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1. RESUMEN

En el presente trabajo se estudio el rol de la proteina Cu/Zn superdxido dismutasa (SOD) de
Brucella en la respuesta inmune bovina contra esta bacteria. Estudios previos en ratones han
demostrado que SOD es un buen inductor de la respuesta inmune del tipo Tyl, mediada por
células T y conocida por ser determinante para la defensa contra patdgenos intracelulares. Si esta
caracteristica de la proteina SOD, demostrada en el modelo experimental murino, puede ser
demostrada en la especie bovina, se abre la posibilidad de mejorar la vacunacion en esta especie
usando vacunas de DNA que lleven incerto el gen de SOD o cepas que sobreexpresen dicho gen.

Con el fin de demostrar esta posibilidad, grupos de 5 animales fueron vacunados con la
vacuna comercial B. abortus RB51 o con la cepa recombinante que sobreexpresa SOD, los
animales vacunados y sus controles inyectados con PBS, fueron sangrados y se aislaron los
linfocitos periféricos. Después de la inmunizacion, se determinaron las subpoblaciones T CD3",
CD4", CD8" y 8, luego se determind la capacidad de SOD de inducir transformacion blastica y el
tipo de citoquinas sintetizadas.

Los resultados demostraron que ni la cepa comercial RB51 ni la cepa recombinante de
Brucella que sobreexpresa SOD, indujeron un cambio significativo en las subpoblaciones T
estudiadas, ademas SOD fue incapaz de inducir transformacion blastica “in vitro” en linfocitos
obtenidos de animales inmunizados. Por otro lado, la proteina bajo estudio no indujo la sintesis de
mRNA para INF-y esperada, por el contrario, SOD fue capaz de aumentar después de 24 horas de
incubacién la sintesis de mMRNA para IL-4, en estas mismas células.

De estos resultados, podemos concluir que SOD en bovinos no es un buen estimulante de

inmunidad mediada por células T, como fue demostrado en ratones.



SUMMARY

In the present work we studied the role of Brucella Cu/Zn superoxide dismutase (SOD) in
the bovine immune response against Brucella. Previous work in mice demostrate that SOD is a
good antigen to induce a Tyl immune response and therefore an important inducer of T cell
mediated response against intracellular pathogens. If this characteristic of SOD demostrated in the
murine experimental model, can be also shown in bovines, it opens the possibility to improve the
vaccination of this specie using the DNA or overexpression vaccine approach. In order to
demostrate this possibility, groups of five bovines were vaccinated with the comercial RB51
Brucella vaccine or with the recombinant strain that overexpress SOD. Immunized animals and its
controls were bled and the peripheral lymphocytes studied. Then, CD3*, CD4", CD8" and T v
subpopulation were determined, as well as the capacity of SOD to induce blast transformation and
the type of cytokine synthesized.

The results demostrate that neither, the comercial RB51 strain or the recombinant Brucella
strain induced a significative change in the T subpopulations studied. SOD was unable to induce
blast transformation “ in vitro” when lymphocytes were obtained from immunized animals and the
protein under study did not induce INF-y mRNA as expected. By contrary, SOD was able to
increase IL-4 after 24 hours of incubation of peripheral T lymphocytes.

We may conclude that SOD in bovines is not a good stimulant for cell mediated immunity

at the contrary of previously demostrated in mice.



2. INTRODUCCION

Brucella abortus es una bacteria de forma cocobacilar, aerdbica, gram negativa, inmdvil,
que se caracteriza por ser un parasito intracelular. Este patdgeno es capaz de multiplicarse y
sobrevivir en una variedad de células del huésped, en particular se puede alojar en las celulas
fagociticas 0 macrofagos que no estan activadas. Esta bacteria es causante de la Brucelosis, que es
una enfermedad infectocontagiosa, zoondtica, descrita originalmente por Bruce en la isla de Malta
(citado por Davis et al, 1967) y que posteriormente se comprobd que era causante del aborto
bovino.

En el género Brucellae se pueden distinguir varias especies, cada una con un huésped que
ataca de preferencia: asi tenemos B. ovis que ataca a los ovinos, B. melitensis cuyo huésped natural
son los caprinos, B. abortus cuyo gran reservorio son los bovinos, B. suis que ataca al cerdo y B.
canis que ataca preferentemente a la especie canina. De estas especies, las que constituyen un
problema pecuario y econémico importante para el hombre son B. melitensis, B. abortus y B. suis.
En los paises de la cuenca del Mediterraneo, B. melitensis, constituye el mayor problema
zoonoOtico. En nuestra regién, B. abortus es la especie que constituye el mayor problema de
pecuario y causa las mayores pérdidas econdmicas en la ganaderia y sus productos.

Los constituyentes antigénicos capaces de inducir una importante respuesta inmune contra
B. abortus estdn compuestos principalmente por lipopolisacaridos (LPS) y proteinas (Hindsdill y
Berman, 1967). El LPS es un componente bacteriano, que en el caso de Brucella, como en todas las
bacterias que lo portan, es un importante activador de la respuesta inmune humoral, esta molécula
de LPS esta conformada por determinantes antigénicos extraordinariamente inmunodominantes, y
adicionalmente tiene propiedades mitogénicas policlonales para células B (Verstreate et al, 1982).

Esta respuesta inmune humoral, se considera que no protege contra la enfermedad, pero es de gran



utilidad en el diagndstico, ya que todas las pruebas seroldgicas hasta ahora implementadas estan
basadas en la determinacion de anticuerpos anti cadena “O” del LPS. Por otro lado, las proteinas
aportan los antigenos capaces de estimular la respuesta inmune celular basada en la activacion de
los linfocitos T, que juegan un rol determinante en la defensa del huésped frente a este
microorganismo intracelular (Douglas et al, 1984).

Con el fin de prevenir esta enfermedad en la especie bovina, se utilizé en Chile hasta el afio
1997 la vacuna viva basada en B. abortus cepa 19 que se caracteriza por ser una cepa lisa,
atenuada, con poder de proteccion relativo. La capacidad protectora de esta cepa vaccinal depende
de la prevalencia de la enfermedad en el lugar en que se utilice. La principal desventaja de este
inmundgeno es la respuesta seroldgica contra la cadena “O” del LPS, la cual no es posible
diferenciar de la producida por la enfermedad con las técnicas diagndsticas de rutina (Alton, 1978).
El problema de diferenciacion entre la respuesta vaccinal y la respuesta a la infeccion, ha
constituido un limitante serio para la erradicacion de la enfermedad. Por esta razdn, desde junio de
1997, se utiliza en Chile como vacuna oficial la Brucella abortus cepa RB51, que en el cultivo
crece como colonias rugosas y que es la resultante de una mutante a partir de un subcultivo con
rifampicina de B. abortus cepa 2308 (Schurig et al, 1995). Esta bacteria se caracteriza por producir
todos los antigenos de una cepa virulenta menos la cadena “O”. En cuanto a la efectividad de esta
vacuna, en trabajos realizados en varios paises, se ha estimado que la proteccion seria similar o
mejor a la obtenida por la cepa 19. La gran ventaja de la cepa RB51 es la total ausencia de
seroconversion en los animales vacunados, ya que no induce la produccién de anticuerpos
involucrados en el diagndstico, y por lo tanto no interfiere con este (Schurig et al, 1995).

Por otro lado, como ya hemos dicho, la respuesta inmune celular es la responsable de la

defensa. En general, la respuesta inmune celular depende de los linfocitos T como elementos



efectores, modulada a su vez por linfocitos T reguladores con funciones “helper” y de supresion.
Estas células T se dividen en dos subpoblaciones, asi tenemos los linfocitos T CD4" que como
elementos efectores participan en la hipersensibilidad de tipo retardada y como células reguladoras
dan sefiales positivas a otras células involucradas en la respuesta inmune, por lo que se han
designado linfocitos T “helper” (LTH). Por otro lado, tenemos las células T CD8", que como
efectores son linfocitos encargados de lisar a las células que exponen en su membrana antigenos
extrafios, denomindndose por esto linfocitos T citotoxicos (LTC), o también pueden actuar como
elementos reguladores dando sefiales negativas para otras células linfoides, recibiendo por esto el
nombre de linfocitos T supresores.

Hace aproximadamente unos 20 afos, los linfocitos T “helper” fueron divididos en dos
subpoblaciones distintas: las células Tyl y Ty2. Esta division se debe a que estos dos subgrupos
celulares producen citoquinas distintas (Mosmann et al, 1986; Powrie y Mazon, 1988; Bottomly,
1988; Coffman et al, 1988; Romagnani, 1991). Las células Tyl cuando son estimuladas, generan
principalmente Interferdbn gamma (INF-y), Interleukin-2 (IL-2), y factor de necrosis tumoral
(TNF)- B, mientras que las células Ty2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, I1L-9, IL-10 e IL-13. Dado el
efecto estimulante especifico de cada una de estas citoquinas, las células Tyl, mediante las
citoquinas del tipo Tyl son las encargadas de ayudar en la respuesta inmune celular. De estos
factores, INF-y es especialmente efectivo en la activacion de macréfagos, paso esencial en la
induccidn de sistemas efectores en este tipo de respuesta (Flesch y Kaufmann, 1989). Por otro lado,
las células T2 median la actividad “helper” para la inmunidad humoral, promoviendo la
proliferacion de células B y la diferenciacion de estas en células secretoras de anticuerpos (Abbas,

1988; Whalen et al, 1988).



Como se dijo anteriormente, para la activacion del sistema macrofagico destinado a
eliminar a la bacterias intracelulares alojadas en su citoplasma, la mas importante de las citoquinas
Tul es sin duda IFN-y, que es producido por células natural killer (NK) y células T tanto -3 como
v-6. Su funcidn es por un lado activar al sistema macrofagico y por otro, inducir la polarizacion de
la respuesta inmune celular (Fernandez-Botran et al, 1988). Por el contrario, de las citoquinas T2,
la méas relevante es IL-4, que es producida por las mismas poblaciones celulares antes
mencionadas, pero bajo un grupo de estimulos distintos (Seder et al, 1992). De la literatura queda
claro que la polarizacion de la respuesta inmune hacia el lado celular o humoral, depende de cual
de estas citoquinas se produce primero y en mayor cantidad. Una vez instaurada la respuesta
inmune, tanto INF-y como IL-4 continGan siendo producidas por células “helper” Tyl y Ty2
respectivamente pero antes de esto, al inicio de la respuesta tal como lo hemos dicho, estas
citoquinas son producidas por células NK 'y por células T y-9.

La “polarizacion de la respuesta inmune” hacia el lado celular o humoral depende de
multiples factores como por ejemplo calidad y cantidad del antigeno y back-ground genético del
individuo respondedor (Reiner y Locksley, 1995), elementos que a su vez influyen en el
procesamiento y presentacion del antigeno a los linfocitos T. Por otro lado, la célula presentadora
de antigeno (APC) juega un rol determinante en la calidad de la respuesta inmune que se va a
generar, actuando por medio de las citoquinas que produce y moléculas de adhesion que expresa.

Infecciones experimentales en ratones han demostrado que para Brucella abortus, la
respuesta inmune protectora estd basada en gran medida en la inmunidad celular (Pavlov et al,
1982; Cheers y Ho, 1983; Araya et al, 1989; Araya et al, 1990), lo que hace presumible que la
subpoblacion de células “helper” Tyl esté jugando un rol preponderante en la induccién de

inmunidad protectora (Mosmann et al, 1986). En el caso de Brucella abortus se sabe que al igual



que para otros parasitos bacterianos intracelulares, la activacion macrofagica, mediada por INF-y,
un producto caracteristico de la células Ty1, juega un rol importante en el aumento de la capacidad
de las células del sistema reticulo endotelial para destruir esta bacteria (Jones y Winter, 1992;
Stevens et al, 1992; Zhan y Cheers, 1992; Jiang y Balwin, 1993).

En cuanto a el o los antigenos que pueden inducir proteccion, las proteinas parecen ser los
componentes de Brucella responsables de la induccion de inmunidad celular (Douglas et al, 1984),
motivo por el cual los antigenos proteicos de esta bacteria han recibido gran atencidn por parte de
los investigadores empefiados en el desarrollo de nuevos, mejores y mas eficientes inmunogenos
para vacunacién (Verstreate et al, 1982; Winter et al, 1983; Santos et al, 1984; Brooks-Alder y
Splitter, 1988). Otros autores han demostrado que proteinas totales de Brucella, cuando son
enfrentados “in vitro” con linfocitos de animales sensibilizados, son capaces de inducir
linfoproliferacion (Tabatabai et al, 1989., Smith et al, 1990., Dzata et al, 1991., Brooks-Worrel y
Splitter, 1992a). Investigaciones en esta misma linea, han probado que diferentes fracciones
proteicas, obtenidas a partir de un extracto crudo total de la bacteria, inducen en linfocitos
provenientes de animales inmunizados, diferentes niveles de INF-y e IL-2. Estos niveles se
correlacionan positivamente con los indices de linfoproliferacion, indicando que los distintos
componentes de Brucella, poseen diferentes capacidades para inducir perfiles de linfoquinas
distintos (Zhan et al, 1993a; Zhan et al, 1993b). Con respecto a este punto, en nuestro laboratorio se
han efectuado estudios sobre activacion de células T en ratones, usando como antigeno la proteina
de 14.5 Kd Cu/zZn superoxido dismutasa (Cu/Zn SOD), observandose que induce una muy buena
respuesta inmune celular, ya que se demostr6 que la activacion linfocitaria mediante este antigeno,
produce grandes cantidades de INF-y e IL-2 y una produccidn casi nula de IL-4 (Ofiate et al, 2003).

Estos resultados permitieron hacerse la pregunta si SOD de Brucella expresada en E. coli podia



proteger ratones frente al desafio con cepa patdgena. Los resultados de estos experimentos fueron
positivos ya que ratones vacunados con E.coli modificadas con el gen para SOD protegieron contra
el desafio con la cepa patdgena, en cambio los animales controles inyectados con E. coli sin el
incerto resultaron tan vulnerables como los controles inyectados con PBS. Posteriormente, mediante
un esquema de desafio similar al descrito para la E. coli recombinante, se probd en ratones la
capacidad inmunogénica de una vacuna de DNA que lleva incerto el gen que codifica para SOD de
Brucella, este tipo de vacuna también fue capaz de dar proteccion efectiva (Ofiate et al, 2003). Estos
resultados abrieron la posibilidad de mejorar la vacuna existente B. abortus RB51, haciendo que esta
cepa sobreexprese la proteina SOD. Efectuados los ensayos con esta nueva cepa RB51 recombinante
se pudo constatar que en ratones era mas eficiente para generar una respuesta inmune defensiva que
la cepa vaccinal comercial (Vemulapalli et al, 2002). Otros autores han reportado que células
linfoides de animales vacunados con B. abortus cepa 19, son capaces de proliferar cuando se
incuban “in vitro” con Cu/Zn SOD (Cheville et al, 1993; Stevens et al, 1994). Por lo tanto, esta
proteina parece estar dentro del grupo de proteinas que se han descrito como mayores inductores de
proliferacion (Brooks-Worrell y Splitter, 1992b)

Estos hallazgos han permitido elaborar nuestra hipétesis de trabajo, proponiendo estudiar y

caracterizar la respuesta inmune de la especie bovina frente a Cu/Zn SOD de Brucella abortus.



HIPOTESIS DE TRABAJO

La SOD de Brucella abortus, es en el bovino, al igual que en la especie murina, un buen

inductor de la respuesta inmune del tipo Tyl o celular, a cargo de los linfocitos T.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si SOD es un buen inmundgeno para inducir respuesta inmune celular vy si
la sobreexpresion de SOD en la cepa vaccinal, induce un aumento de las células del tipo Tyl en

bovinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Vacunar bovinos con PBS como control, con la vacuna B. abortus RB51 comercial y con

la cepa B. abortus RB51 que sobreexpresa la proteina SOD, llamada B. abortus RB51SOD.

. Determinar si la vacunacion con B. abortus RB51 o RB51SOD induce cambios en las

subpoblaciones celulares T de la especie bovina.

o Examinar si linfocitos provenientes de animales vacunados con la cepa RB51 o la cepa
RB51SOD son capaces de proliferar al ser enfrentados “in vitro” con la proteina SOD

recombinante.
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o Estudiar las citoquinas del tipo Tyl y Tu2 de mayor relevancia, que producen las células
de animales vacunados con B. abortus RB51 cuando son enfrentados “in vitro” con la bacteria

entera o con la proteina SOD recombinante.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Animales

Para el estudio de subpoblaciones linfocitarias por medio de la técnica
inmunocitoquimica y para los ensayos de transformacion blastica, se utilizaron como animales
experimentales 15 bovinos hembras mestizas, cuya edad era aproximadamente 8 meses,
provenientes de un predio libre de brucelosis de la provincia de Osorno.

Para el estudio de identificacion de citoquinas por medio de la técnica de hibridacién “in
situ”, se utilizaron como animales experimentales 5 bovinos hembras mestizas, cuya edad era de
aproximadamente 8 meses, provenientes de un predio libre de brucelosis de la provincia de

Valdivia.

3.2 Cepas bacterianas y antigenos de Brucella usados

La cepas bacterianas utilizadas para inmunizar a los bovinos fueron B. abortus RB51
comercial (Professional Biological Company, Denver, CO, USA), y la variante recombinante de
esta cepa que sobreexpresa SOD, B. abortus RB51SOD, la cual fue donada por el doctor
Gerhardt Schurig del Collage of Veterinary Medicine, Virginia Tech., USA. Como antigeno para
las pruebas “in vitro” se utilizo la cepa RB51 comercial de B. abortus muerta por calor y la
proteina Cu/Zn SOD recombinante pura obtenida en el laboratorio del doctor Angel Ofiate de la

Universidad de Concepcion.
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3.3 Obtencion de linfocitos

La obtencion de linfocitos se realizé a partir de 20 ml de sangre total obtenida de cada
bovino inmunizado con B. abortus cepa RB51, B. abortus RB51SOD y de los controles
inyectados con PBS.

La sangre obtenida con heparina como anticoagulante se distribuyé en tubos Falcon de 15
ml y se centrifugd a 670 g por 30 minutos. Luego se tomé la porcion rica en leucocitos o “buffy
coat”, y se traspasé a otro tubo en donde se diluyé con PBS, en una proporcién de 1:8
aproximadamente. Esta dilucién se colocé en un gradiente de 4 ml de Histopaque (SIGMA®,
USA) de densidad 1.077 g/cm®. Los tubos asi preparados se centrifugaron a 670 g por 20
minutos, luego se aislaron los linfocitos y se lavaron dos veces con 8 ml de PBS a 376 g por 7

minutos ajustando posteriormente la concentracion celular a lo requerido en cada experimento.

3.4 Efecto de la vacunacion en bovinos inmunizados con B. abortus RB51 y RB51SOD en
las diferentes subpoblaciones de linfocitos T

Con el fin de identificar y cuantificar subpoblaciones de linfocitos T, se utilizaron 15
bovinos, de los cuales 5 fueron inyectados con PBS como control negativo, 5 con 2 x 10*° células
bacterianas de la cepa vaccinal comercial de B. abortus RB51 y 5 con igual cantidad de células
de B. abortus RB51SOD. A los 15, 30 y 45 dias después de haber sido vacunados, los animales
se sangraron, luego se separaron los linfocitos y se ajustaron a una concentracién de 5 x 10°
células/ml, y 10 ul de estas suspensiones celulares se colocaron sobre portaobjetos previamente
xilanizados, dejandolas secar a temperatura ambiente. La determinacion de las distintas
subpoblaciones de linfocitos, se realizO mediante la técnica inmunohistoquimica. Con este

objetivo las muestras de linfocitos fueron incubadas con un primer anticuerpo preparado en raton,
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especifico para la subpoblacion que se quiere detectar en una dilucion de 1:100, por una hora a
37°C, luego se procedié a lavar 3 veces con PBS mantenido a temperatura ambiente. A
continuacién se incubd la preparacion con un segundo anticuerpo anti inmunoglobulina de ratén
biotinilado (DAKO LSAB® 2 System, peroxidase, USA) por 10 minutos a temperatura ambiente.
Terminada esta reaccion las preparaciones fueron lavadas con PBS y luego se agreg6 el complejo
estreptoavidina-peroxidasa (DAKO LSAB®2 System, Peroxidase) por 10 minutos a temperatura
ambiente. Concluido esto, se procedid a revelar con AEC (DAKO®) por 5 minutos vy
posteriormente las muestras se montaron usando un medio acuoso (Faramount, DAKQO). Como

control negativo se realizo la misma reaccidn pero sin primer anticuerpo.

Los anticuerpos primarios utilizados fueron:

a) Anti-CD3 de bovino, anticuerpo monoclonal producido en raton (VMRD, Inc)
Linea celular: MM1A
Especificidad: CD3
Isotipo: 1gG;

b) Anti-CD4 de bovino, anticuerpo monoclonal producido en raton (VMRD, Inc)
Linea celular: IL-A11
Especificidad: CD4
Isotipo: 1gG2a

¢) Anti- CD8 de bovino, anticuerpo monoclonal producido en ratén (VMRD, Inc)
Linea celular: BAT82A
Especificidad: CD8 beta

Isotipo: 1gG;
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d) Anti-yd de bovino, anticuerpo monoclonal producido en raton (VMRD, Inc)
Linea celular: CACT63A
Especificidad: A2/ reactividad predominante con células T vy

Isotipo: 19G;

3.4.1 Cuantificacion de subpoblaciones linfocitarias

El recuento de cada una de las subpoblaciones linfocitarias se realiz6 por separado en un
microscopio optico, con un aumento de 100X y con aceite de inmersion, utilizando un contador
manual. En cada preparacion se eligieron al azar aproximadamente 20 campos visuales. En cada
uno de ellos se anotd el nimero total de células presentes y el nimero de células marcadas que
corresponde a la subpoblacion en estudio, obteniendo por un lado la suma total de células
presentes y por otro, la suma total de células marcadas. En cada determinacion se cuantifico un
promedio de 500 células. Con los datos antes obtenidos se procedi6 a calcular por simple regla de

tres el porcentaje de células marcadas correspondientes a la subpoblacion en estudio.

3.5 Ensayo de proliferacion de linfocitos “in vitro”

Para el ensayo de linfoproliferacion, los linfocitos luego de ser aislados fueron ajustados a
una concentracion de 4 x 10° células/ml y se resuspendieron en 4 ml de RPMI 1640 o medio de
cultivo completo (Sigma), el cual contenia anfotericina B 4 ug/ml, piruvato de sodio 1 x 10° M,
penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina 120 ug/ml y 10% de SBF. Alicuotas de 100 ul de esta
suspension fueron distribuidos en placas de 96 pocillos (Nunclon, Denmark), posteriormente
cada pocillo recibié 100 ul de medio de cultivo con antigeno, o sin antigeno como control

negativo. Como antigenos se usaron B. abortus cepa RB51 muerta por calor a una concentracion
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de 1 x 10® bacterias/ml y la proteina SOD a una concentracion de 0.8 ug/ml. El cultivo celular fue
mantenido por 48 horas en atmdsfera himeda a 37°C con 5% de CO,, al término del cual las
células en cada pocillo fueron pulsadas con 0.5 uCi de timidina tritiada (H>-Thy) (Amersham,
Bioscienses, USA) y cosechadas 24 horas después mediante un cosechador automatico
(Multimash 2000 Dynatech, USA), que después de sucesivos lavados con agua destilada, las
dispuso autométicamente sobre filtros de fibra de vidrio, los cuales se dejaron secar a 37°C por 20
minutos y la radioactividad incorporada al DNA fue medida en cada uno de los filtros en un
contador de centelleo, colocando cada disco con el cultivo radioactivo en viales con solucién de
centelleo.

La incorporacion de timidina tritiada fue expresada en cpm, con las cuales se obtuvo el
“Indice de Estimulacion” (IE), que es la razon entre la timidina incorporada expresada en cpm del
cultivo estimulado por el antigeno y dividido por las cpm del cultivo sin estimular. Los resultados
se expresaron como la media del IE obtenida para cada grupo experimental a los diferentes
tiempos post vacunacién. Los resultados de cada uno de los animales en estudio se obtuvieron del
promedio de tres cultivos hechos bajo las mismas condiciones (Método descrito por Harris y col.,

1989).
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3.6 ldentificacién de citoquinas producidas por células linfoides aisladas de bovinos
inmunizados y estimulados “in vitro” con B. abortus RB51 y la proteina Cu/Zn SOD
recombinante.

Con el objetivo de cuantificar las células circulantes del bovino, que en determinado
momento son capaces de producir citoquinas representativas de las poblaciones Tyl y Tn2, en
otras palabras INF-y, IL-2 (Tnl) e IL-4 (Tw2) se montd la técnica hibridacion “in situ”(HIS) para
mMRNA. Para esto, todo el material utilizado fue tratado y procesado en condiciones totalmente
estériles, y todas las soluciones tampon destinadas a este procedimiento fueron preparadas con

agua tratada con DEPC (SIGMA-ALDRICH, USA)

3.6.1 Sondas utilizadas
En los experimentos de hibridacion “in situ” se utilizaron sondas biotiniladas especificas
para INF-y, IL-2 e IL-4 (Invitrogen, USA), y ajustadas a una concentracion de 40 uM para los
tres casos.
Las secuencias nucleotidicas de cada sonda utilizada son las siguientes:
e INF-y: Biotina- AAG TCT CGG TTT AAC AGA GGA AGAT
e |L-2:Biotina- ACT TCT TTCATT GTG TTC CCC GTAGAGC

e |L-4: Biotina- AGC TGG TAG GTG AGA CCC ATT AAT AG

3.6.2 Controles utilizados
Como control negativo se incubd con la solucion de hibridacion sin sonda. Y como
control positivo se utilizé un oligo-dT (Invitrogen™, USA), el cual fue aplicado en una dilucién

de 1:50 con la solucién de hibridacion.
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3.6.3 Preparacion de las muestras

Luego de ser aislados los linfocitos, estos se contaron y se ajustaron a una concentracion
de 5 x 10° células/ml en RPMI completo, a continuacién las suspensiones celulares fueron
distribuidas en duplicado en placas de 24 pocillos (Nunclon, Denmark), colocando 500 ul de
suspension celular y 500 ul de antigeno, ajustados a su concentracion con RPMI completo, por
cultivo. Como antigenos se usaron B. abortus cepa RB51 muerta por calor a una concentracion de
1 x 10® bacterias/ml, la proteina SOD a una concentracién de 0.8 pg/ml y como control negativo
se realiz6 un cultivo solo con medio de cultivo completo. El cultivo celular fue mantenido por 24
horas en atmoésfera hiumeda a 37°C con 5% de CO,. Pasado el tiempo de incubacion, cada uno de
los cultivos antes mencionados se centrifugaron a 376 g por 7 minutos, se elimind el
sobrenadante y del pellet celular se tomaron 10 pl, los cuales se dispusieron sobre portaobjetos

de vidrio (B&C Germany) previamente xilanizados, y se dejaron secar a temperatura ambiente.

3.6.4 Protocolo de Hibridacion “in situ”

Una vez secas las células, se fijaron en PFA 4% por 20 minutos a 4°C y luego se lavaron
tres veces por 5 minutos con PBS 1X frio. A continuacion las células se trataron con Proteinasa K
(Fermentas) a una concentracion de 0.1 pg/ml por 10 minutos a 37°C en camara humeda. Luego,
para bloquear la fosfatasa alcalina enddgena se traté con Levamisol (Sigma) 5mM por 30
minutos a temperatura ambiente y se lavo con PBS y la biotina enddgena se bloqued usando el kit
comercial Endogenous Avidin/Biotin Bloking Kit (Zymed®, USA). Después de la etapa de
bloqueo, las células se incubaron por 1 hora a 37°C en camara humeda con solucion de
prehibridacion la que contiene buffer SSC 5X, solucién de Denhardt 5X, SDS 10 g/L, DNA

fragmentado y desnaturalizado de espermio de salmén 0,1 mg/ml (Winkler, USA.).
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A continuacion se realizé la etapa de hibridacion, en donde las muestras se incubaron con
las sondas por toda la noche a 37°C en camara himeda. Cuando la etapa de hibridacion finalizé
se procedid a lavar rigurosamente con 4X SSC (SIGMA)/30% formamida (Winkler) a 37°C dos
veces por 5 minutos, 2X SSC/30% formamida a 37°C dos veces por 5 minutos y 0.2 SSC/30%
formamida a 37°C dos veces por 5 minutos. Posteriormente, las muestras fueron lavadas por 15
minutos a temperatura ambiente con TBS (0.05 M Tris-HCI (pH 7.6), 0.15 M NacCl), para luego
proceder a agregar el complejo estreptoavidina-fosfatasa alcalina (estreptoavidina-AP)
(ZYMED®), por 30 minutos a temperatura ambiente, luego se realiz6 un lavado con TBS por 10
minutos a 37°C, y dos lavados mas con H,O tratada con DEPC.

Por ultimo, el revelado de la reaccion se realizé incubando las muestras por 2 horas a
temperatura ambiente con el sustrato BCIP/NBT (VECTOR, USA). Luego las muestras se
montaron en un medio acuoso, y el grado de reaccion de las células fue cuantificada a partir de
fotografias tomadas bajo el microscopio con un aumento de 40X, usando el programa
computacional UN- SCAN- IT versién 4.1 a través del cual se obtuvo un valor promedio
representativo de la tincion expresado en pixeles. En cada caso se analizé un total de 50 células

para cada grupo elegidas al azar.

3.7 Andlisis estadistico

La significancia estadistica de los porcentajes de las diferentes poblaciones linfocitarias
fue evaluada usando la prueba t-student pareada de dos colas para comparar dos muestras, y se
considerd significancia estadistica cuando p<0,05. Los resultados de linfoproliferacién y

cuantificacion de citoquinas son presentados como promedio + desviacién estandar (nimero de

células). Los analisis se realizaron utilizando el programa estadistico GraphPad Prism®.



19

4. RESULTADOS

4.1 Efecto de la vacunacion en las subpoblaciones T de linfocitos bovinos

Con el fin de determinar si la vacunacion con B. abortus RB51, inducia algiin cambio
en las subpoblaciones celulares de los linfocitos T en los bovinos inmunizados, y si la
sobreexpresion de la molécula SOD en la cepa de B. abortus RB51SOD hacia alguna diferencia a
este respecto con la vacuna comercial actualmente en uso, grupos de 5 animales cada uno, se
inocularon con PBS como control, la vacuna contra B. abortus RB51 comercial y B. abortus RB-
51-SOD en una dosis de 2 x 10'° UFC via subcuténea. Los animales se sangraron de la vena
yugular a los 15, 30 y 45 dias después de la vacunacion, se separaron los linfocitos totales y se
determind por inmunocitoquimica los porcentajes correspondientes a las subpoblaciones de
linfocitos T CD3*, CD4", CD8" y células T 5. Las células portadoras de cada una de las
moléculas antigénicas se pueden distinguir y contar frente al microscopio 6ptico.

En la Figura 1 se muestran fotografias representativas de células tefiidas con anticuerpos
especificos para cada una de las poblaciones en estudio. En este caso la serie mostrada
corresponde a la muestra de un animal previamente inmunizado con la vacuna B. abortus RB51.
El aspecto microscopico de las células del resto de los animales estudiados fue similar al caso aca
mostrado.

En cuanto a los porcentajes de las diferentes subpoblaciones T estudiadas, los resultados
demuestran que la vacunacién con B. abortus RB51 comercial y con la cepa RB51SOD no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes poblaciones linfocitarias,
ya que no fueron alteradas durante el tiempo que dur6 el periodo de observacién post- vaccinal

(Fig 2,3,4y05).
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Figura 1: Inmunocitoquimica de poblaciones celulares T. Diferentes poblaciones celulares T,
provenientes de animales sensibilizados 15 dias después de ser vacunados con Brucella abortus

RB51. a) células CD3" b) células CD4" ¢) células CD8"y d) células T y8.
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Figura 2: Porcentaje promedio + D.E de células T CD3". Grupos de animales vacunados con
B. abortus RB51 y RB51SOD a diferentes tiempos post vacunacion comparado con el rango

normal del grupo control inyectado con PBS.
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Figura 3: Porcentaje promedio + D.E de células T CD4". Grupos de animales vacunados con
B. abortus RB51 y RB51SOD a diferentes tiempos post vacunacion comparado con el rango

normal del grupo control inyectado con PBS.
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Figura 4: Porcentaje promedio + D.E de células T CD8". Grupos de animales vacunados con
B. abortus RB51 y RB51SOD a diferentes tiempos post vacunacion comparado con el rango

normal del grupo control inyectado con PBS.
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Figura 5: Porcentaje promedio + D.E de células T y-8. Grupos de animales vacunados con B.
abortus RB51 y RB51SOD a diferentes tiempos post vacunacion comparado con el rango normal

del grupo control inyectado con PBS.
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4.2 Capacidad inmunogénica de la vacuna B. abortus RB51 para inducir una respuesta
blastogénica en linfocitos periféricos de bovinos cuando estos son estimulados “in vitro” con
la bacteria entera o la proteina Cu/Zn SOD.

La respuesta inmune celular de bovinos contra la vacuna B. abortus RB51 comercial, y
la cepa recombinante B. abortus RB51SOD, se analiz6 mediante pruebas de transformacion
blastica “in vitro”. Para esto, se tomaron linfocitos periféricos purificados de animales
inmunizados o sus controles inyectados con PBS y se cultivaron en presencia de 1 x 10° células
bacterianas/ml o 0,8 ug/ml de SOD recombinante pura. Como puede verse en la Figura 6 las
células responden pobremente a la estimulacion, en el cultivo con bacterias enteras, se observa en
estas condiciones un cierto grado de incorporacién de Timidina, lo que podria deberse a la
capacidad de Brucella de estimular policlonalmente células T virgenes, mas interesante ain, en la
misma figura puede observarse que los animales vacunados con B. abortus RB51 o0 RB51SOD
responden muy bien “in vitro” a las bacterias muertas, sin embargo, los mismos linfocitos no
muestran reactividad con el componente SOD de la bacteria, confundiéndose en el grafico con la
respuesta de los animales no inmunizados inyectados con PBS.

En la Figura 7, la baja o nula capacidad de responder a SOD demostrada anteriormente se
analiz6 en mayor detalle para uno de los dias del experimento. Se tomé el dia 30 post
inmunizacion por ser este el dia de mayor respuesta. Puede observarse la respuesta “in vitro” al
estimulo antigénico en cada uno de los grupos en estudio + la D.E. del grupo. Solo se observa
una respuesta blastogénica evidente, en aquellas células linfoides provenientes de animales
sensibilizados y enfrentados “in vitro” con bacterias muertas, en contraposicion a una respuesta

despreciable frente a la proteina SOD.
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Figura 6: Respuesta blastogénica luego de 15, 30 y 45 dias post inmunizacion. Linfocitos
provenientes de bovinos inyectados con PBS como control, y de animales sensibilizados con B.
abortus RB51 y B. abortus RB51SOD, enfrentados “in vitro” con la bacteria B. abortus RB51
muerta o la proteina Cu/Zn SOD recombinante. Cada punto representa el promedio obtenido para

cada grupo experimental.
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Figura 7: Respuesta blastogenica 30 dias post inmunizacion. Cada uno de los grupos de
animales fueron a) inyectados con PBS b) inmunizados con B. abortus RB51 y ¢) inmunizados
con B. abortus RB51SOD. En cada caso los linfocitos de los animales de los diferentes grupos se
incubaron “in vitro” con la bacteria B. abortus RB51 muerta por calor o con la proteina Cu/Zn
SOD recombinante. Los valores representan la media del indice de estimulacion obtenido en cada

caso = D.E.
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4.3 Expresion de mRNA especifico para INF-y, IL-2 e IL-4 en linfocitos de bovinos
vacunados con B. abortus RB51 comercial, e incubados “in vitro” con B. abortus RB51
muerta por calor o Cu/Zn SOD recombinante, comparados con los cultivos sin estimulo
antigénico

Para esto, se realizaron ensayos de hibridacion “in situ”, utilizando sondas especificas
para el mMRNA que codifica para las citoquinas INF-y, IL-2 e IL-4.

En la Figura 8 puede observarse la expresion del mRNA de INF-y, IL-2 e IL-4 en
linfocitos de animales vacunados con B. abortus RB51, pero que no recibieron estimulo
antigénico “in vitro”, es decir, fueron cultivados solo con medio de cultivo completo, por lo tanto
en este caso, la expresion del mMRNA puede considerarse basal.

En el caso de las mismas células estimuladas “in vitro” en presencia de B. abortus RB51
muerta por calor, se observa en la Figura 9 que la expresion de INF-y aumenta, no asi la
expresion de IL-2 ni de I1L-4.

Por el contrario, en la Figura 10 se observa que los resultados obtenidos con las mismas
células pero estimuladas “in vitro” con la proteina SOD, aumenta la sintesis del MRNA para IL-

2y se incrementa en forma notable la sintesis del mMRNA para IL-4.
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Figura 8: Nivel de expresion de mRNA para INF-y, IL-2 e IL-4 de linfocitos cultivados sin
estimulo antigénico. Los valores estan representados en pixeles, arrojados por la intensidad de
color proveniente de la hibridacion “in situ” realizada a linfocitos cultivados por 24 horas sin

estimulante.



30

imulados “in

linfocitos est

IL-4 de

_-Y’

ion de mRNA para INF

Figura 9: Nivel de expres

sidad de color

rrojados por la inten

itro” con RB51. Los valores estan re

Itivados por 24 horas con

realizada a linfocitos cu

niente de la hibridacion “in situ”

abortus RB51.



[@2]

Loy
Z 2 -
N NS

salaxid



32

En las Figuras 11, 12 y 13 se muestran solo a modo ilustrativo fotografias representativas
de las preparaciones obtenidas mediante hibridacién “in situ”, en linfocitos de animales
sensibilizados, y estimulados “in vitro” con B. abortus RB51 entera muerta por calor, con la
proteina SOD y sin estimulo antigénico.

La Figura 11 muestra una hibridacion “in situ” realizada con la sonda especifica para INF-
v, observandose que las células incubadas solo con medio de cultivo (Fig. 11a) dan una reaccién
positiva muy débil comparada con aquellas células estimuladas “in vitro” con B. abortus RB51
(Fig. 11b) y SOD (Fig. 11c), las cuales dan una fuerte reaccion positiva.

Algo similar se observa en las Figuras 12 y 13, las cuales corresponden a hibridaciones
realizadas con sondas especificas para IL-2 e IL-4 respectivamente. En las Figuras 12a y 13a,
correspondientes a células cultivadas solo con medio de cultivo completo, se observa una
reaccién positiva mas débil comparada con aquellas células que fueron estimuladas “in vitro”
con B. abortus RB51 (Fig. 12b y 13b) y con SOD (Fig. 12c y 13c). Sin embargo, a simple vista
no se observan mayores diferencias en cuanto a intensidad de la reaccion entre los cultivos
estimulados “in vitro” con los dos antigenos antes mencionados (B. abortus RB51 y SOD), ya sea

para INF-y, IL-2 0 IL-4.
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Fig 11: Hibridacion “in situ” para INF-y. Linfocitos provenientes de bovinos vacunados con B.
abortus RB51. a) Células cultivadas solo con RPMI b) Células estimuladas “in vitro” con B.

abortus RB51 c) Células estimuladas “in vitro” con Cu/Zn SOD.
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Fig 12: Hibridacion “in situ” para IL-2. Linfocitos provenientes de bovinos vacunados con B.
abortus RB51. a) Células cultivadas solo con RPMI b) Células estimuladas “in vitro” con B.

abortus RB51 c) Células estimuladas “in vitro” con Cu/Zn SOD.
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Fig 13: Hibridacion “in situ” para IL-4. Linfocitos provenientes de bovinos vacunados con B.
abortus RB51. a) Células cultivadas solo con RPMI b) Células estimuladas “in vitro” con B.

abortus RB51 c) Células estimuladas “in vitro” con Cu/Zn SOD.
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5. DISCUSION

La vacunacién con cepas vivas no patogenas, que comparten gran cantidad de antigenos
con la cepa causante de la enfermedad, es la forma mas eficiente que hasta ahora se conoce para
inducir inmunidad protectora, ya que por lo general, ademas de la carga antigénica que lleva el
indculo, la bacteria o el virus inmunizante se puede reproducir un par de veces antes de ser
eliminado. Ademas, estos microorganismos bacterianos poseen en su ADN secuencias ricas en CG
no metiladas denominadas “oligonucledtidos con motivos CpG” que son reconocidos
inmunoestimuladores que acttan a nivel de las células presentadoras (Krieg y col, 1995).

Con respecto a la vacuna para la Brucelosis, B. abortus RB51 es una cepa apatdgena que
es capaz de inducir una infeccion transitoria en ratones y bovinos que no va mas alla de cuatro
semanas, permitiendo que se genere la respuesta inmune. Con relacién a este ultimo aspecto, se
sabe que la infeccién con microorganismos intracelulares como Brucella o Mycobacterium van
acompafados de un alza importante de las poblaciones T y-8, las cuales poseen un efecto inmune
protector frente a la infeccion (Kaufmann, 1993). En este trabajo esto no se pudo demostrar ya que
bovinos vacunados no experimentaron aumento de esta subpoblacion. Si se tiene en cuenta que las
células T y-6 representan para los rumiantes una importante barrera defensiva que esta en la
interfase entre la inmunidad innata y la inmunidad especifica, los resultados encontrados en esta
investigacion parecerian indicar que las vacunas usadas no fueron capaces de activar este sistema
de defensa que si es estimulado frente a la invasion de cepas patdgenas. En cuanto a las otras
subpoblaciones estudiadas, es decir, CD3*, CD4" y CD8", se mantienen estables durante todo el
periodo de observacion después de la vacunacion. Por otro lado, si se analizan los porcentajes

relativos de las distintas subpoblaciones T en esta investigacion, se encuentra con que estas
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corresponden a las descritas por Moroni para el sector etareo analizado en el presente trabajo
(Moroni, M. A. 2002).

Cuando se analizan los resultados de transformacidn blastica de linfocitos provenientes de
animales vacunados con la cepa RB51 comercial, inducida por Brucella muerta o la proteina
recombinante SOD, puede observarse que en todos los casos, la bacteria muerta induce una fuerte
respuesta blastogénica. Llama la atencion de que esto también ocurra, aunque en un grado muy
inferior, en el grupo control inyectados con PBS, esto puede ser explicado por la presencia en la
bacteria total, de componentes semejantes a los “superantigenos” capaces de estimular “in vitro”
en forma policlonal a los linfocitos T, descritos para otras bacterias como Staphylococus aureus y
Streptococus pyogenes. A pesar de esto, puede observarse que los animales inmunizados
responden en forma especifica a este antigeno. Lo que llama mas la atencion en esta serie
experimental, es que en las condiciones usadas no fue posible demostrar la capacidad estimulatoria
de Cu/Zn SOD de Brucella cuando ésta fue empleada para estimular el cultivo de linfocitos de
animales inmunizados, o sus controles inyectados con PBS. Este resultado indica que a diferencia
de lo demostrado en la especie murina, en el bovino la proteina SOD de Brucella no actia como
un antigeno capaz de estimular la respuesta inmune celular. La ausencia de transformacion bléstica
concuerda con los resultados obtenidos en animales inmunizados con la cepa RB51 comercial,
cuyos linfocitos fueron cultivados “in vitro” con Brucella muerta, SOD o solo con RPMI , y luego
analizados por medio de la técnica hibridacién “in situ” para 1L-2 e INF-y (citoquinas Tyl) y para
IL-4 (la mas importante citoquina Ty2). Se advierte que SOD, al contrario de la bacteria muerta,
cuando esta presente en el cultivo, es capaz de inducir la expresion de IL-4, y no incrementa la
expresion de citoquinas del tipo Tyl, esto corrobora que SOD no estimula la respuesta inmune

celular en el bovino, pero si la respuesta inmune humoral.
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Adicionalmente, los niveles observados de INF-y e IL-2 fueron similares tanto en los
animales vacunados con RB-51 o con la cepa RB51SOD, con la excepcion de que esta ultima
indujo mayores niveles de IL-4. Esto, de acuerdo a la literatura es curioso e inesperado, ya que en
ratones se ha demostrado que la cepa de B. abortus RB51 que sobreexpresa SOD (RB51SOD)
desarrolla una respuesta inmune celular que confiere una mayor una mayor resistencia
(Vemulapalli y col., 2002).

Estos resultados tomados en su totalidad, permiten descartar la hipétesis de trabajo que
proponia que Cu/Zn SOD de Brucella abortus, es en el bovino, al igual que en la especie murina,
un buen inductor de la respuesta inmune del tipo Tyl mediada por los linfocitos T, lo cual estaria
descartando la posibilidad de potenciar la vacuna B. abortus RB51, actualmente en uso, mediante
el uso de cepas recombinantes que sobreexpresan la proteina SOD.

Finalmente, en base a los resultados presentados en este trabajo, es posible plantear las
siguientes conclusiones:

e En la especie bovina, Cu/Zn SOD de B. abortus, no es un buen inductor de la respuesta
inmune del tipo Ty1.
e EIl presente estudio representa un buen ejemplo de que muchas veces no es posible

extrapolar resultados de una especie a otra.
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