 nm. Se grafica la media + la desviacion estandar (N = 4).

Caracterizacion del binding por panning

Por panning también se determind que la interaccién es especifica. Se compar6 la
capacidad de unién a diferentes ligandos mediante pannings en los que se emplearon fagos
Unicos purificados. En los wells del ensayo se inmovilizd el RibH2 y en los wells control se
inmovilizd BSA, luego se realizé una ronda de panning idéntica a las anteriormente descriptas,
y finalmente se realizdé un recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) como método
para estimar la capacidad de binding. Se obtuvieron recuentos entre 5 y 50 veces mayores en
los wells en donde se inmovilizé el ligando de interés respecto a los wells del control negativo
(Figura 9). En conjunto, los resultados del ELISA de fagos y del panning sugieren que las
interacciones entre RibH2 y RibD, y RibH2 y BAB2_0553 son especificas. Sin embargo, se
requiere de estudios biofisicos y bioquimicos mas detallados para determinar la especificidad

de las interacciones observadas.
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Figura 9. Panning con fagos puros.

Se inmovilizaron 0,1 pug de RibH2 y como control negativo 0,1 pg de BSA (Control -). Se emplearon stocks
de fagos puros de 1 x 10® UFC/ml y los fagos unidos se eluyeron por cambio en el pH y se titularon las
UFC. Los recuentos se expresan como UFC/ ml. Se grafica la media + la desviacion estandar (N = 4).

Expresion y regulacion de  ribH2
La expresion de RibH2 de B. abortus esté regulada por el riboswitch FMN

Como se menciond en la Introduccién, rio arriba del gen ribH2 existe una prediccion
bioinformatica para una secuencia rfn-box que codifica un riboswitch FMN, mientras que
reguladores de este tipo se hallan ausentes en la regién intergénica del operdn rib. El servidor
RibEx (http://132.248.32.45/cqi-bin/ribex.cqi) predice este elemento regulatorio a 215 pb del

ATG de inicio de ribH2 (e-value: 2,20.e™") [180]. Todas las regiones y secuencias del elemento

regulatorio estan conservadas y coinciden con lo descripto en la literatura (Figura 10) [188].
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Figura 10. Regiones conservadas del ARNm de  ribH2 de Brucella .

(A) El riboswitch FMN se caracteriza por poseer una estructura conservada que contiene regiones donde
las bases se encuentran apareadas. Ademas la secuencia de este riboswitch posee bases con posiciones
gue son invariables (en mayuscula) y altamente conservadas (en minlUscula). Las hélices conservadas se
numeran de P1 a P5 siendo P1 la base del tallo. Ademas el riboswitch FMN contiene un loop variable de
secuencia no conservada y, en algunos casos, puede contener un loop adicional. Adaptado de [188] (B)
La secuencia correspondiente a 215 pb del 5 UTR del ARNm de ribH2 de B. abortus conserva las hélices
de P1 a P5 y muestra los loops adicional y variable. En negrita se muestra la secuencia del riboswitch, en
mayuscula las posiciones invariables y en miniscula las conservadas.

Barrick et al. (2007), abord6 el estudio de los riboswitches de forma computacional
donde muestra que los riboswitches FMN de B. abortus, B. suis y B. melitensis estarian
actuando por medio de la atenuacién traduccional [146]. Para distinguir entre los modelos de
regulacion a nivel de la traduccion o transcripcion se decidid medir los niveles de expresion de
proteina y expresion transcripcional de ribH2 en bacterias cultivadas en presencia de FMN y
otras flavinas. Para ello se realizaron Western Blots revelando RibH2 y también se cred una
construccion reportera correspondiente al promotor de ribH2 fusionado transcripcionalmente al

gen lacZ.

La cepa B. abortus 2308 se cultivd en presencia de diferentes flavinas y se realizé un
Western Blot revelando RibH2 y, como control, se revel6 también RibH1. Se observ6 una clara
dependencia de los niveles de RibH2 con respecto a la presencia de FMN vy riboflavina (Figura
11.A). Esta dependencia no se observa para la proteina RibH1 (Figura 11.C). En presencia de
FMN o riboflavina los niveles de RibH2 disminuyeron entre 4 y 5 veces mientras que con

lumazina no se observé ninglin cambio respecto al control (Figura 11.B).
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Figura 11. Inhibicién de la expresién de RibH2 en  B. abortus .

(A) Western Blot revelado para RibH2 y RibH1 de extractos de cultivos de la cepa silvestre (WT)
cultivados en presencia de 500 uM FMN, lumazina (Lum) o riboflavina (RF). En los wells se sembraron la
misma cantidad de extracto de bacterias medida por DOgsgo. (B) Se grafica la densidad de los pixeles
correspondiente al area de las bandas medidas con el programa ImageJ 1.43 y relativizadas a los niveles
WT para RibH2 y (C) RibH1.

Los niveles transcripcionales correspondientes al promotor de ribH2 se midieron
mediante la actividad B-galactosidasa del gen reportero. A lo largo de la curva de crecimiento
en TSB no se observan cambios en la actividad transcripcional (Figura 12.A). La adicién de
FMN 6 riboflavina al medio no cambia la actividad transcripcional del promotor ribH2 (Figura
12.B). Contrariamente a lo observado en cuanto a la expresion de proteina, los niveles de
transcripcion no se ven afectados por al presencia de los metabolitos FMN o riboflavina (Figura
12).
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Figura 12. Niveles transcripcionales de  ribH2 de B. abortus .

(A) B. abortus 2308 fue cultivada en medio TSB. A distintos tiempos se cosecharon las células, se
permeabilizaron y se midi6 la actividad p-galactosidasa utilizando ONPG como sustrato. (B) B. abortus
2308 fue cultivada a saturacion en TSB en presencia de FMN o riboflavina (500 uM) y se determiné la
actividad p-galactosidasa. Los valores son expresados como la media + la desviacion estandar (N = 2).
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Como los niveles de FMN dependen de los niveles de riboflavina y, por ende, de
lumazina, en ausencia de las RibH1, los niveles de FMN podrian bajar. El riboswitch, en estas
condiciones de menor concentracion de FMN, tenderia a desreprimir la traduccién de RibH2
aumentando los niveles de proteina RibH2. Por ello se postulé que la ausencia de RibH1
podria traer aparejado un aumento en los niveles de RibH2. Para confirmar esta idea, se
midieron por Western Blot los niveles de RibH2 en la cepa WT y en una cepa mutante para el
gen ribH1 (uribH1) en medio rico y medio minimo (TSB y GW respectivamente) (Figura 13.A).
Midiendo la densidad relativa de las bandas en los Western Blots, los resultados obtenidos
indicaron que en ambos medios de cultivo la cepa uribH1 presenta niveles de proteina RibH2

superiores en un 20% a los de cepa control WT (Figura 13.B ).

En resumen, el gen ribH2 tiene un riboswitch en la regién 5 no codificante y este
elemento regulatorio estaria atenuando traduccionalmente y no transcripcionalmente los

niveles de RibH2, en presencia de FMN y riboflavina in vivo.
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Figura 13. Western Blots de RibH2 en la cepa  uribH1.

(A) Western Blot revelado contra RibH2 de extractos de cultivos WT y pribH1 cultivados en medio rico
(TSB) y medio minimo (GW), se incluyd un control positivo de proteina RibH2 pura. En los wells se
sembraron la misma cantidad de bacterias medida por DOsgo. (B) Se grafica la densidad de los pixeles
correspondiente al &rea de las bandas medidas con el programa ImageJ 1.43 y relativizadas a los niveles
WT para cada medio de cultivo.

Generacion de la mutante RibH2_W22A

Dentro de las diferencias existentes y mencionadas en la Introduccion, RibH2, a
diferencia de RibH1, es capaz de unir riboflavina con una constante de disociacién (Kd) de 7
uM [139]. Con el fin de estudiar el rol de unién de riboflavina a RibH2 en la actividad LS se
realizé una mutante de dicha proteina deficiente en la unién de riboflavina.

Con el objetivo de obtener una mutante de RibH2 carente de la capacidad de unir

riboflavina se analiz6 la estructura tridimensional de RibH2. El analogo de sustrato 5-nitro-6-(D-
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ribitilamino)-2,4(1H,3H)-pirimidinadiona (NRP) realiza contactos de union con el triptofano de la
posicién 22 (W22). Las interacciones son principalmente entre el anillo indélico del residuo del
W22 y el anillo del anélogo de sustrato formando una interaccion tipo stacking-n (Figura 14.A).
Existe también un puente de hidrégeno entre el N inddlico del W22 y un OH del ribitilo del NRP
(Figura 14.B). Cuando se analiza el alineamiento de las secuencias RibH2 de diferentes

organismos se evidencia la alta conservacion del triptofano de la posicion 22 de la RibH2 de

Brucella (Figura 14.C)
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Figura 14. Analisis del sitio activo de RibH2.

(A) Interacciones que tiene W22 con el NRP de RibH2 de B. abortus: las interacciones son de tipo
stacking-n entre el anillo indélico del triptofano y el heterociclo del NRP (distancias resaltadas en linea
punteada < 3,5 A) y (B) un puente de H entre el N inddlico del W22 y un OH del ribitilo del NRP (distancia
promedio 3,4 A). Andlisis a partir del PBD 1713 usando PyMol 1.3. (C) El logo del un modelo de matrices
ocultas de Markov (HMM) de la familia de las proteinas RibH2 revela la alta conservacion del triptofano
correspondiente a la posicion 22 de RibH2 de Brucella. Sélo se muestran las primeras posiciones de la
secuencia. La altura del aminoacido corresponde con la probabilidad de ocurrencia del mismo. Para la
construccion del logo se utilizaron los programas ClustalW 2.0.12 Multiple sequence alignment, hmmer
3.0: HMMBUILD, desde el servidor Mobyle@Pasteur v1.0 (http://mobyle.pasteur.fr/) y fue visualizado en
LogoMat-M desde el servidor del Sanger Institute (http://www.sanger.ac.uk). El set de datos const6 de 95
secuencias de proteinas RibH2 provenientes de genomas completamente secuenciados.
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Esta observacion sugiere que el residuo W22 seria también responsable de estabilizar
la union tanto del precursor de la lumazina (5-amino-6-ribitilamino-2,4(1H, 3)-pirimidinadiona)
como de la riboflavina (Figura 15) [138]. La mutante RibH2_W22A fue generada y purificada.
La union de riboflavina a la proteina se determiné mediante el quenching de la fluorescencia

intrinseca de la riboflavina.

adaptado de [138]

Figura 15. Modelado del sitio de union de RibH2 de  B. abortus .

El analisis de la estructura de la RibH2 de B. abortus permite ubicar tanto a la riboflavina (celeste) como a
la lumazina (amarillo) y superponiéndolos con el analogo de sustrato NRP (magenta) en la cavidad del
sitio de union.

Se realizaron curvas de titulacion a una cantidad de proteina constante con
concentraciones crecientes de riboflavina o viceversa (Figura 16). La curva control de
riboflavina sin proteina muestra el aumento esperado de la fluorescencia correspondiente con
el aumento de la concentracion de fluoréforo libre. La curva en presencia de 30 uM RibH2
muestra una disminucién del crecimiento de la fluorescencia respecto a la curva sin proteina
debido al quenching que surge por la unidn de la riboflavina a RibH2. Analizando la curva de la
proteina mutante se puede observar que se superpone con la curva control sin proteina
(Figura 16.A). Cuando se titularon 30 uM riboflavina con RibH2, la fluorescencia intrinseca de
la riboflavina disminuye a medida que la concentracion de RibH2 aumenta debido al quenching
de la fluorescencia de flavina. Sin embargo, cuando se titulan 30 uM riboflavina con
RibH2_W22A, BSA 6 buffer (controles negativos), la fluorescencia se mantiene sin modificarse
(Figura 16.B). La proteina mutante fue caracterizada estructuralmente en mas detalle por
integrantes del Laboratorio, y se demostr6é que su estructura y estabilidad permanecen intactas

(datos no mostrados).
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Figura 16. Union de riboflavina a RibH2 de  B. abortus .

Curvas de titulacion de (A) 30 uM proteina titulada con concentraciones crecientes de riboflavina y (B) 30
uM riboflavina fija titulada con concentraciones crecientes de proteina. Excitacion a 450 nm y medicion de
la emisién a 520 nm. Para (B) se tomd el 100% de emisiéon en la soluciéon con 30 uM riboflavina en
ausencia de proteina.

RibH1 y RibH2 poseen funcion enzimatica LS  in vivo

Dado que RibH1 y RibH2 exhiben una actividad enzimética in vitro bastante baja
comparada con la actividad de otras LSs ya caracterizadas [128,136], se decidio evaluar la
actividad LS de las RibH in vivo. Para ello, se gener6é una mutante en el gen ribH2 en B.
abortus 2308 (uribH2) la cual no presenta auxotrofia para riboflavina, al igual que la cepa
uribH1. Se intenté generar la cepa doble mutante para los genes ribH, utilizando las cepas
uribH1 o pribH2 como parentales. Los intentos de mutagénesis se realizaron con y sin el
agregado de riboflavina a los medios de cultivo, aunque ésta se encontraba en baja
concentracion debido a la baja solubilidad de la misma en medios acuosos no basicos. Todos
los intentos de obtencion de la mutante doble fracasaron. Esto sugiere que la ausencia de
RibH1 y RibH2 es letal en Brucella.

Luego, se cloné al gen ribH1 en un plasmido de expresion en Brucella bajo un promotor
constitutivo (pribH1Km). Este plasmido fue transformado en la cepa pribH, generando la cepa
uribH + pribH1Km que luego fue utilizada como parental para la mutagénesis del gen ribH2. De
esta manera se obtuvo la cepa mutante cromosémica en ambos genes ribH denominada doble
uribH + pribH1Km, la cual expresa RibH1 desde el plasmido. Esta cepa fue utilizada en los

experimentos que se describen a continuacion.

Experimentos de barajado de plasmidos

Se disefi6 un experimento genético de barajado de plasmidos para evaluar si las

proteinas RibH y RibH2_W22A tienen funcién LS in vivo. Para ello se toma como premisa que

98



Resultados

el plasmido pribH1Km es esencial para la sobrevida de la bacteria mutante en ambos genes
ribH, en medio TSB (sélo contiene trazas de riboflavina). Por lo tanto, se ensayo si el plasmido
pribH1Km (Km') podia ser curado en presencia de otro plasmido del mismo grupo de
incompatibilidad pero con resistencia a ampicilina (pBBR4) albergando distintos insertos. En
teoria y suponiendo que pribH1Km le esta aportando la funciéon LS codificada en ribH1, sélo
plasmidos con insertos que codifican enzimas LS serian capaces de reemplazar el plasmido
pribH1Km original después de varias generaciones bacterianas. En caso de que el plasmido
Amp' no codificara para la funcion LS, la bacteria se veria obligada a retener el plasmido Km'
porque éste le estaria aportando esa funcién enzimatica vital. Esto seria debido a que existe
una presion de seleccién metabdlica para mantener la funcién de LS cuando las bacterias son
cultivadas en ausencia de riboflavina. En caso de que haya riboflavina presente en el medio
durante la seleccién con Amp, no existiria presion metabdlica alguna y la bacteria podria perder
el plasmido Km' que codifica la LS. Como control positivo de funcion enzimatica de LS se eligié
a RIB4 Saccharomyces cerevisiae (ORF YOL143C), que se nombra en esta Tesis como
LS_sce. Elegimos LS_sce porque es una LS ampliamente caracterizada en la literatura y con
una alta actividad enzimatica [126,189,190]. Ademas, tiene baja identidad con ambas RibH:
31% respecto a RibH1 y 23% respecto a RibH2. Los insertos ribH1, ribH2, ribH2_W22A 'y
LS_sce fueron clonados en los en el vector pBBR4 separadamente para generar los plasmidos
pribH1, pribH2, pribH2_W22A y pLS sce respectivamente. Estos plasmidos y el vector vacio
fueron utilizados para desplazar al vector residente de la cepa doble uribH + pribH1Km (Figura
17)

clon Amp7/Km’
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Figura 17. Esquema simplificado del experimento de barajado de plasmidos.

Diferentes construcciones del plasmido pBBR4 (Amp') fueron introducidas por conjugacion dentro de la
cepa doble pribH + pribH1Km (X: ribH1, ribH2, LS sce, ribH2_W22A o el pldsmido vacio). Las
transconjugantes fueron seleccionadas por resistencia a Amp y Km. Luego, tres clones independientes de
cada conjugacion fueron cultivados separadamente en presencia de Amp por mas de 10-15
generaciones. Cien clones Amp' fueron replicados en placas Amp y Km y se determinaron los porcentajes
Amp'/Km®. Cuando se utilizaron pBBR4 vacio o pribH2_W22A, se agregd o no riboflavina (RF) a los
medios de cultivo para demostrar que la presencia del metabolito final de la ruta puede llevar a la pérdida
completa de la actividad LS en la célula.
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Los plasmidos pribH2 y pLS_sce pueden reemplazar a pribH1Km en la cepa doble
uribH, demostrando de esta manera que tanto RibH1 como RibH2 cumplen con la funcion de
LSs in vivo (Figura 18.A). A su vez, el plasmido pribH1Km no puede ser reemplazado por un
plasmido vacio pBBR4 o por pribH2_W22A, pero si por el plasmido control pribH1 (Amp')
(Figura 18.Ay B). En esta serie de experimentos se afiadio riboflavina a los medios de cultivo
calentando a ebullicion los medios, lo cual permitié solubilizarla hasta concentraciones de 500
uM. Utilizando estas concentraciones de riboflavina, pribH2_W22A o el plasmido vacio son
capaces de reemplazar al plasmido pribH1Km en la cepa doble uribH (Figura 18.C). Los clones
Amp'/Km® obtenidos a partir de estos Ultimos mencionados pierden la capacidad de crecer en

ausencia de riboflavina (Figura 18.D ).
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Figura 18. Resultados de los plaqueos de los experimentos de barajado de plasmidos.

...continGia en la pagina siguiente

100



Resultados

Réplicas en placas de petri TSA-Km de clones Amp" de la cepa doble pribH + pribH1Km realizadas luego
de crecer las bacterias por 10-15 generaciones después de haber sido transformada con el plasmido
pBBR4 con los insertos (A) ribH1, ribH2, LS_sce, (B) ribH2_W22A, el plasmido vacio, o (C) ribH2_W22 6
el plasmido vacio en presencia de 500 uM riboflavina (RF). (D) Los clones doble pribH Amp"/Km?® que
contienen los vectores pBBR4 vacio o pribH2_W22A fueron replicados en placas Amp sin el agregado de
RF y Km con el agregado de RF como controles.

Tabla: Cuantificacién de los desplazamientos

Porcentajes calculados de clones doble pribH Amp/Km® obtenidos en el experimento de barajado de
plasmidos para cada uno de los insertos clonados en pBBRA4.

Para demostrar que efectivamente se desplazd o no a ribH1 en los experimentos de
barajado de plasmidos se realizaron colony-PCR sobre clones Amp'. Se usaron los primers
universales que flanquean a todos los insertos clonados en los vectores pBBR4 y a ribH2 en
pribH1Km. Como templado se utilizaron clones Amp'’ correspondiente a cada una de las placas
de los paneles A, By C de la Figura 18 . Es posible distinguir por el tamafio del amplicén a qué
inserto corresponde (Figura 19.A). Para evaluar la presencia de la proteina RibH1 se
realizaron Western Blots de cultivos de esos mismos clones revelando RibH1 (Figura 19.B).
Todos los clones evaluados Amp/Km" mostraron un amplicon correspondiente a ribH1 asi

como también una banda en el Western Blot positiva para RibH1 (Figura 19).
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Figura 19. Controles por colony -PCR y Western Blot del experimento de barajado de plasmidos.

(A) Colony-PCR utilizando los primers universales T7 y T3 que flanquean el sitio de clonado multiple del
pBBR4 (Amp") y del pribH1IKm. Las primeras siete calles después del marcador de PM (M) muestran las
bandas de amplificacién provenientes de la colony-PCR del primer clon Amp'/Km® de las placas Amp
correspondientes a la Figura 18 . Cada calle es nombrada con el inserto que llevaba el pBBR4 conjugado
en el experimento de barajado de plasmidos. A los clones cultivados en presencia de riboflavina se los
designd + RF. Como control de amplificacion y tamafio de amplicones se utilizaron plasmidos puros como
templado de la PCR (calles pBBR4_X) donde el nombre de la calle corresponde al inserto del plasmido.
(B) Western Blot de los mismos clones usados para las colony-PCR revelando RibH1.
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Anomalias en el ensayo de barajado de plasmidos

Se observaron clones que presentaron un fenotipo Amp/Km® en ausencia de
riboflavina cuando se evalué el barajado de plasmidos en la cepa doble pribH + pribH1Km con
los plasmidos pBBR4 vacio o con pribH2_W22A, (Figura 18.B y 20.A ). Estos clones son muy
llamativos, ya que la sensibilidad a kanamicina (Km®) implica que han perdido al plasmido
pribH1Km vy la resistencia a ampicilina (Amp') implica que poseen un plasmido sin ninguna LS
activa codificada pero igual son capaces de crecer en ausencia de riboflavina. Sin embargo,
todos estos clones tienen presente el gen de ribH1 (Figura 20.B ) y expresan la proteina RibH1
(Figura 20.C). Una posible explicacion para la aparicion de estos clones anémalos es que se
hayan seleccionado eventos de recombinacion entre los plasmidos homélogos pBBR2 y
pBBR4 donde ribH1 termind integrado al episoma Amp'. La alta tasa de recombinacion
homéloga de Brucella sugiere que esta explicacién es plausible. En este escenario, ribH1
proveniente de pribH1Km se integréo por recombinacion homéloga al pBBR4 vacio o con

ribH2_W22A vy, esta doble recombinacion, permite que se pierda el plasmido original pribH1Km.

En resumen, RibH1 y RibH2 tienen funcién de LS in vivo mientras que la mutante
RibH2_W?22A no la tiene. Por medio del experimento de barajado de plasmidos, fue posible
reemplazar al plasmido pribH1Km de la cepa doble pribH + pribH1Km con el plasmido pBBR4
vacio, generando una cepa sin ninguna LS codificada en ella. Se denominé a esta cepa doble

uribH y la misma sera objeto de estudio en secciones futuras.
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Figura 20. Colony -PCR y Western Blot de los clones andmalos provenientes de barajado de
plasmidos.

(A) Las flechas indican los clones 5, 30, 37, 12 y 47, Amp'/Km® correspondientes a la Figura 18.B que
fueron seleccionados para el andlisis por colony PCR. (B) Productos de amplificacién provenientes de la
colony-PCR de los clones 5, 30, 37, 12 y 47, usando los primers universales T7 y T3 que flanquean el sitio
de clonado mdltiple del pBBR4 (Amp") y del pribH1Km. Como control de amplificacién y del tamafio de los
amplicones se muestran las PCR usando los plasmidos puros como templado (calles pBBR4_X) donde el
nombre de la calle es el inserto del plasmido. (C) Western Blot de cultivos provenientes de los clones 5
(pBBR4 vacio) y 12 (pribH2_W22A) contra RibH1.

Auxotrofia y Transporte de Flavinas

Los experimentos de barajado de plasmidos evidenciaron que la cepa doble uribH es
incapaz de crecer en medio rico TSB sin el agregado de riboflavina. Por ello, se decidié evaluar
la auxotrofia de esta cepa haciéndola crecer en placas suplementadas con diferentes
concentraciones de las flavinas riboflavina, lumazina, FAD y FMN. Se determiné que no es
posible restituir el crecimiento con el agregado de hasta 1 mM de FAD o FMN mientras que el

agregado de riboflavina y lumazina logra restituir el crecimiento a partir de 250 uM (Figura 21).
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Figura 21. Crecimiento de B. abortus doble pribH en presencia de diferentes flavinas.

La cepa doble uribH se cultivd en placas de petri de TSA conteniendo diferentes concentraciones de
riboflavina (RF), lumazina (Lum), FAD y FMN. Se plaquearon diluciones seriadas de un cultivo DOggo = 0,1
para determinar las UFC por ml.

Transporte de flavinas

Como fue mencionado en la Introduccién, existen descriptos varios sistemas de
transporte de flavinas en bacterias: RibU, RibM, ImpX y RfnT. Ningin genoma del género
Brucella posee ORFs homodlogos a alguno de los transportadores conocidos de flavinas. Este
hecho sumado a que son necesarias concentraciones muy altas de riboflavina o lumazina (del
orden uM a mM) para restituir el crecimiento de la cepa doble uribH, lleva a postular que
Brucella efectivamente no posee actividad de transporte de flavinas codificada en su genoma.
La forma de entrada de las flavinas al citoplasma de la cepa doble uribH seria por medio de
difusion simple a través de la membrana celular. Debido a la poca difusibilidad de las flavinas a
través de las mismas, son necesarias altas concentraciones extracelulares para que una
fraccién apreciable penetre en la célula. Para evaluar el contenido de flavinas celulares de B.
abortus luego de haber sido cultivada en presencia de 500 uM riboflavina, se realizé una
extraccion de flavinas intracelulares de las cepas WT y doble uribH. Luego, los extractos fueron
resueltos por medio de una cromatografia en capa delgada (TLC) analitica. Ambas cepas
presentan una mayor cantidad de riboflavina intracelular en comparacion a la cepa control

cultivada sin el agregado de riboflavina (Figura 22).
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Figura 22. TLC de flavinas intracelulares de  B. abortus .

Se sembraron extractos de flavinas de las cepas B. abortus 2308 (WT) y doble uribH cultivadas en
presencia de 500 uM riboflavina (RF) conjuntamente con extractos de la cepa WT sin el agregado de
riboflavina. Paralelamente se analizé una mezcla con los patrones de la riboflavina (RF), lumazina (Lum),
FMN y FAD.

Transportador RRT

Dos ORFs fueron identificados en el genoma de Rhizobium leguminosarum bv. viciae
3841 que presentan secuencias rfn-box en sus regiones regulatorias FMN (utilizando el
servidor RibEx). Los ORFs encontrados son RL3153 y RL1692 los cuales presentan
secuencias regulatorias que codifican un riboswitch FMN a 216 pb y 235 pb rio arriba de sus
respectivos codones de iniciacién de la traduccion (e-values: 2,5.e™® y 9,5.e?%). Como se
mencioné en la Introduccion, las secuencias rfn-box hasta ahora solo fueron halladas
regulando genes del metabolismo y transporte de riboflavina [147]. RL3153 es el ORF que
codifica al homélogo de RibH2 en R. leguminosarum vy, tal como ocurre en Brucella, esta
gobernado por un riboswitch FMN. EI ORF RL1692 puede ser identificado como miembro
dentro de una gran familia de proteinas denominada EamA-like transporter family (Pfam,

http://pfam.sanger.ac.uk). Los miembros de esta familia, se caracterizan por ser proteinas de

membrana y transportar una gran variedad de sustratos a través de ella. El andlisis
bioinformético de la proteina codificada por el ORF RL1692 arroja una prediccién de 8 dominios
transmembrana para dicha proteina (Figura 23.A). El Dr. Victor Garcia Angulo, miembro del
Laboratorio, fusion6 el ORF RL1692 al epitope c-Myc y sobreexpresé la proteina obtenida en

R. leguminosarum. El analisis por Western Blot de las fracciones citoplasméatica y membranosa
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de dicha cepa de R. leguminosarum demostré que efectivamente el producto del ORF RL1692

se localiza en la membrana plasmética (Figura 23.B ).
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Figura 23. El ORF RL1692 de R. leguminosarum codifica una proteina de membrana

(A) Prediccién de dominios transmembrana del producto del ORF RL1692 de R. leguminosarum por
TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM). (B) Western Blot de un fraccionamiento
celular de R. leguminosarum expresando el ORF RL1692 fusionado a c-Myc y revelado con anticuerpos
anti-c-Myc.

Se denomin6 RRT (por Rhizobium Riboflavin Transporter) a la proteina codificada en el
ORF RL1692. RRT fue clonada en el plasmido de amplio rango pBBR1MCS (pRRT) con su
propia region promotora e introducida en B. abortus doble uribH generando la cepa doble pribH
+ pRRT. La cepa doble pribH sin RRT crece solamente en presencia de altas concentraciones
de riboflavina en el medio de cultivo. Sin embargo, cuando dicha cepa es transformada con el

pPRRT es capaz de crecer aun en bajas concentraciones de riboflavina (Figura 24 ).
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Figura 24. Expresién heteréloga del transportador RRT de R. leguminosarum en B. abortus doble

uribH .
Estrias de B. abortus 2308 (WT), doble uribH y doble uribH + pRRT fueron cultivadas en placas con
medio GW suplementadas con 500 uM 6 2,5 uM riboflavina (RF).

La cepa doble uribH + pRRT también crece en medio minimo liquido con el agregado
de 2,5 uM riboflavina, FAD 6 FMN (Figura 25). Este ensayo funcional heterélogo en Brucella
demuestra la funcionalidad del RRT de Rhizobium como transportador de flavinas. La
presencia de RRT le permite a la cepa doble uribH crecer en medios con concentraciones 100
veces menores de riboflavina o lumazina. Este hecho, sumado a que la cepa doble pribH +
pRRT auxétrofa puede crecer en presencia de 2,5 uM FAD o FMN mientras que la cepa
isogénica que no expresa RRT es incapaz de crecer en medios suplementados con FAD o
FMN hasta concentraciones de 1 mM, refuerza la hipétesis de que Brucella carece de

actividades de transporte de flavinas.
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Figura 25. Ensayo heterélogo de transporte de flavinas por RRT en B.abortus doble pribH.

Las cepas doble uribH y doble pribH + RRT fueron cultivadas por 72 h en medio GW con el agregado de
riboflavina (RF), FMN o FAD. La DOsgq inicial fue de 0,05. Los valores son expresados como la media + la
desviacion estandar (N = 2).

DOGOO

107



Resultados

Los transportadores de flavinas descriptos hasta el presente comprenden 4 familias:
RibM, RibU, RfnT e ImpX. Miembros pertenecientes a las dos primeras familias ya fueron
caracterizados experimentalmente [149,151,152,191,192] mientras que RfnT e ImpX sélo
fueron analizados por métodos bioinformaticos [147]. Por otro lado, la blusqueda de genes
ortélogos a RRT en la base de datos KEGG determind la presencia de genes homdélogos a este
transportador en otras especies bacterianas. El analisis filogenético de las secuencias de
proteinas de los transportadores de flavinas conocidos y de los homdlogos a RRT determino
gue estos constituyen una nueva familia de transportadores, ya que el andlisis no agrup6 a

dichas secuencias con ninguna de las familias de transportadores ya descriptas (Figura 26 ).

—SMc01779 Sinorhizobium meliloti -

Atu1173 Agrobacterium tumefaciens

mlir8412 Mesorhizobium loti

-IFOant_M51 Ochrobactrum anthropi - RfinT
D

Rleg2_1780 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
aci_4568 Delftia acidovorans
blr1017 Bradyrhizobium japonicum .
Micau_2358 Micromonospora aurantiaca -
Kfla_5135 Kribbella flavida
REQ_12310 Rhodococcus equi
ABB90841 Streptomyces davawensis F RibM
SCO01442 Streptomyces coelicolor
NCgl0063 Corynebacterium glutamicum
PPA1419 Propionibacterium acnes .
EF1541 Enterococcus faecalis b
CLD_0603 Clostridium botulinum
Imo1945 Listeria monocytogenes
BSU23050 Bacillus subtilis - RibU
Exig_2318 Exiguobacterium sibiticum
SA1316 Staphylococcus aureus
MCCL_1136 Macrococcus caseolyticus -
RL1692 Rhizobium leguminosarum bv. viciae -
Rleg2_1251 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
RHECIAT_CH0001663 Rhizobium etli
Oant_0035 Ochrobactrum anthropi - RRT
VSAL_I1093 Aliivibrio salmonicida
VCD_000329 Vibrio cholerae
PBPRA1688 Photobacterium profundum e
FN1498 Fusobacterium nucleatum -
Sterm_3316 Sebaldella termitidis
Intca_3208 Intrasporangium calvum
Svir_37570 Saccharomonospora viridis L ImpX
DSY3695 Desulfitobacterium hafniense
CHY_0469 Carboxydothermus hydrogenoformans
Cbei_1486 Clostridium beijerinckii .

Figura 26. Arbol filogenético sin raiz de las diferentes familias de transportadores de flavinas
conocidas en bacterias.

Se generd un arbol filogenético creado a partir del alineamiento de 35 transportadores bacterianos de
flavinas. Los miembros se agrupan en 5 clusters bien definidos. El alineamiento se realiz6 con el software
CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment. Las distancias fueron obtenidas con el programa Protein
distance algorithm version 3.67 y el arbol filogenético fue construido con Phylip 3.67-Neighbor-
Joining/lUPGMA method version 3.67 y visualizado con el programa Newicktops 1.0. Todos los programas
fueron ejecutados desde el servidor Mobyle@Pasteur v1.0 (http://mobyle.pasteur.fr/).
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“Rol de la biosintesis de riboflavina en la virulencia

de B. abortus”
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RibH2 esta involucrada en la virulencia de B. abortus

Ensayos de infeccion en células con las cepas  pribH1 y pribH2

Tal como se mencion6 en la Introduccién, Brucella infecta principalmente células
fagociticas profesionales y no profesionales como son los macréfagos y células epiteliales. En
el laboratorio puede estudiarse la supervivencia, virulencia e infectividad de Brucella en
diferentes modelos. Existen modelos de infeccion de Brucella en diversos tipos celulares,
cultivos primarios o lineas celulares [88,193,194,195]. En esta Tesis, se us6 como modelo de
infeccion la linea macrofagica murina J774.A1 [196], con las que se realizé la mayoria de los

experimentos, y la linea celular epitelial humana HelLa [197].

Brevemente, se infectaron las células animales con las cepas de B. abortus en placas
de cultivo de 24 wells, luego de un tiempo se aplicaron antibiéticos para matar las bacterias
extracelulares manteniéndolos durante todo el ensayo y al cabo de distintos tiempos (horas) se
lisaron las células y se plaqueé el lisado en medio sélido TSB para Brucella. De esta manera se
pudieron cuantificar las bacterias intracelulares presentes por well a medida que progresaba la

infeccion.

La curva de infeccién WT tipica comienza en el tiempo 0, momento en que se ponen en
contacto las bacterias con las células en cultivo, luego a 1 h post-infeccién (p.i.) se observa la
caida en las UFC debido a que sélo una fraccion de las bacterias entra a la célula. A las 4 h p.i.
la caida se acentla por los mecanismos activos bactericidas del macréfago. Una vez que las
bacterias sobrevivientes logran llegar al nicho replicativo comienza la division activa de las
bacterias. Este evento ocurre al cabo de las 10-12 h p.i.; recién después a las 16 h p.i. se

observa un incremento de las UFC intracelulares (Figura 27).

Ambas mutantes simples ribH fueron evaluadas en un ensayo de infeccién en la linea
celular J774. La curva de infeccion obtenida para la cepa uribH1 no muestra diferencias con
respecto a la curva de B. abortus WT (Figura 27.A). Los resultados de supervivencia
intracelular de la mutante uribH2 fueron diferentes. Comparada con la cepa WT, uribH2 se ve
drasticamente disminuida desde 1 h p.i. hasta el final de la curva (Figura 27.B). A tiempos
tardios, la cepa uribH2 logra replicar aunque méas lentamente que la cepa WT. La cepa
complementada de pribH2 (uribH2 + pribH2), que contiene a ribH2 clonada con su zona
promotora en un plasmido pBBR4, muestra una restitucion del fenotipo virulento e incluso
alcanza recuentos intracelulares mayores que la cepa WT a tiempos cortos de infeccion. La
complementacion produce la sobreexpresion de RibH2 (Figura MM-2 de Materiales y Métodos)
debido a que el plasmido pBBR4, en B. abortus, se encuentra en un nimero de 10 copias por

célula aproximadamente [198].
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Figura 27. Replicacion y supervivencia de  uribH1 y pribH2 en células J774.A1.

Las cepas B. abortus 2308 (WT), (A) uribH1 o (B) uribH2 y pribH2 + pribH2 fueron utilizadas en la
infeccion de 5 x 10° células J774.A1 (MOI 5:1). Las células fueron lisadas a diferentes tiempos y las UFC
por ml se determinaron plaqueando diluciones seriadas de los lisados en placas TSA. Se grafica la media
+ la desviacién estandar (N = 2).

Se realizaron ensayos de supervivencia intracelular con las cepas B. abortus WT y
uribH2 en la linea celular HeLa. En este tipo celular, al igual que en la linea J774.A1, la

mutante pribH2 muestra una clara atenuacién en la supervivencia intracelular (Figura 28).
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Figura 28. Replicacion y supervivencia de  uribH2 en células HelLa.

Las cepas B. abortus 2308 (WT) o uribH2 fueron utilizadas en la infeccién de 5 x 10° células HelLa (MOl
500:1). Las células fueron lisadas a diferentes tiempos y las UFC por ml se determinaron plagueando
diluciones seriadas de los lisados en placas TSA. Se grafica la media + la desviacion estandar (N = 2).

111



Resultados

El trafico intracelular de la cepa  uribH2

Para seguir caracterizando los mecanismos por los cuales RibH2 actia en la
supervivencia intracelular, se analizé la biogénesis de las vacuolas que contienen Brucella
(BCVs). Para ello se infectaron células HelLa con la cepa pribH2 y la cepa control WT, ambas
expresando GFP y por inmunofluorescencia se localizaron diferentes marcadores de trafico
intracelular. Luego se analizé la co-localizacion de las sefiales de GFP y la

inmunofluorescencia proveniente de los marcadores.

En el esquema de la Figura I-4 de la Introduccién se muestra como Brucella trafica por
la via endos6mica. Durante su travesia intracelular, Brucella interactla con los endosomas y
lisosomas, evadiendo la via lisogénica hasta establecerse en un compartimento derivado del
reticulo endoplasmico (RE). A los pocos minutos de entrar en la célula, la vesicula que contiene
a la bacterias adquiere el marcador LAMP-1, el cual es un marcador endosémico-lisosomal,
que luego se pierde al establecerse en el compartimiento replicativo [80,199]. La hidrolasa
luminal de lisosoma catepsina D sirve como marcador de lisosomas o fagolisosomas. Este
marcador nunca es adquirido por las vesiculas que contienen a Brucella durante su trafico
[84,199].

Se estudio en la mutante pribH2 la cinética de reclutamiento de LAMP-1 y catepsina D
como marcadores del trafico intracelular en HelLa a las 2, 6 y 24 h p.i. El trafico de Brucella WT
muestra una co-localizacién con LAMP-1 a las 2 y 4 h p.i. (BCVs tempranas) que luego es
excluida a las 24 h p.i. (Figura 29.A y 30 ). En concordancia con este resultado, a las 24 h p.i.
las BCVs salvajes son capaces de promover la maduracion de organelas replicativas y de
proliferar en compartimentos LAMP-1 negativos (Figura 30). Las BCVs de la cepa uribH2
adquieren el marcador LAMP-1 con una cinética similar a las BCVs salvajes pero en vez de
perderlo, lo retienen. A las 24 h p.i.,, 40,3% de las BCVs mutantes son LAMP-1 positivas
mientras que sélo 7,4% de las BCVs salvajes resultan LAMP-1 positivas (Figura 29.A). Estos
resultados sugieren que la mutante pribH2 falla en controlar la maduracion de las BCVs en

células Hela.

El otro marcador evaluado fue catepsina D, el cual no co-localiza con BCVs salvajes en
ningin momento del trafico de la bacteria salvaje (Figura 29.B ). Analizando la cepa mutante
uribH2, se puede notar un importante incremento en el porcentaje de BCVs positivas para
catepsina D en los tiempos 2 y 6 h p.i. con valores de 32,6% y 48,7% respectivamente ya que
los valores para las BCVs salvajes para esos mismos tiempos son de 3,5% a 8,7%
respectivamente (Figura 29.B ). Esto es indicativo de que las BCVs de la cepa mutante estan
interactuando con lisosomas tempranamente. Ademas, a las 24 h p.i. casi 48,5% de los
fagosomas son positivos para catepsina D, mientras que la mayoria de los BCVs salvajes

excluyen esta molécula en todos los tiempos analizados (Figura 29.B ). Estos resultados son
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consistentes con las supervivencias observadas a las 4 y 24 h p.i. en células HelLa donde la
mutante pribH2 muestra recuentos intracelulares bastante menores comparados con B. abortus
salvaje (Figura 28). Sin embargo, el nimero de UFC de uribH2 recuperadas a las 48 h p.i. es
similar a los recuentos de la cepa salvaje (Figura 28). Esto indica que aunque la cepa mutante
es menos eficiente para promover la maduracién de las BCVs en comparacién con la cepa

salvaje, es capaz de sobrevivir y replicar en células HelLa.
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Figura 29. Co-localizacion de pribH2 con marcadores del tréfico intracelular durante la infeccién en
células Hela.

Se infectaron 5 x 10° células HelLa cultivadas en cubreobjetos con las cepas B. abortus 2308 WT + pGFP
o uribH2 + pGFP (MOI 500:1). Las células fueron fijadas, permeabilizadas y marcadas con anticuerpos
(A) anti-LAMP-1 o (B) anti-Catepsina D, a 2, 6 y 24 h p.i. Luego los preparados fueron observados al
microscopio de fluorescencia y se determiné el porcentaje de BCVs (GFP) que co-localizan con la marca
de LAMP-1 o catepsina D. Los valores son expresados como la media + la desviacion estandar (N = 2).
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Figura 30. Co-localizacién de  uribH2 con LAMP-1 durante la infeccion en Hela.

Imagenes representativas de microscopia de fluorescencia de una infeccion de células HelLa a las 4 y 24
h p.i. con B. abortus 2308 (WT) y uribH2 expresando GFP, marcadas con anticuerpos anti-LAMP-1. Las
flechas blancas muestran BCVs.

Ensayos de infeccion en raton con las cepas ~ uribH1 y pribH2

Como modelo de infecciéon animal se utilizé la infeccion por via intraperitoneal (IP) en
ratones hembras BALB/c. Si bien la infeccion con B. abortus en murinos no reproduce fielmente
los sintomas de la brucelosis por no tratarse de su hospedador natural, la bacteria es capaz de
infectar, colonizar varios de sus 6rganos y reproducirse sin causarle enfermedad. Ademas, el
hospedador murino puede resistir una infeccién de cepas atenuadas de B. abortus y eliminarlas
de su organismo. Los resultados obtenidos en ratén no siempre coinciden con los obtenidos en
células en cultivo. Como regla general, una cepa atenuada en ratdén suele ser atenuada en

cultivos celulares pero no viceversa.

Se infectaron ratones con la cepa mutante uribH1 por via IP. Luego de 30 y 60 dias p.i.
los bazos fueron disecados, homogeneizados y se determinaron las UFC por bazo. En
concordancia con los datos obtenidos de las infecciones en células con la mutante ribH1, las
UFC obtenidas de bazos de ratones infectados con la cepa uribH1 no presentan diferencias
significativas respecto a las de bazos de infectados con la cepa WT en ninguno de los tiempos

evaluados (Figura 31.A).
La virulencia de la cepa mutante pribH2 fue ensayada en ratones mostrando

diferencias significativas respecto a la cepa WT tanto a los 14 dias (p < 0,001) como a los 40
dias p.i. (p < 0,001) (Figura 31.B). A los 14 dias p.i. las UFC de uribH2 disminuyen casi 10
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veces respecto a la cepa WT y a los 40 dias p.i. la disminucion es mayor a 36 veces. La cepa
complementada uribH2 + pribH2 muestra una clara restitucion del fenotipo de virulencia a los
14 dias p.i. y una restitucion parcial a los 40 dias p.i (Figura 31.B ). Los recuentos de las UFC
de uribH2 + pribH2 de los bazos disecados a los 14 dias p.i. son 6 veces mayores a los
recuentos de la cepa WT (p < 0,001) y 15 veces mayores que los obtenidos en la cepa mutante
uribH2 (p < 0,0001). A los 40 dias p.i., los recuentos de UFC por bazo correspondientes de la
cepa complementada son inferiores a los recuentos de la cepa WT. Sin embargo, si se los
compara con los obtenidos para la cepa mutante uribH2 éstos resultan ser 6 veces mayores (p
< 0,001), resaltando nuevamente la relevancia de RibH2 sobre la virulencia de Brucella (Figura
31.B).
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Figura 31. Persistencia en raton de  uribH1 y pribH2.

Ratones hembra BALB/c (N = 5) fueron inoculados por via IP con 1 x 10° UFC de la cepa B. abortus 2308
(WT), pribH1, pribH2 o pribH2 + pribH2. Los bazos fueron disecados y homogeneizados a los 14, 30, 40 6
60 dias. Las UFC por bazo se determinaron plaqueando diluciones seriadas de los homogenatos en
placas TSA. Se grafica la media + la desviacion estandar. El analisis estadistico se hizo con la prueba t-
Student no pareada de dos colas (***p < 0.001).
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La sintesis de riboflavina es  necesaria para la replicacion

intracelular de B. abortus

Ensayos de infeccion en células con la cepa doble uribH

Los ensayos de supervivencia y replicacion intracelular de la cepa doble uribH en
células J774.A1 revelaron que esta cepa es completamente atenuada. Si bien a tiempos
tempranos, 1y 4 h p.i., la cepa doble uribH presenta mas UFC intracelulares que la cepa WT,
los recuentos intracelulares comienzan a decaer a las 24 h p.i. hasta quedar erradicada de la
célula después de las 30 h p.i. (Figura 32). Esto es indicativo de que la sintesis de flavinas es
esencial para la supervivencia en el nicho replicativo. La doble mutacion de los genes ribH

conlleva a un fenotipo completamente atenuado en células.
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-#- doble uribH

log (UFC / ml)
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Figura 32. Replicacién y supervivencia de doble uribH en células J774.Al.

Las cepas B. abortus 2308 (WT) y doble uribH fueron utilizadas en la infeccion de 5 x 10° células J774.A1
(MOI 5:1). Las células fueron lisadas a diferentes tiempos. Las UFC por ml se determinaron plagueando
diluciones seriadas de los lisados en placas TSA. Se grafica la media * la desviacion estandar (N = 2).

Ensayos de infeccion en ratdn con la cepa doble pribH

Para determinar la virulencia en ratén de la cepa doble uribH, se infectaron ratones con
dicha cepa y se determinaron las UFC por bazo a los 13 y 40 dias p.i. En ninguno de los
tiempos evaluados fue posible detectar la presencia de la cepa mutante en los bazos de los
ratones infectados (Figura 33). Estos resultados refuerzan la hipotesis de que la sintesis de

riboflavina es esencial para el la replicacién de la B. abortus durante la el proceso de infeccion.
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Figura 33. Persistencia en raton de la cepa doble  pribH.

Ratones hembra BALB/c (N = 5) fueron inoculados por via IP con 1 x 10° UFC de B. abortus 2308 (WT) o
doble pribH Los bazos fueron disecados y homogeneizados a los 13 y 40 dias p.i. Las UFC por bazo se
determinaron plaqueando diluciones seriadas de los homogenatos en placas TSA. Se grafica la media +
la desviacion estandar. ND: no detectable.

La actividad enziméatica LS de RibH2 es necesaria para la

replicacién intracelular de  B. abortus

A partir de los resultados de atenuacion de la virulencia de la cepa uribH2 y el aumento
de la virulencia en ratones debido a la sobreexpresion de RibH2 (Figuras 27.B y 31.B ), y
habiendo establecido que RibH2 es una LS activa in vivo, se decidié evaluar si esta actividad
enzimatica juega un papel en la virulencia de B. abortus. Para ello se realizaron infecciones en
células y en ratdn con la cepa doble pribH y pribH2 complementadas con diferentes

construcciones.

Ensayos de infeccion en células ¢ on complementaciones de la cepa
uribH2

Observando las curvas de infeccion en células J774.A1 con las cepas B. abortus WT,
uribH2 y uribH2 + pribH2, es posible diferenciar sus fenotipos de supervivencia a 4 h p.i. a
partir de sus recuentos bacterianos intracelulares (Figura 27.B ). Se decidio realizar ensayos de
supervivencia a 4 h p.i. con la cepa uribH2 complementada con diferentes LS. Por ello, se
construyeron cepas transformando a uribH2 con los plasmidos pribH1, pribH2_W22A y
pLS_sce para evaluar si la sobreexpresion de las diferentes LSs logra restaurar el fenotipo de

supervivencia intracelular en el tiempo mencionado.

La sobreexpresion LS_sce es capaz de restituir el fenotipo de supervivencia a las 4 h

p.i a la mutante uribH2. Incluso, uribH2 + pLS_sce muestra recuentos 5 veces mayores que los
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recuentos de la cepa salvaje (Figura 34). Sin embargo, pribH2_W22A no recuper6 la
capacidad de supervivencia evidenciado por los bajos recuentos intracelulares. Mientras que
sobreexpresar RibH1 le permite a la mutante recuperar los niveles WT en los recuentos y el
control de sobreexpresién de RibH2 genera recuentos 10 veces mayores a los recuentos
salvajes (Figura 34). En conjunto, la sobreexpresion de una LS activa en la mutante uribH2
(RibH1, RibH2 o LS_sce) permite restaurar el fenotipo de supervivencia a las 4 h p.i, aunque no
todas las proteinas lo hacen en la misma magnitud. Por el contrario, la complementacion de la
mutante uribH2 con la proteina RibH2_W22A, que tiene anulada la capacidad de unién a la

riboflavina y la actividad de LS, no recupera los recuentos al nivel de B. abortus WT.
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Figura 34. Supervivencia de las cepas complementadas de pribH2 en células J774.A1

Las cepas B. abortus 2308 (WT),5prin2 0 uribH2 con: pribH1, pribH2, pribH2_W22A o pLS_sce fueron
utilizadas en la infeccion de 5 x 10° células J774.A1 (MOI 5:1). Las células fueron lisadas a las 4 h p.i. Las
UFC por ml se determinaron plaqueando diluciones seriadas de los lisados en placas TSA. Se grafica la
media + la desviacion estandar (N = 2).

Ensayos de infeccion en raton ¢ on complementaciones de la cepa  uribH2

Se decidi6 a evaluar si los resultados de supervivencia obtenidos en células
correlacionan con la capacidad de persistir durante la infeccion en ratén. Para ello, se
realizaron las infecciones en ratén con las cepas uribH2 complementadas (con: pribH1, pribH2,
pribH2_W22A o pLS_sce) y se realizaron recuentos de UFC de los bazos a los 14 dias p.i. Los
resultados obtenidos fueron dispares a los obtenidos en células. La Unica complementacién
con fenotipo virulento en este ensayo fue el control uribH2 + pribH2. Los recuentos obtenidos
de bazos de ratones infectados con el resto de las cepas ensayadas son incluso mas bajos que
los de la mutante puribH2 (Figura 35). Los recuentos correspondientes a las

complementaciones con RibH1 o LS_sce son iguales entre si y son 10 veces menores respecto
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a los obtenidos para pribH2 sin complementar. La cepa pribH2 con el plasmido pribH2_W22A

es indetectable en los bazos de ratones infectados con ella (Figura 35).
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Figura 35. Persistencia en ratén de las cepas complementadas de pribH2 .

Ratones hembra BALB/c (N = 5) fueron inoculados por via IP con 1 x 10° UFC de B. abortus 2308 (WT),
pribH2 o pribH2 con: pribH1, pribH2, pribH2_W22A o pLS_sce. Los bazos fueron disecados y
homogeneizados a los 14 dias p.i. Las UFC por bazo se determinaron plagqueando diluciones seriadas de
los homogenatos en placas TSA. Se grafica la media + la desviacion estandar. El andlisis estadistico se
hizo con la prueba t-Student no pareada de dos colas comparando siempre contra WT (**p < 0,01, ***p <
0,001). ND: no detectable.

El hecho de que la cepa doble uribH posea mayores recuentos intracelulares que la
cepa WT durante las infecciones celulares a tiempos tempranos, 1y 4 h p.i. (Figura 32) llevé a
postular que la riboflavina adicionada al medio de cultivo de esta cepa era la causante de la
mayor capacidad de supervivencia. Ya se demostrdo por TLC que la cantidad de riboflavina
intracelular se encuentra aumentada en las cepas WT y doble pribH cultivadas en presencia de
500 uM riboflavina (Figura 22 ). De esta manera el pool intracelular de riboflavina aumentado al
momento del desafio con las células podria restituir los niveles de supervivencia en la mutante
uribH2 o aumentarle la aptitud a la cepa WT para sobrevivir durante la infeccién celular. Para
evaluar esta hipétesis, se realizaron ensayos de supervivencia en células y ensayos de
persistencia en ratones con cepas de B. abortus crecidas en presencia o no de 500 puM

riboflavina.
Se realizaron infecciones de células J774.A1 con las cepas uribH1, uribH2 y B. abortus

WT, cultivadas con o sin 500 uM riboflavina y las UFC intracelulares fueron determinadas a las

4 h p.i. El agregado de riboflavina no cambia significativamente los recuentos intracelulares de
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ninguna de las cepas evaluadas. La presencia del metabolito no puede complementar el

fenotipo atenuado de la cepa pribH2 (Figura 36 ).
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Figura 36. Efectos de la riboflavina en la supervivencia en células.

Las cepas B. abortus 2308 (WT), uribH1 o pribH2, cultivadas con 500 uM riboflavina (+ RF) o no (- RF),
fueron utilizadas en la infeccion de 5 x 10° células J774.A1 (MOI 5:1). Las células fueron lisadas y las
UFC por ml se determinaron a las 4 h p.i. plaqueando diluciones seriadas de los lisados en placas TSA.
Se grafica la media + la desviacion estandar (N = 2).

También, con el objetivo de ensayar si el aumento de riboflavina intracelular le confiere
a B. abortus una mayor capacidad de persistir en ratdn, se infectaron ratones con la cepa WT
cultivada con o sin 500 uM riboflavina (Figura 37). A los 13 y 40 dias p.i. se determind la
cantidad de bacterias por bazo de los ratones infectados. En este ensayo tampoco se
detectaron diferencias entre los cultivos de B. abortus usados en el momento de la infeccion.

La riboflavina no aumenta los niveles de virulencia en ratdén en la cepa WT.

B WT-RF
6+ — ] WT +RF

log (UFC / bazo)

0 T T

b@‘:ﬂ 8@"
N Y

Figura 37. Persistencia en raton de  B. abortus crecida con riboflavina.

Ratones hembra BALB/c (N = 5) fueron inoculados por via IP con 1 x 10° UFC de B. abortus 2308 (WT)
con o sin 500 uM riboflavina (RF) previo a la infeccion. Los bazos fueron disecados y homogeneizados a
los 7, 14 y 21 dias p.i. Las UFC por bazo se determinaron plaqueando diluciones seriadas de los
homogenatos en placas TSA. Se grafica la media + la desviacion estandar.
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Flavinas en las Brucella Containing Vacuoles

Como ya se mencion6 en la Introduccién, se sabe poco acerca de la composicion de
nutrientes en las BCVs replicativas. En general, la necesidad de los metabolitos se infiere a

partir del analisis de la expresion de genes de transporte o sintesis en esa etapa.

Ya se demostré que la cepa doble mutante ribH es auxoétrofa para flavinas, que
requiere mas de 250 uM de riboflavina en el medio de cultivo para su crecimiento y que
tampoco es capaz de replicar durante la infeccion en células en cultivo. Entonces, se decidié
evaluar si la actividad LS proveniente de la LS heter6loga de S. cerevisiae, sin el aporte de
ninguna de las RibH enddgenas, permite el establecimiento de Brucella en el nicho replicativo

para luego comenzar a duplicarse.

Se infectaron células J774.A1 con la cepa doble uribH + pLS _sce y se determiné la
cantidad de bacterias intracelulares hasta las 48 h p.i. Los recuentos obtenidos para la cepa
ensayada fueron muy superiores a los obtenidos para la cepa B. abortus 2308 WT. La cepa
expresando LS_sce no solo replica intracelularmente, sino que muestra recuentos de UFC
intracelulares entre 10 y 100 veces mayores que la cepa WT en todos los puntos de la curva
(Figura 38). Se concluye que la presencia de la actividad enzimética LS es suficiente para el
establecimiento y replicacién de B. abortus en células J774.Al sin ser necesaria la presencia

de ninguna de las proteinas RibH.
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Figura 38. Replicacion y supervivencia de doble uribH + pRRT en células J774.A1.

Las cepas B. abortus 2308 (WT), doble pribH o doble pribH + pLS_sce y los controles doble pribH fueron
utilizadas en la infeccién de 5 x 10° células J774.A1 (MOI 5:1). Las células fueron lisadas y las UFC por ml
se determinaron a distintos tiempos, plaqueando diluciones seriadas de los lisados en placas TSA. Se
grafica la media * la desviacion estandar (N = 2).

Con el objetivo de determinar si en las BCVs existen cantidades apreciables de flavinas

se infectaron cultivos celulares con la cepa doble pribH expresando el transportador RRT, que
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es capaz de que restituir el crecimiento in vitro en presencia de concentraciones nanomolares

de flavinas.

La cepa doble uribH + pRRT se cultivé en presencia de 0,5 uM o 500 uM de riboflavina
para luego infectar células J774.Al y determinar las UFC intracelulares en funcion del tiempo.
Cuando la cepa doble uribH + pRRT se cultivé en baja o alta concentracion de riboflavina no
presenta ninguna diferencia entre si. Los recuentos intracelulares correspondientes a las 4 h
p.i. de esta cepa, al igual que los obtenidos para la cepa mutante doble pribH sin ninguna
complementacion, son 10 veces mayores que los recuentos correspondientes a las células
infectadas con la cepa control WT a 4 h p.i. (Figura 39). Esta diferencia de cantidad de
bacterias intracelulares entre la cepa mutante doble uribH + pRRT y la cepa WT se mantiene
hasta las 24 h p.i. Luego, a las 48 h p.i., los recuentos de la mutante con el transportador
disminuyen 10 veces por debajo de los niveles WT (Figura 39). Las curvas de infeccion de la
cepa uribH + pRRT no muestran en ningln momento un fenotipo replicativo ya que no se

observan aumentos de las UFC durante la infeccion en ninguno de los tiempos evaluados.
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Figura 39. Replicacion y supervivencia de doble pribH + pRRT en células J774.A1.

Las cepas B. abortus 2308 (WT), doble uribH, doble uribH + pRRT cultivada en 0,5 uM riboflavina o doble
uribH + pRRT cultivada en 500 pM riboflavina (+ RF) fueron utilizadas en la infeccién de 5 x 10° células
J774.A1 (MOI 5:1). Las células fueron lisadas y las UFC por ml se determinaron a distintos tiempos,
plagueando diluciones seriadas de los lisados en placas TSA. Se grafica la media + la desviacion
estandar (N = 2).

Ensayos preliminares de proteccion

Una de las caracteristicas deseables en una vacuna contra la Brucelosis es que sea
atenuada para no causar enfermedad en el hombre y que al mismo tiempo genere una
respuesta inmune suficiente para generar proteccion. Por ello, el desarrollo de vacunas vivas
atenuadas en Brucella que sean seguras para el hombre ha girado en torno a la eliminacion de

genes importantes para la supervivencia de la bacteria. Sin embargo, las cepas con genes
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eliminados que las convierten en bacterias seguras para la manipulacién, suelen ser tan
atenuadas que su eficacia como vacunas es reducida [48]. Las mutantes que no son

rapidamente eliminadas en ratén suelen generar una respuesta inmune mas protectiva [200].

La cepa doble uribH presenta una muy baja persistencia en ratones siendo
completamente eliminada antes de los 14 dias post-infeccion. Esto representaria una
desventaja en caso de utilizarla como cepa vacunal. La cepa doble uribH + pRRT tiene mayor
sobrevida que la cepa isogénica sin el RRT en células (Figura 39). Con el objetivo de evaluar
si dicho incremento también ocurre in vivo, se infectaron ratones con la cepa doble uribH +
pRRT. Ademas evaluamos la co-inyeccion de la cepa con riboflavina debido a que la
concentracion de riboflavina libre en los tejidos animales es extremadamente baja [179]. Luego
de 14 dias p.i. la cepa doble uribH + pRRT persiste en el bazo de ratones infectados, mientras
gue la bacteria que carece el transportador RRT es completamente eliminada (Figura 40). No
se encontraron diferencias significativas cuando se co-inyecté la cepa con riboflavina respecto
a la cepa sin el agregado de riboflavina (Figura 40). Sin embargo, la cepa doble uribH
expresando RRT, cultivada en presencia o no de riboflavina, presenta menores recuentos que
la cepa WT. Ademas, los ratones infectados con la cepa doble uribH expresando el
transportador RRT no son esplenomegalicos como ocurre cuando se infectan ratones con la

cepa de Brucella salvaje.
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Figura 40. Persistencia de la cepa doble  uribH + pRRT en ratén.

Ratones hembra BALB/c (N = 5) fueron inoculados por via IP con 1 x 10° UFC de la cepa doble uribH +
pRRT con o sin el agregado de 500 uM riboflavina (RF), o la cepa B. abortus 2308 (WT). Los bazos
fueron disecados y homogeneizados a los 14 dias p.i. Las UFC por bazo se determinaron plagueando
diluciones seriadas de los homogenatos en placas TSA. Se grafica la media + la desviacion estandar.

Debido a que los ensayos de persistencia demostraron que la cepa doble pribH +

pRRT es mas persistente que la cepa doble uribH sin el transportador, se decidio estudiar la
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curva de eliminacion de la cepa doble uribH + pRRT en ratones con el fin Gltimo de realizar
desafios vacunales. Para ello se inoculd 1 x 10’ UFC de la cepa doble uribH + pRRT en

ratones y se determinaron las UFC por bazo los dias 7, 14 y 21 p.i. (Figura 41).

3_
2-
Ml n
0-
o @ N> O

& b &’b &’b
Q(J

log (UFC / bazo)

Figura 41. Curva de eliminacion de la cepa doble  uribH + pRRT en ratones.

Ratones hembra BALB/c (N = 6) fueron inoculados con 1 x 10’ UFC por via IP con la cepa doble uribH +
pRRT. Los bazos fueron disecados y homogeneizados a los 7, 14 y 21 dias. Las UFC por bazo se
determinaron por plaqueo de diluciones seriadas. Se grafica la media + la desviacion estandar.

La cepa doble uribH + pRRT muestra una persistencia menor a la cepa WT (comparar
Figura 41 con el control WT de la Figura 31.B al dia 14) aunque no fue completamente
eliminada al cabo de los 21 dias p.i. Sin embargo, se determiné un promedio de 30 UFC por
bazo al dia 21 sugiriendo que al cabo de los 28 dias p.i. la eliminacion de las bacterias seria
completa. Al observar los resultados y la tendencia de la curva de eliminacién se decidio utilizar
los Ultimos 12 ratones infectados en una prueba preeliminar de proteccidon. Para ello se
inocularon dichos ratones con 1 x 10° UFC de la cepa B. abortus 2308 al dia 40 después de
haber sido inoculados con la cepa doble uribH + pRRT. Al cabo de los 14 y a los 30 dias p.i.
con la cepa Brucella WT, se determinaron la UFC en los bazos. Los ratones desafiados con la
cepa salvaje muestran una disminucién de 10 veces en los recuentos al dia 30 p.i. respecto al
dia 14 p.i. (Figura 42). La infeccion en ratones con la cepa B. abortus 2308 muestra un
incremento en el ndmero de bacterias por bazo del dia 14 al dia 40 p.i. (Figuras 31, 33y 37 ).
El resultado preeliminar del desafio vacunal con la cepa doble uribH + pRRT fue obtenido
mientras esta Tesis era escrita y, sugiere que vale la pena realizar un experimento con los

debidos controles incluidos: cepa vacunal (por ejemplo B. abortus S19) y control sin bacterias.
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Figura 42. Proteccién contra la infeccion de la cepa WT.

Ratones hembra BALB/c (N = 6) fueron reinfectados con 1 x 10° UFC de WT por via IP, luego 40 dias de
haber sido inoculadas con la cepa doble puribH + pRRT. A partir de esa fecha, a los 14 y 30 dias los bazos
fueron disecados y homogenizados. Las UFC por bazo se determinaron por plaqueo de diluciones
seriadas. Se grafica la media + la desviacion estandar.

Estrategia de Inhibicion de RibH2

Hasta ahora, los resultados obtenidos en esta Tesis muestran a RibH2 como un
atractivo blanco de quimioterapia. La inhibicion de su actividad podria traer aparejado un
fenotipo de virulencia atenuada. Por ello, se decidié intentar inhibir la actividad enzimatica de
RibH2 in vivo. Sin embargo, este objetivo no pudo ser logrado. A continuacion se explica una
de las estrategias utilizadas de inhibicibn enzimatica expresando intracelularmente un

anticuerpo anti-sitio activo de RibH2 de B. abortus.

Estrategia de inhibicién por intrabody VHH

En el Laboratorio se cuenta con un anticuerpo capaz de unirse a RibH2, derivado de
anticuerpos de dominio de llama (datos aln no publicados). Este anticuerpo pertenece a una
clase de anticuerpos monovalentes denominados VHH. Los VHHs son fragmentos pequefios
que corresponden a los mencionados anticuerpos de llama y que tienen la capacidad de ser
muy buenos inhibidores enzimaticos por poseer un CDR3 con un tamafio capaz de introducirse
dentro hendiduras proteicas, donde se encuentran generalmente los sitios activos de las
enzimas, con mucho mas facilidad que los anticuerpos convencionales [201]. Existen varios
trabajos en la literatura que validan el uso de estos anticuerpos como inhibidores enziméticos y
como potenciales herramientas terapéuticas [201,202]. EI mencionado fragmento VHH que es

capaz de unirse RibH2, se denomina VHHaRibH2 y puede desplazar a la riboflavina de su sitio
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de unioén (Figura 43). Como ya se menciond en una seccién anterior, la riboflavina se une al
sitio activo de la enzima.
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Figura 43. Curva de desplazamiento de la riboflavina por VHH

5 uM de RibH2 unida a riboflavina fueron incubados con concentraciones crecientes de VHHaRibH2, con
un VHH inespecifico o con BSA. Se determind la fluorescencia de riboflavina mediante excitaciéon a 450
nm y la emision se midié a 520 nm.

Como prueba conceptual y para validar a RibH2 como blanco para quimioterapia se
deseaba inhibir la actividad enzimética de RibH2 usando el VHHaRibH2. Para ello se subcloné
a VHHaRibH2 fusionado a la MBP (Maltose Binding Protein). La estrategia de fusion de una
proteina a la MBP es utilizada para otorgar mayor estabilidad intracelular a la proteina de
fusion, favoreciendo el plegamiento correcto, y permitiendo el monitoreo de la expresiéon por
Western Blot con anticuerpos anti-MBP [202,203]. El plasmido de expresion de Brucella
obtenido se denomin6 pVHH. Luego se transformo la cepa mutante uribH1 con pVHH (uribH1 +
pVHH) que expresa, de forma intracelular, VHHoaRibH2. Debido a que en la cepa uribH1 la
Unica LS es RibH2, la presencia del VHHaRibH2 inhibiria la actividad LS y la bacteria no seria

capaz de crecer en ausencia de riboflavina (Figura 44).
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Figura 44. Estrategia disefiada de inhibicién de la actividad LS in vivo de RibH2 de B. abortus .
La expresion del intrabody VHHaRibH2 en la cepa mutante pribH1 de B. abortus inhibiria la sintesis de
lumazina por parte de RibH2, la Unica LS presente.
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La cepa uribH1 + pVHH se cultivd en placas de medio minimo con o sin 500 uM
riboflavina. Al igual que la Brucella WT, la cepa wribH1 + pVHH es capaz de crecer tanto con
como sin el agregado de riboflavina (Figura 45.A ). También, uribH1 + pVHH puede crecer en
medio liquido sin diferencia respecto a las cepas que no expresan VHHaRibH2 (resultados no
mostrados). La expresion intracelular del VHHaRibH2 fue confirmada por Western Blot (Figura
45.B). Una explicacion posible es que VHHaRibH2 no esta inhibiendo completamente a RibH2,
y que la inhibicion parcial de la actividad LS permita el crecimiento de la cepa pribH1 + pvVHH

en ausencia de riboflavina exdégena.
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Figura 45. Crecimiento de cepas expresando VHH- aRibH2.

(A) Las cepas uribH1 y B. abortus 2308 (WT) que contiene el plasmido pVHH se inocularon en placas con
y sin el agregado de 500 uM riboflavina (RF). (B) Western Blot control donde se detecta la expresion del
VHHaRibH2 en las cepas pribH y B. abortus 2308 revelando MBP (proteina de fusion). Se incluy6 un
control con MBP pura. El incremento del PM de MBP se debe a la fusién a VHHaRibH2.

Durante una infeccién en células o en ratones las condiciones de supervivencia son
mas estrictas y, como se ha demostrado en esta Tesis, la capacidad de sobrevivir dentro de la
célula infectada depende de la actividad enzimatica LS de RibH2. Ademas, la cepa doble uribH
(sin actividad LS) no replica en células y es completamente eliminada a las 24 a 30 h p.i.
(Figura 32). Por ello se disefié un experimento donde se evalué el fenotipo de supervivencia de
la cepa pribH1 + pVHH en células J774.Al1. Se midieron las UFC intracelulares de las células
infectadas a las 4, 24 y 48 h p.i. Los resultados obtenidos muestran que la expresién de
VHHaRibH2 no disminuye la virulencia de pribH1 (Figura 46). Los recuentos intracelulares de
la cepa uribH1 con pVHH y sin el pldsmido no muestran diferencias entre si en ninguno de los

tiempos evaluados, lo mismo ocurre con la cepa WT (Figura 46 ).
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Figura 46. Expresion de VHH aRibH2 durante la infeccion de  B. abortus en células J774.Al.

Las cepas (A) wribH1 o (B) B. abortus 2308 (WT), transformadas o no con pVHH fueron utilizadas en la
infeccion de 5 x 10° células J774.A1 (MOI 5:1). Las células fueron lisadas y las UFC por ml se
determinaron a distintos tiempos, plaqueando diluciones seriadas de los lisados en placas TSA. Se grafica
la media * la desviacion estandar (N = 2).
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“Rol de las flavinas en la simbiosis de R. leguminosarum”
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Simbiosis de R. leguminosarum

Como fue mencionado en la Introduccién, Brucella y Rhizobium tienen una gran
cercania fliogenética, y comparten varios factores de virulencia y simbiosis, asi como también,
comparten la propiedad de tener dos genes ribH en sus genomas. La evidencia obtenida en el
presente trabajo demuestra que el metabolismo de flavinas participa en la virulencia de
Brucella. Ademas trabajos publicados que relacionan flavinas y simbiosis en la familia
Rhizobiacea [181,204,205,206], llevé a plantear la hipétesis que el metabolismo de flavinas de

Rhizobium leguminosarum también esta involucrado en la simbiosis con la planta.

Para los experimentos de nodulacion se utilizo a la cepa Rhizobium leguminosarum bv.
viciae 3841 (Rle) cuyo genoma esta completamente secuenciando. Brevemente, se plantas de
de arveja (Pisum sativum), fueron infectadas con cepas de R. leguminosarum aplicando una
suspension con bacterias en la zona de las raices. Luego de semanas, se analizaron distintas
variables como ser el nimero de nédulos por planta, la cantidad de bacterias en los nédulos,

entre otras.

La riboflavina aumenta la capacidad infectiva de R. leguminosarum

Con el fin de evaluar si el cultivo con riboflavina le otorga a Rhizobium una ventaja en la
infeccion, se cultivd a R. leguminosarum en un medio suplementado o no con 500 uM
riboflavina, se cosecharon las células y se realizaron lavados, y luego se infectaron las plantas.
Al cabo de 12, 17, 28 y 38 dias después de la infeccién se determiné la cantidad de nédulos
visibles por planta. Las plantas que fueron infectadas con bacterias cultivadas en presencia de
500 uM riboflavina presentaron en promedio un mayor nimero de nédulos por planta que las
plantas inoculadas con Rhizobium cultivada en un medio sin el suplemento de la vitamina. A los

38 dias las diferencias fueron estadisticamente significativas (p < 0,01) (Figura 47).
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Figura 47. Numero de nédulos en plantas infectadas con R. leguminosarum .

1 ml de cultivo DOeno = 0,1 de R. leguminosarum 3841 cultivada con 500 uM (Rle + RF) o sin (Rle) se
utilizé para inocular plantas de Pisum sativum (N = 5). El nUmero de nddulos por planta se determind a los
12, 17, 28 y 38 dias p.i. Se grafica la media * la desviacion estandar. El analisis estadistico se hizo con la
prueba t-Student no pareada de dos colas (**p < 0,01).

La cantidad de bacterias en los nddulos de las plantas inoculadas con Rhizobium
crecidas en presencia o ausencia de 500 uM riboflavina se determinaron a los dia 27 y 38 p.i.
Las plantas infectadas con Rhizobium cultivadas en presencia de riboflavina, presentan 10
veces mas bacterias en los nédulos a los 27 dias p.i. (p < 0,001) y 33 veces mas al dia 38 que
las bacterias que fueron cultivadas sin riboflavina (Figura 48 ). Cabe destacar que a los 38 dias

p.i. los nédulos se encuentran en senescencia.
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Figura 48. Ocupacion bacteriana de los nédulos de plantas infectadas con cepas R.
leguminosarum .

1 ml de cultivo DOgoo = 0,1 de R. leguminosarum 3841 cultivada con 500 uM (Rle + RF) o sin riboflavina
(Rle) fue utilizado para infectar plantas de Pisum sativum (N = 5). Se determiné la cantidad de UFC por
nédulo por planta, liberando el contenido de los nédulos individualmente (N = 12) en una solucién 10%
glicerol estéril y plaqueando diluciones seriadas del homogenato en placas TY, a los dias 27 y 38 p.i. Se
grafica la media + la desviacion estandar. El analisis estadistico se hizo con la prueba t-Student no
pareada de dos colas (*p < 0,05, ***p < 0,001).

Es posible concluir que el cultivo de R. leguminosarum en altas concentraciones de

riboflavina resulta en un incremento de la simbiosis Rhizobium-leguminosa.

En Brucella, la sobreexpresion de la RibH2 enddgena incrementa la infeccién tanto de
células como de ratones. Por tanto se sobreexpresé la RibH2 endb6gena de R. leguminosarum

(RibH2_rle) con el fin de comprobar el rol de la misma en la simbiosis.

RibH2 de R. leguminosarum es un LS activa
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Antes de realizar los ensayos de nodulacion, se confirmé que RibH2_rle también posee
actividad de LS in vivo, clonando ribH2_rle junto con su zona promotora en el vector de amplio
rango pBBR1. La construccion fue denominada pribH2 rle. Se realiz6 un ensayo de
complementacion heterdloga transformando a la cepa doble pribH de Brucella con el plasmido
pribH2_rle y cultivando a las bacterias transformadas en una placa sin riboflavina y sin el
antibiotico que selecciona el plasmido pribH2 rle. La cepa doble uribH transformada con el
plasmido pribH2 rle es capaz de crecer en ausencia de riboflavina (Figura 49.A). Como
control, varios clones fueron repicados en una placa con cloranfenicol (Cm) para confirmar la

presencia del plasmido pribH2_rle (Cm') (Figura 49.B ).

Figura 49. RibH2 de R. leguminosarum tiene funcién de LS invivo .

(A) La bacterias transformadas de B. abortus doble uribH + pribH2_rle fueron plagueadas en placas TSA
sin el agregado de riboflavina. (B) 14 Clones individuales provenientes de la placa (A) fueron repicados en
una placa con Cm para verificar la presencia de pribH2_rle.

RibH2_rle esta involucrada en la simbiosis de R. leguminosarum

Una vez confirmado que ribH2_rle codifica una LS activa, se transformé la cepa salvaje
de R. leguminosarum 3841 con el plasmido pribH2_rle con el fin de sobreexpresar la proteina
endogena por aumento del nimero de copias del gen, generando la cepa Rle + pribH2 rle.
Dado que también se queria evaluar si la funcion LS era suficiente para aumentar la capacidad
infectiva de Rhizobium se decidio generar una cepa de R. leguminosarum que sobreexpresara
la proteina LS_sce. Para ello, el gen LS_sce fue subclonado en el vector pBBR1, denominado
pBBR1_LS sce y se transformd a R. leguminosarum 3841 con este plasmido, generando la

cepa Rle + pLS_sce.

Luego, se utilizaron las cepas Rle + pribH2 rle y Rle + pBBR1_LS sce para infectar
plantas y a los 28 dias p.i. se hicieron los recuentos de UFC intranodulares de las plantas
infectadas con las diferentes cepas. Se detectaron diferencias significativas en los recuentos
bacterianos de los nddulos de plantas inoculadas tanto con la cepa Rle + pribH2_rle, Rle +

pBBR1_LS_sce como con Rhizobium cultivada con 500 uM riboflavina, comparando con las
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UFC intranodulares de plantas infectadas con R. leguminosarum salvaje cultivada sin la adicion

de riboflavina en el medio de cultivo (Figura 50 ).

Figura 50. Ocupacidon bacteriana de los nédulos de plantas

leguminosarum .
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1 ml de cultivo DOggo = 0,1 de las cepas R. leguminosarum 3841 cultivadas en 500 uM riboflavina (Rle +
RF) o no (Rle), Rle + pBBR1_LS sce o Rle + pribH2_rle se utilizé para infectar plantas de Pisum sativum
(N = 5). La cantidad de UFC por nodulo por planta se determind liberando el contenido de los nédulos
individualmente (N = 12) en una solucién 10% glicerol estéril y plaqueando diluciones seriadas del
homogenato en placas TY, al dia 28 p.i. Se grafica la media + la desviacion estandar. El analisis
estadistico se hizo con la prueba t-Student no pareada de dos colas comparando siempre con el

tratamiento Rle (*p < 0,05, **p < 0,01).

Las plantas infectadas con las cepas que sobreexpresan RibH2 rle o LS sce

presentan una mayor longitud del largo total de las plantas y un mayor desarrollo del arbol

radicular (Figura 51).
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A
Rle + pPBBR1_LS_sce
B
Rle + pribH2 _rle
C

Figura 51. Morfologia de plantas infectadas con cepas de R. leguminosarum .

1 ml de cultivo DOeoo = 0,1 de la cepa R. leguminosarum 3841 (Rle), Rle + pBBR1_LS sce o Rle +
pribH2_rle fue utilizado para infectar plantas de Pisum sativum (N = 5). Se muestra una planta
representativa de cada grupo de infeccion.

Se midieron las longitudes total, del tallo y la raiz de las plantas infectadas con las
diferentes cepas de Rhizobium. La longitud total de las plantas inoculadas con las cepas Rle +
pribH2_rle o Rle + pBBR1_LS sce fue mayor que la correspondiente a las plantas control,
inoculadas con Rle, aunque sélo se detectan diferencias significativas en largo total de plantas
del grupo Rle + pribH2_rle y los tallos de las plantas infectadas con Rle + pBBR1_LS sce,

respecto al grupo control (Figura 52).
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Figura 52. Longitud total y de diferentes partes de plantas infectadas con cepas R. leguminosarum .

1 ml de cultivo DOeoo = 0,1 de la cepa R. leguminosarum 3841 (Rle), Rle + pBBR1_LS sce o Rle +
pribH2_rle fue utilizado para infectar plantas de Pisum sativum (N = 5). Se determin6 peso total, del tallo o
la raiz de la planta, al dia 28 p.i. Se grafica la media + la desviacion estandar. El andlisis estadistico se
hizo con la prueba t-Student no pareada de dos colas comparando siempre con el tratamiento Rle (*p <
0,05).

En parte, la diferencia entre las longitudes de las plantas infectadas puede ser
explicada por el aumento de la cantidad de ramas o nodos que presentan en la parte aérea. El
nuamero de nodos correspondientes a las plantas infectadas con las cepas que sobreexpresan
RibH2_rle y LS_sce es mayor que el nimero de nodos de las plantas control. Sin embargo,
solamente Rle + pribH2_rle muestra un diferencia significativamente mayor al control Rle
(Figura 53).
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Figura 53. Numero de nodos de plantas infectadas con cepas R. leguminosarum .

1 ml de cultivo DOy = 0,1 de la cepa R. leguminosarum 3841 (Rle), Rle + pBBR1_LS sce o Rle +
pribH2_rle fue utilizado para infectar plantas de Pisum sativum (N = 5). Se determiné la cantidad de nodos
por tallo por planta, al dia 28 p.i. Se grafica la media + la desviacion estandar. El analisis estadistico se
hizo con la prueba t-Student no pareada de dos colas comparando siempre con el tratamiento Rle (**p <
0,01).
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Por dltimo, se determinaron los pesos humedos total, del tallo y la raiz de las plantas
inoculadas. También se observaron incrementos en del peso himedo en las plantas inoculadas
con las cepas que sobreexpresan RibH_Rle y LS sce, aunque soélo hay diferencias estadisticas
en el grupo de plantas tratadas con Rle + pribH2_rle respecto al grupo control (Figura 54).
Estas diferencias residen en el peso himedo de las raices mas que en el peso de los tallos, ya
gue el peso humedo de los tallos no difiere entre las plantas inoculadas con las diferentes
cepas de bacterias. Mientras que las raices muestran grandes diferencias de peso humedo.
(Figura 54).
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Figura 54. Peso humedo total o de diferentes partes de plantas infectadas con cepas R.

leguminosarum .

1 ml de cultivo DOeoo = 0,1 de la cepa R. leguminosarum 3841 (Rle), Rle + pBBR1_LS sce o Rle +
pribH2_rle se utilizo para infectar plantas de Pisum sativum (N = 5). Se determinaron los pesos himedos
de la planta entera o, del tallo o la raiz, al dia 28 p.i. Se grafica la media + la desviacién estandar. El
analisis estadistico se hizo con la prueba t-Student no pareada de dos colas comparando siempre con el
tratamiento Rle (**p < 0,01, ***p < 0,001).

Tomando en cuenta los Ultimos resultados en su conjunto, la sobreexpresién de RibH2
endogena de Rhizobium o LS de S. cerevisiae en R. leguminosarum le confiere una mayor
capacidad, respecto a la cepa salvaje, de colonizar los nédulos de las plantas infectadas.
También, las plantas infectadas con ambas cepas sobreexpresantes muestran diferencias en el
peso humedo y la longitud del tallo y la raiz, respecto a las plantas infectadas con la cepa
control sin transformar. Es posible inferir entonces que la actividad LS de RibH2_rle, al igual
gue ocurre en Brucella, esté involucrada en la funcion que desempefia durante la infeccion del

hospedador por parte de Rhizobium.
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La brucelosis es la enfermedad zoonética con mas incidencia en el mundo y es
causada por Brucella spp. [4]. Brucella es un patdgeno exitoso que infecta animales
probablemente desde hace millones de afios y se encuentra sumamente adaptado a las
condiciones de vida intracelular [5,6]. La virulencia de este patégeno reside en su capacidad de
invadir al hospedador, resistir los mecanismos de defensa del mismo y establecerse y replicar
en el inhospito nicho replicativo. Este Ultimo se caracteriza por ser escaso en nutrientes, poseer
baja presion de O, y en el mismo Brucella es sometida al dafio oxidativo [88]. A pesar de que
Brucella no posee factores de virulencia “clasicos”, posee una bateria de mecanismos
fisiolégicos y adaptaciones metabdlicas que, en definitiva, son los que le permiten sortear las

defensas del hospedador y adaptarse a la vida intracelular.

En este trabajo de tesis se ha estudiado y caracterizado una parte importante de la
fisiologia basica de Brucella, como lo es el metabolismo de las flavinas, y su rol en el
establecimiento y replicacién del patégeno. Se ha hecho foco en los genes rib, en particular el
factor de virulencia RibH2, estableciendo una relacion directa entre virulencia y la biosintesis de
riboflavina en Brucella. Ademas se ha estudiado el rol de las flavinas y de RibH2 en R.
leguminosarum, observandose que las mismas también participan en la simbiosis. Esto Gltimo
demuestra que la funcion de RibH2 en la interaccién con el hospedador eucariota no esta

restricta s6lo a Brucella, sino que es compartido por otros Rhizobiales.

Genes del metabolismo de flavinas

En el primer capitulo de esta Tesis, se ha demostrado la expresion simultanea a nivel
ARNmM de todas las enzimas involucradas en el metabolismo de flavinas (Figura 3). Ademas,
sumado a los resultados provistos por otros integrantes del Laboratorio, se determind que el
operon rib esté constituido por los genes nrdR, ribD, ribE, ribH y nusB que se expresan en una
misma unidad transcripcional (Figura 4). No fue posible hallar trabajos en la literatura que
muestren que los genes reguladores nrdR y nusB, los cuales aparecen con frecuencia en el
operén rib, tengan alguna relacion funcional con el mismo. Sin embargo, resultados
preliminares de nuestro Laboratorio muestran que la sobreexpresién de nusB en B. abortus
provoca un aumento en la cantidad de RibH1, pero no de RibH2. Esto sugiere que NusB
estaria actuando sobre la regulacion del operdn rib. Existen trabajos que describen a NusB
como un factor de antiterminacién de la transcripcion, por ejemplo, en Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa o Bacillus subtilis; éste también podria ser el mecanismo por el cual
actia en Brucella [207]. A su vez, NrdR, podria jugar el rol de represor transcripcional del
operén rib, aunque todavia no hay evidencias experimentales que sustenten esta hipotesis.
Actualmente se esta trabajando en la obtenciéon de mutantes para los genes nrdR y nusB, asi
como también en el desarrollo de una cepa sobreexpresante de NrdR en Brucella. Dichas

construcciones permitirian estudiar su relacién con la regulacién del operén rib. Por otro lado, el
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estudio de la regulacion de RibH2 in vivo determiné que el riboswitch FMN en Brucella es
capaz de regular los niveles de RibH2 a través de mecanismos de atenuacion traduccional,
disminuyendo los niveles de la proteina en presencia de FMN Yy riboflavina. De esta forma se
logré establecer una clara diferencia de regulaciéon entre los genes que codifican RibH1 y
RibH2. La conservacién de la secuencia correspondiente al riboswitch rio arriba de todos los
genes ribH2 encontrados hasta ahora en genomas completamente secuenciados, destaca la

importancia de la regulacion de ribH2 por este elemento regulatorio.

La expresion de los genes bluB y cobT, también demostrada en esta Tesis (Figura 3),
sugiere que los metabolismos de riboflavina y cobalamina se encuentran conectados en
Brucella (Figura 2). Taga et al. (2007) demostraron que BluB de S. meliloti cataliza la
conversion de FMN reducido a 5,6-dimetilbenzimidazol, derivando luego en un sustrato de
CobS para la sintesis de cobalamina [181]. La disminucién de los niveles de FMN por accion de
la enzima BluB podria ser un modulador de la actividad del riboswitch FMN sobre RibH2. Taga
et al. (2007) también generaron una cepa mutante en el gen bluB de S. meliloti, la cual resulta
ser atenuada en la simbiosis con su planta hospedadora [181]. Este hallazgo plantea la
importancia que podrian tener las enzimas BluB y CobT en el metabolismo y la virulencia de
Brucella.

La regulacién por atenuacion traduccional ejercida por el riboswitch FMN es una
manera rapida de obtener proteina, una vez que la represion sobre la traduccion cesa cuando
los niveles de FMN descienden. Esto sucede porque existe un pool de ARNm listo para ser
traducido y, a diferencia de la activacion transcripcional, no requiere del paso de la
transcripcion. El operdn rib puede estar aportando niveles basales de biosintesis de riboflavina
durante la fase extracelular, y el mecanismo regulatorio que opera sobre ribH2 puede ser
necesario para regular finamente la biosintesis de riboflavina durante la infeccion y la
adaptacion intracelular de Brucella, reponiendo flavinas en el momento preciso en el que son
requeridas. Seria interesante realizar mediciones sobre los niveles de expresién intracelulares
correspondientes a RibH2 durante el transcurso de la infeccion de Brucella. Asimismo, se
podrian generar cepas mutantes cuyos riboswitch tengan anulada la capacidad de unién de
FMN, o de formar la estructura anti-terminadora, para luego determinar los niveles de virulencia
de las mismas. De esta forma se podria establecer una relacién directa entre el sensado de

FMN vy la regulacion de RibH2 por el riboswitch, y la virulencia de Brucella.

También, en este capitulo se han estudiado las interacciones de la proteina RibH2 con
otras proteinas de Brucella, explorando una biblioteca de display en fagos construida a partir de
ADN gendémico de B. suis. Tal como se describié anteriormente, se encontré una posible
interaccién de RibH2 con RibD (resultados de display en fagos ). Si bien la interacciéon RibH2-
RibD necesita corroborarse por otros métodos biofisicos y/o bioquimicos, haber encontrado dos

fagos diferentes por métodos de elucion independientes durante el panning (con secuencias
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gue se superponen en una misma region pero que no son idénticas) sugiere que la interacciéon
es genuina. En la literatura existen trabajos que reportan interacciones de proteinas RibH con
diferentes proteinas de diversos organismos. Las interacciones reportadas son: RibH-RibD en
E. coli [182], y RibH-RibE en Campylobacter jejuni [183] y Bacillus subtilis [184,185]. En todos
estos trabajos se establecié una interaccién binaria con una RibH LS-Tipo I. Sin embargo, en
ningun trabajo encontrado se exploran las interacciones proteicas de una LS Tipo-Il. Los
hallazgos de esta Tesis son la primera evidencia de interaccion entre una proteina de la via de
biosintesis de riboflavina y una LS de Tipo-ll. Ha sido propuesto que RibH-RIibE forman un
complejo multiproteico, y que mejoran la eficiencia catalitica en concentraciones bajas de
sustratos por medio de un mecanismo de channeling [208]. Es posible que también en Brucella,
RibH2 u otras proteinas Rib estén formando complejos entre ellas, ademas de la interaccién
RibH2-RibD, formando un verdadero complejo macromolecular. Nos resulta de sumo interés la
exploracion de toda la red de interacciones de las proteinas Rib de B. abortus, para poder

determinar si existe la formacién de complejos multiproteicos entre ellas.

Rol de las flavinas en la virulenciade  B. abortus

En el segundo capitulo de esta Tesis se ha demostrado que la cepa uribH2 resulta
atenuada durante las infecciones celulares (Figuras 27.B, 28 y 31.B ). Ademas, los ensayos
de infeccion de células HelLa con la mutante uribH2 muestran un trafico alterado,
produciéndose una mayor derivacion de las BCVs en fagolisosomas (Figura 29 y 30). Esta
podria ser una de las causas por las cuales se produce una disminucién en los recuentos en
las infecciones celulares realizadas, tanto en células HeLa como en J774.Al. Por otro lado, los
ensayos de infeccién de ratones muestran que la cepa mutante uribH2 presenta menos
persistencia que la cepa salvaje (Figura 31.B ). Asimismo, la sobreexpresion de RibH2 genera
en Brucella mayores recuentos intracelulares (Figura 27.B), y en la infeccién en ratén esta
cepa es mas persistente que la B. abortus 2308 salvaje a los 14 dias p.i. (Figura 31.B). Los
experimentos de complementacién y restitucién del fenotipo virulento durante la infeccién
celular realizados sobre la cepa mutante pribH2 con la version mutante ribH2_W22A y con

LS_sce, demostraron que la virulencia de RibH2 reside en su actividad LS (Figura 35).

Luego, fue demostrado que la cepa doble uribH no es capaz de sobrevivir
intracelularmente durante largos periodos, siendo completamente eliminada de las células a las
24 h p.i. aproximadamente (Figura 32). Esto es indicativo de que la sintesis endégena de
flavinas es esencial para la supervivencia en el nicho replicativo. Cuando esta cepa es
complementada mediante la expresion heter6loga de LS_sce, los recuentos intracelulares
superan a los recuentos de la cepa salvaje durante todas las etapas de la infeccion (Figura
38), demostrando que la funcién LS, independientemente de que sea suministrada por las

proteinas RibH, es suficiente para la replicaciéon intracelular de Brucella. Aun queda por
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demostrar si la cepa doble pribH realiza un trafico normal, llegando al brucelosoma donde

muere por inanicién de riboflavina o si su trafico esta alterado y muere en fagolisosomas.

La cepa doble uribH no presenta recuentos de UFC intracelulares a 24 y 48 h p.i. Por
medio de la expresion heterdloga del transportador de flavinas RRT en la cepa doble uribH, se
determind la existencia de niveles de flavinas apreciables en las BCVs, y se observé que de
esta manera esta cepa alcanza niveles considerables de UFC intracelulares a 24 y 48 h p.i. Sin
embargo, la cantidad de flavinas no seria suficiente para sostener el crecimiento ya que

durante la curva de infeccién nunca observa un aumento de las UFC (Figura 39).

En las infecciones de raton con las cepas complementadas de la mutante pribH2,
sobreexpresando RibH1, RibH2 W22A o LS sce, se encuentra acentuada la atenuacion de
uribH2 (Figura 35) lo cual no se condice con los resultados obtenidos en las infecciones de
células con las mismas cepas (Figura 34). Estas diferencias podrian deberse a que en el
modelo de infeccidn de ratdn es necesario que la regulacion de la biosintesis de la riboflavina
esté finamente modulada para el establecimiento del patdgeno. La sobreexpresion de RibH1 y
LS_sce podria estar desbalanceando ain mas los niveles de flavinas de la cepa pribH2,
causando que las primeras sean eliminadas mas rapidamente del ratén. A su vez, la cepa
complementada con RibH2_W22A sobreexpresa una proteina que no es capaz de sintetizar
lumazina, pero que retiene todas sus caracteristicas estructurales, permitiéndole actuar como
una mutante dominante negativa, interactuando con otras proteinas, (por ejemplo RibD,
interfiriendo con su actividad enzimatica). Es posible que la formacion de complejos
macromoleculares RibH2-RibD junto a otros integrantes de via biosintética de riboflavina, sea

importante en la regulacion de la misma y necesaria para la infeccion de B. abortus en raton.

En la literatura se pueden encontrar diversos abordajes de tipo genémico o protedmico
para detectar genes trascendentes en la virulencia y patogénesis de Brucella. Algunos de estos
estudios identificaron diferencialmente expresado al gen ribH2. Dahouk et al. (2008) han
detectado que RibH2, conjuntamente con otras proteinas, esta presente en concentraciones
superiores dentro de Brucella intramacrofagica que en cultivo [209]. También, Lamontagne et
al. (2009), hicieron un analisis comparativo de la expresion de genes entre la cepa atenuada B.
abortus S19 y la cepa infecciosa B. abortus 2308, en el cual RibH2 fue hallada en mayor
abundancia en la cepa virulenta [210]. De hecho, RibH2 fue originalmente caracterizada por ser
un marcador serolégico de infeccion activa para brucelosis humana y bovina, quedando

implicito que esa proteina se expresa en altos niveles durante la infeccién [130].
En conjunto, los resultados presentados en esta Tesis y los reportados en la literatura,

indican que RibH2 juega un papel importante en la virulencia y adaptacion intracelular de

Brucella.
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Diferencias en entre RibH1y RibH2 en la virulencia de B. abortus

Las constantes cataliticas (k.,) Obtenidas in vitro correspondientes a RibH1 y RibH2 de
Brucella no muestran diferencias significativas entre si y son bajas en comparacién con las kg
de otras LS (Tabla I-4). Una posibilidad es que RibH1 y RibH2 muestren diferencias en sus
actividades enzimaticas in vitro al ser medidas en condiciones diferentes a las empleadas en el
ensayo estandarizado empleado para ello. Por ejemplo, RibH2 podria tener una mayor
actividad enzimatica en condiciones especiales, como en el interior de las BCVs tempranas
(donde el pH es 4-4,5) o dentro un ambiente con estrés oxidativo o con baja tension de O,

como lo es el nicho replicativo.

Como ya fue mencionado en la Introduccion, se considera que el cromosoma | de
Brucella codifica principalmente para funciones de mantenimiento celular mientras que el
cromosoma Il alberga funciones relacionadas con la virulencia [77]. Este hecho refuerza la
hipétesis de que ambos genes ribH son expresados diferencialmente durante la adaptacion al

nicho replicativo dentro de las células.

En conclusion, las diferencias entre las enzimas RibH1 y RibH2 podrian existir a nivel
regulatorio, de formacion de complejos multiproteicos o porque presentan actividades
enzimaticas diferentes durante las fases intra o extracelulares. Todas estas diferencias podrian

derivar en que RibH2 actie como factor de virulencia, mientras que RibH1 no.

Transporte de flavinas

En esta Tesis también se identific6 un novedoso transportador de flavinas de
Rhizobium leguminosarum denominado Rhizobium Riboflavin Transporter, que no pertenece a
ninguna de las familias de transportadores descriptas hasta el momento (Figura 26). En los
ensayos de expresion heterdloga realizados en la cepa auxotrofa para riboflavina de Brucella
doble pribH se demostré que RRT transporta, al menos, riboflavina, FMN y FAD (Figura 25).
También, se determind que la riboflavina y la lumazina son capaces de atravesar la membrana
celular de Brucella de forma pasiva (Figuras 22 ), pero FAD y FMN no pueden hacerlo de
manera apreciable, incluso en concentraciones iguales a 1 mM (Figuras 21 ). Debido a que
tanto riboflavina, como FMN y FAD a una concentracién de 2,5 puM, pueden restituir el
crecimiento de la cepa doble pribH+ pRRT, sumado a las evidencias bioinforméticas en donde
no es posible encontrar genes que codifiquen para transportadores de flavinas en el genoma
de Brucella, se puede concluir que Brucella no posee proteinas con actividad de transporte de
flavinas. El rol fisiologico de RRT en R. leguminosarum auin queda por determinarse.
Recientemente se obtuvo en el Laboratorio una mutante de R. leguminosarum en el gen rrt.

Los ensayos de infeccion y simbiosis con la cepa mutante muestran deficiencias en el
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establecimiento con la planta hospedadora. Queda por determinar, por ejemplo, la
especificidad del transportador por las flavinas, midiendo las Km para cada una de ellas. Esto
Gltimo es importante ya que el valor de Km de cada flavina puede indicar si la seleccién natural
operé sobre el transporte de alguna de ellas, resaltando su relevancia en la fisiologia de la
simbiosis de Rhizobium. Ademas, podria determinarse cuando es expresado el transportador,
por ejemplo, si Rhizobium lo expresa en la fase de vida libre o si es expresado en los

bacteroides dentro de los nodulos de la planta.

Luego de haber mencionado todos los mecanismos y factores de virulencia e infeccion
gue tienen en comun Rhizobium y Brucella, surge la pregunta de por qué Rhizobium tiene un
transportador de flavinas y Brucella no. Para responder esta pregunta es posible imaginar el
brucelosoma y el simbiosoma de Rhizobium como dos ambientes diferentes. Aun cuando se
expresa el transportador RRT en la cepa de Brucella auxotrofa doble pribH, la bacteria no es
capaz de replicar intracelularmente (Figura 39). Debido a que las células eucariotas no
sintetizan riboflavina, es posible que no haya un exceso de la misma en su interior, debiendo
importarla por medio de transportadores especificos [211]. Sin embargo, como las plantas si lo
hacen, es factible que Rhizobium utilice la riboflavina sintetizada en las células vegetales y la
transporte a través de RRT. Por ende, para Brucella no es una ventaja adaptativa poseer un

transportador (por el entorno en el que replica), mientras que para Rhizobium si.

Potenciales vacunas contra la brucelosis

Una de las caracteristicas principales que debe presentar una vacuna contra la
brucelosis es que la cepa utilizada sea lo suficientemente atenuada como para no causar
enfermedad en animales ni en el hombre, pero que logre impactar en el sistema inmune y
generar proteccion. Por lo tanto, el desarrollo de vacunas vivas atenuadas en Brucella gira en
torno a la eliminacién de genes importantes para la supervivencia bacteriana. Sin embargo, las
cepas mutantes con genes eliminados que hacen que la bacteria sea segura para la
manipulacion, suelen ser tan atenuadas que tienen reducida su eficacia como vacunas [48].
Las mutantes que no son rapidamente eliminadas en ratdn suelen generar una respuesta

inmune mas protectiva [200].

Un ejemplo de vacuna viva atenuada es la cepa B. abortus S19. Esta cepa es
actualmente la mas utilizada en vacunacion contra la brucelosis bovina por su gran capacidad
protectiva, pero tiene la desventaja de causar abortos cuando es administrada a animales
prefiados y es patdgena para el hombre [37,212]. Ademds, por ser una cepa lisa, con antigeno-
O del LPS, no es posible diferenciar por serologia a animales vacunados de infectados. Se
estan realizando ensayos para mejorar esta vacuna eliminando genes de virulencia,

disminuyendo asi su patogenicidad pero manteniendo su capacidad protectiva [213].
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La cepa mutante doble uribH cumple con algunas de las caracteristicas mencionadas
para una cepa vacunal. Por ejemplo, presenta atenuacion en las infecciones de células y ratén
(Figuras 32 y 33), y es potencialmente no patogénica para animales o para humanos por
carecer de un metabolismo central, como lo es el de la vitamina B2. Ademas, no expresa la
proteina RibH2, antigeno que serviria para diferenciar a los animales vacunados de los
infectados [130,137,214].

En la literatura estan reportados algunos casos de vacunas basadas en cepas de
bacterias patégenas de mamiferos con mutaciones en la via de sintesis de riboflavina, que
sirven como cepas vacunales vivas atenuadas. Fuller et al. (1996), generaron una cepa
auxotrofa para riboflavina de Actinobacillus pleuropneumoniae, el agente etiolégico de la
pleuroneumonia porcina, delecionando el gen ribA completo y porciones de los genes ribB y
ribH del operdn ribGBAH. Luego, usaron esa cepa auxoétrofa como cepa vacunal en cerdos,
obteniendo los mejores resultados de proteccion al co-inyectar la cepa con altas
concentraciones de riboflavina [177,179]. El grupo de Hondalus realiz6 un trabajo similar con el
patégeno equino y oportunista humano Rhodococcus equi, generando una cepa mutante por
transposicién en el gen ribA/B, lo que convierte a la bacteria en auxétrofa para riboflavina. Esta
cepa fue evaluada como potencial vacuna obteniendo buenos resultados de proteccién en
ratones [215,216].

Es posible que la atenuacion de la cepa doble uribH sea tan acentuada durante la
infeccidon de ratdbn que pueda representar una desventaja en su capacidad protectiva como
vacuna. La persistencia en ratdén de la cepa doble pribH, pudo ser extendida por medio de la
expresion del transportador heterélogo de flavinas RRT de R. leguminosarum (Figura 40).Si
bien son preliminares, los resultados de proteccién muestran que la cepa uribH + pRRT puede
proteger contra la infeccion de la cepa salvaje B. abortus 2308 (Figura 42). Como ya fue
mencionado en la seccion de Resultados, este resultado es alentador pero se ain queda por
realizarse un experimento que incluya a los debidos controles: un grupo desafiado con una
cepa vacunal conocida, como lo es la cepa B. abortus S19, y un grupo control naive sin
desafiar. Se podria incluir también un grupo vacunado con la cepa doble uribH sin el
transportador. Es esperable que el grado de proteccién de la cepa doble uribH + RRT no
cambie si es co-inyectada con riboflavina, tal como fue informado por Fuller et al. (2000), ya
que la persistencia en la infeccién en ratén de dicha cepa no mostré diferencias al ser co-
inyectada o no con dicha vitamina (Figura 40) [179]. A su vez, queda por determinarse si el
tiempo de eliminacion en raton de la cepa uribH2 es adecuado, evaluando asi si esta cepa

puede también incluirse en los ensayos de proteccion.
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Tabla CD-1. Caracteristicas de las potenciales cepas vacunales para la brucelosis generadas
durante esta Tesis.

Cepa Antigeno RibH2  Biosintesis de riboflavina Tiempo de eliminacion del

raton
uribH2 No Si demasiado largo?
doble pribH No No demasiado corto?
doble uribH + pRRT No No adecuado?

Blancos para quimioterapia

En esta Tesis se probd que las LSs de Brucella son cruciales para que la bacteria se
establezca y replique en el brucelosoma. Es en el nicho replicativo en donde Brucella, una vez
establecida, se torna mas dificil de erradicar. El hecho de que la cepa doble pribH sea incapaz
de replicar intracelularmente, sumado a que la cepa mutante uribH2 tiene su virulencia
atenuada y que la actividad LS es la responsable de que sea un factor de virulencia, plantea la
posibilidad de obtener inhibidores de las enzimas RibH1 y RibH2 de Brucella para evaluarlos
como posibles antibidticos. Ademas, debido a la ausencia de enzimas LS en mamiferos los
inhibidores de LSs de Brucella podrian servir para la quimioterapia contra la brucelosis,
generando auxotrofia para riboflavina en la bacteria o atenuacion en su virulencia, sin poner en

peligro al hospedador.

Tal como fue mencionado en la Introduccién, tanto el disefio racional como los métodos
de screening masivo de inhibidores de LS y RS suelen ser poco Utiles para encontrar
compuestos efectivos in vivo. Hasta la fecha, s6lo muy pocos de estos compuestos resultaron
tener actividad antibidtica, como es el caso de algunos inhibidores de RS de M. tuberculosis,
obtenidos recientemente a partir de un screening masivo [164]. Es necesario mejorar la
biodisponibilidad y aumentar la permeabilidad de los compuestos inhibitorios a las membranas
celulares para lograr que éstos puedan actuar como antibidticos in vivo. Incluso, en el caso de
Brucella, un hipotético compuesto inhibitorio deberia poder atravesar las membranas celulares
y la pared celular, asi como también la membrana celular de la célula eucariota y las

membranas de las vacuolas que contienen a Brucella.

La estrategia de la expresion del intrabody VHHoRibH2 en Brucella, evaluada en el
segundo capitulo de esta Tesis, fue un intento de probar que la inhibicién de la actividad
enzimatica de RibH2 trae aparejada una disminucion en el crecimiento bacteriano o de su
virulencia y sobrevida intracelular. Sin embargo, no hubo restriccién en el crecimiento de la
cepa pribH + pVHH en medio sélido o liquido, ni se vieron modificados sus niveles de

supervivencia intracelulares durante la infeccion en células J774.A1.
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Actualmente, en el Laboratorio se estan intentando encontrar inhibidores enzimaticos
quimicos de RibH1, RibH2 o de la enzima RS de B. abortus con la intencién de probar dichos
compuestos como antibidticos. Para ello, se establecié una colaboracién con el grupo del Dr.
Mark S. Cushman, coautor de numerosos trabajos cientificos sobre disefio y sintesis de
inhibidores de las enzimas de metabolismo de la riboflavina de forma racional o masiva
[156,160,161,162,163,164,217,218]. El Dr. Cushman nos facilit6 14 compuestos que, por sus
caracteristicas, eran los mas promisorios para ser evaluados en ensayos biolégicos con
Brucella. Lamentablemente ninguno pudo inhibir el crecimiento, en medio de cultivo sélido o
liquido, de B. abortus 2308 ni de las cepas mutantes uribH1 o uribH2. Es probable que esto se
deba a la baja penetracion que presentan estos compuestos al citoplasma bacteriano. Con el
fin de mejorar la permeabilidad de estos compuestos inhibitorios, y teniendo en cuenta que
muchos de ellos son anélogos de flavinas, se trasform6 con el plasmido pRRT a las cepas WT,
uribH1 o pribH2 de B. abortus. Sin embargo, ain deben realizarse los ensayos de inhibicién del
crecimiento con las cepas transformadas y los compuestos quimicos. De esta manera, aunque
sea artificial, serd posible saber qué compuestos presentan actividad antibiética. Luego, se
podran realizar pequefias modificaciones sobre la estructura quimica basica de las drogas para
mejorar su permeabilidad a las membranas y lograr que accedan al citoplasma bacteriano sin
necesitar la presencia del transportador RRT.

Finalmente, la Lic. Maria Inés Serer se encuentra actualmente poniendo a punto en el
Laboratorio un método de screening en placa de compuestos capaces de competir por la unién
al sitio activo de la LS y de la RS de B. abortus. Dado que la riboflavina libre es fluorescente y
que su fluorescencia pierde intensidad por quenching al encontrarse unida a proteinas, el
desplazamiento de la riboflavina del sitio activo causado por la uniébn competitiva de otro
ligando, resultara en un incremento de la fluorescencia medida. El cambio de fluorescencia
sera el parametro de medicion para la identificacion de inhibidores de la LS y/o RS de B.
abortus. Asimismo, se buscaran otros ligandos de forma masiva en bibliotecas de compuestos,
y del mismo modo se evaluara su capacidad inhibitoria en la actividad de las enzimas
previamente mencionadas, y por ende su actividad antibiética sobre B. abortus. Tal como fue
comentado, una caracteristica deseable en un antimetabolito inhibitorio es que posea la
capacidad de inhibir simultaneamente a las enzimas LS y RS, catalizadoras de pasos clave en
la ruta biosintética de riboflavina, ganado efectividad en la inhibicién y disminuyendo asi la

probabilidad de aparicion de resistencia.

Rol de las flavinas en la simbiosis de  R. leguminosarum

En la literatura se encuentran pocos trabajos que relacionan flavinas y simbiosis. No
hay publicaciones cientificas acerca de flavinas en R. leguminosarum. Sin embargo, existen

algunos trabajos sobre ensayos realizados en otros miembros de la familia Rhizobiaceae. Dos
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de ellos muestran que el agregado de riboflavina en la raices aumenta la colonizacion de estas
Gltimas en Rhizobium trifolii y Sinorhizobium meliloti, y sus respectivas plantas hospedadoras
[204,205]. En otra publicacion se determind que el contenido de flavinas en los bacteroides de
Rhizobium trifolii dentro de lo nédulos es mayor que el de células en cultivo, y que una mutante
auxoétrofa para riboflavina de Rhizobium trifolii no se establece tan bien en los nédulos como lo
hace la cepa salvaje [204]. También, los nodulos colonizados de la planta de poroto tienen el
doble de contenido de riboflavina que los no colonizados [206]. Por ultimo, varias publicaciones
informan que el lumicromo (Figura CD-1), un derivado de la riboflavina generado por S.
meliloti, puede estimular el crecimiento y el desarrollo de plantas, al igual que los factores Nod
de los rizobios [219,220,221]. El lumicromo también modifica la respiracion de la raices, la
conduccion de los estomas, la transpiraciéon de las hojas y la tasa fotosintética en legumbres y
cereales [222]. A su vez, la riboflavina y el lumicromo parecen patrticipar en eventos de quorum

sensing en bacterias, incluyendo a S. meliloti [223].
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Figura CD-1. Conversioén de la riboflavina en lumicromo
El lumicromo es producido por la fotodegradacion de la riboflavina en soluciones &cidas, o por enzimas en
bacterias y plantas [220].

Yang et al. (2002), publicaron un trabajo en el cual se crearon cepas de S. meliloti con
multiples copias de diferentes genes de la ruta biosintética de riboflavina: ribA/B, ribC-ribD y
ribH, para ser posteriormente evaluadas en simbiosis. Los autores encontraron aumentada
Unicamente en un 55% la colonizacién de nddulos con la cepa con copias extra del gen ribA/B,
mientras que el resto de las cepas, incluyendo a la sobreexpresante de RibH, no mostraron
diferencias respecto a la cepa control. Cabe destacar aqui que los autores sélo clonaron al gen
ribH1 por tener alta identidad con el homélogo de E. coli, mientras que ribH2 no fue evaluado
[224].

Los cultivos de R. leguminosarum suplementados con riboflavina durante el crecimiento
colonizan mejor los nédulos, obteniéndose mayores UFC intranodulares que con la cepa
crecida sin la adicién de la vitamina. A su vez, las plantas infectadas con bacterias crecidas con

riboflavina aumentan la cantidad de nddulos en las raices. Finalmente, la sobreexpresién de
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RibH2 enddgena o LS de S. cereviciae en Rhizobium trae aparejado un aumento en muchas de

las variables medidas relacionadas con la simbiosis.

Tomando en cuenta los datos bibliogréaficos, los resultados obtenidos en esta Tesis y
los resultados recientes sobre la simbiosis de la mutante en el gen rrt en R. leguminosarum ya
mencionados, es posible plantear un posible escenario en donde la riboflavina o el lumicromo
son exportados a través del RRT y generan cambios en la planta o en el quorum sensing de la
bacteria misma, que mejoran la asociacion simbiotica. Entonces, las bacterias crecidas en alta
concentracion de riboflavina podrian estar exportando riboflavina o lumicromo por el gradiente
de concentracion y la sobreexpresion de RibH2_rle o LS_sce podria generar también un
aumento del eflujo de riboflavina o lumicromo por un aumento en la sintesis endégena. Para
evaluar esta hipétesis, por ejemplo, se deberia probar la bidireccionalidad en el transporte de
flavinas del transportador RRT y si éste es capaz de transportar lumicromo. De esta manera, si
lo postulado fuera cierto, el aumento de las variables de la simbiosis medidas durante los
ensayos de esta Tesis (por ejemplo: n°de nédulos/planta o UF C/nédulo/planta), deberian verse
anulados en la mutante rrt, aunque ésta sobreexprese RibH2 rle, LS sce o sea cultivada en
altas concentraciones de riboflavina antes del desafia con la planta. Esto se deberia a que la
ausencia del transportador RRT impide la salida del exceso de flavinas desde el interior celular.
También, se deberia generar mutantes simples de los genes ribH1 y ribH2, y la cepa mutante
doble ribH en R. leguminosarum, y estudiar su desempefio en la infeccién de plantas. De esta
manera se podria determinar si efectivamente RibH2_rle (y no RibH1 rle) est4 involucrada en
la simbiosis de Rhizobium. También, realizando ensayos de infecciébn con una cepa auxoétrofa
para riboflavina de R. leguminosarum y con el transportador RRT intacto, seria posible analizar
si es necesaria la biosintesis de riboflavina para el establecimiento intracelular de la bacteria o
bien si el transporte de flavinas por parte de RRT es suficiente para ello.

Por lo tanto, el rol del metabolismo de flavinas en la patogénesis de Brucella es una
cuestion de relevancia biolégica y parece no estar limitado Unicamente al genero Brucella.
Existen varios genomas bacterianos con dos RibH codificadas identificados por métodos
bioinforméticos y bioquimicos por nuestro Laboratorio [128,129]. Muchas de estas bacterias
son simbiontes de plantas, como Sinorhizobium, Mesorhizobium y Bradyrhizobium spp. siendo
otras patdégenas, como Ochrobactrum anthropi, Pseudomonas syringae pv. tomato y
Roseobacter denitrificans. En la mayoria de los genomas, los genes ribH estan dispuestos con
cierto grado de conservacion entre ellos, en donde ribH1 esta codificado en el opero rib,
mientras que ribH2 esta localizado como un ORF aislado localizado rio abajo de la secuencia

regulatoria rfn-box.
Existe al menos un ejemplo en la literatura en el que se postula que un gen

correspondiente a una enzima de la ruta biosintética de la riboflavina (GTP ciclohidrolasa Il) de

Streptomyces coelicolor pudo haber sufrido una duplicacién, evolucionando hacia otra funcién

148



Conclusiones & Discusion

[225]. De la misma manera, en un ancestro bacteriano pudo ocurrir una duplicacién de un gen
ribH que codificaba una LS Tipo-l y de su secuencia regulatoria rfn-box, que luego evolucioné
hacia una LS Tipo-Il otorgandole mayor adaptabilidad para la simbiosis o patogénesis. Las
transferencias verticales u horizontales del “novedoso” gen ribH2 y su secuencia regulatoria
podrian ser responsables de distribuirlos entre los diferentes taxones en donde se encuentran

los dos tipos de LS.

Mejora potencial para inoculantes

Diversos géneros y especies del orden Rhizobiales son simbiontes naturales de plantas
leguminosas de interés agronémico, entre ellas, soja, garbanzo, arveja, poroto, mani, trébol y
alfalfa. El resultado de esta simbiosis es la formacion de nédulos fijadores de N,, que conlleva a
un aumento en la produccién de las cosechas y a una mejora en las condiciones del suelo en
general. Los efectos beneficiosos del mutualismo entre rizobios y leguminosas ya fueron
explotados tecnoldgicamente, dando como resultado la generacion de diversos inoculantes,
creados a partir de cepas silvestres de rizobios. En este trabajo de tesis presentamos dos
estrategias alternativas que pueden ser Utiles para mejorar el desempefio como inoculante de
Rhizobium leguminosarum u otros Rhizobiales que presentan 2 genes ribH en sus genomas,
como Bradyrhizobium japonicum (inoculante de la soja): la sobreexpresion de RibH2 enddgena

y el cultivo con altas concentraciones de riboflavina.

En la actualidad, en colaboracién con la empresa Rizobacter S.A. (Pergamino - Bs.
As.), se estan realizando ensayos a campo con cepas comerciales y de laboratorio de R.
leguminosarum. Estos ensayos involucran la inoculacién de semillas de arveja de variedades
comerciales con cepas de Rhizobium cultivadas en altas concentraciones de riboflavina o
sobreexpresando RibH2_rle. Luego, se mediran variables de interés agronémico como el

namero de plantas/mz, peso fresco aéreo (g/m?), peso seco aéreo (g/m?) y rendimiento (kg/ha).

Por los efectos generados en las raices de las plantas de arveja, se esta evaluando a
las cepas sobreexpresantes de RibH2 como potenciales cepas promotoras del crecimiento
radicular también en plantas no leguminosas como el trigo y el maiz. De esta forma, las plantas
podrian incorporar mejor los nutrientes del suelo y aprovechar mejor la disponibilidad de agua.
En los ensayos con plantas de trigo también se mediran variables de interés agronémico como
el nimero de plantas/ m?, biomasa de espigas (g/m?), peso fresco de los macollos (g /m?), peso
seco de los macollos (g/m?), rendimiento (kg/ha), n°de espigas/m ?, n° de macollos/m?y peso

seco espigas (g/m?).
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Comentarios finales
En esta dltima parte, se discutieron los resultados mas relevantes de la Tesis.
Actualmente se esta continuando con los estudios para tratar de contestar los interrogantes
planteados en esta seccion.
Finalmente, los hallazgos de este trabajo de tesis doctoral pueden dar lugar a estudios

mas profundos y especificos que lleven al desarrollo de vacunas y drogas contra la brucelosis y

mejoras en las cepas bacterianas de inoculantes para el uso agronémico.
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