A OOU ATTOMOMA D UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA

/) S 4 % % DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA'Y
ZOOTECNIA

PAPEL DE LA PROTEINA DE MEMBRANA 3
ASOCIADA A VESICULAS, (VAMP3) EN LA
INFECCION DE MACROFAGOS MURINOS CON
Brucella melitensis.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA

ALFREDO CASTANEDA RAMIREZ

TUTOR: DR. ANTONIO VERDUGO RODRIGUEZ
COMITE TUTORAL: DR. JOSE LUIS PUENTE GARCIA
DR. ALFONSO GONZALEZ NORIEGA

MEXICO, D.F. 2012




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIA

A TERE Y A ALANNA, MI FAMILIA, QUE REPRESENTO LA PRINCIPAL
MOTIVACION PARA EL LOGRO DE ESTA META, PERO TAMBIEN POR SU
APOYO INCONDICIONAL Y POR SU CAPACIDAD DE SOPORTAR MIS
ALTIBAJOS EMOCIONALES. GRACIAS.

A MIS PADRES GREGORIA RAMIREZ Y BARDOMIANO CASTANEDA, YA QUE
SIN EL ESFUERZO Y SACRIFICIO QUE REALIZARON PARA MI FORMACION,
NO HUBIERA SIDO POSIBLE LLEGAR A ESTE MOMENTO.

A MIS HERMANOS CARMEN, ALEJANDRO, JOSE LUIS, FRANCISCO,
CARLGQOS, ERIKA'Y OCTAVIO Y A TODOS MIS SOBRINOS, YA QUE LA
UNIDAD FAMILIAR QUE PROFESAMOS ES UN SOPORTE INVALUABLE EN Ml
VIDA.

A TODOS ESOS JOVENES Y NO TAN JOVENES QUE SE ENCUENTRAN EN
EL CAMINO DE SU FORMACION, TENIENDO EN CUENTA QUE PARA EL
LOGRO DE SUS OBJETIVOS EL ESFUERZO, LA DEDICACION, MUCHAS

VECES EL SACRIFICIO, PERO SOBRETODO LA HUMILDAD ANTE EL
CONOCIMIENTO, SON REQUISITOS FUNDAMENTALES.
NO SE DEN POR VENCIDOS, LO MEJOR ESTA POR VENIR.



AGRADECIMIENTOS

AL DR. ANTONIO VERDUGO RODRIGUEZ, POR SU APOYO Y SU CONFIANZA
AL EMPRENDER ESTE PROYECTO, PERO ANTE TODO POR SU AMISTAD.

A MI COMITE TUTOR: DR. JOSE LUIS PUENTE GARCIA Y DR. ALFONSO
GONZALEZ NORIEGA POR CUMPLIR CABALMENTE CON SU FUNCION Y
AUN MAS, AL SENALARME MIS ERRORES CUANDO FUE NECESARIO, PERO
TAMBIEN POR ORIENTARME Y LLEVARME A DAR LO MEJOR DE MI EN LA
REALIZCION ESTE TRABAJO.

AL DR. DANIEL MARTiNEZ GOMEZ CON QUIEN TUVE LARGAS
CONVERSACIONES Y DISCUSIONES SOBRE LA BRUCELOSIS Y LA CIENCIA,
QUE DIERON ORIGEN DE ESTE PROYECTO.

A LA DRA. BEATRIZ ARELLANO REYNOSO POR PROPORCIONARNOS
LINEAS CELULARES PARA LA REALIZACION DE ESTE TRABAJO.

A MIS AMIGOS Y COMPANEROS DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
MOLECULAR: EDITH, MIRIAM, GABY, ILANE, MAURICIO, ADOLFO, JULIO,
DIANA, AIDE, POR SU APOYO, PERO ESPECIALMENTE A KARLA CANO POR
COLABORAR CONMIGO EN ALGUNOS EXPERIMENTOS Y POR SU AMISTAD.
IGUALMENTE, A LA SRA. FRANCIS POR SU DEDICACION EN LA
PREPARACION DE LOS MATERIALES DE LABORATORIO.

AL DR. RAYMUNDO ITURBE, POR SU APOYO TECNICO Y PORQUE SIEMPRE
CONTE CON SUS PALABRAS DE ALIENTO.

A TODOS LOS MIEMBROS DEL DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA E
INMUNOLOGIA, POR SU APOYO.

A MIS COMPANEROS DE LA SECCION DER FISIOLOGIA DEL
DEPARTAMENTO DE ZOOTECNIA EN LA UACH, POR SU APOYO.



AGRADECIMIENTOS

AL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA (CONACYT), POR

HABERME OTORGADO UNA BECA PARA LLEVAR ADELANTE MIS
ESTUDIOS.

A LA UNIVERSIDAD AU'I"ONOMA CHAPINGO POR DARME LA OPORTUNIDAD
DE SUPERARME ACADEMICAMENTE.



CONTENIDO

PAGINA

CRESUMEN. .. VI
INTRODUGCCION. .. ..ttt et e e et e e e ee e 1
T ) o o | = 1
Epidemiologia ....cooveiie i s 2
Caracteristicas bacterioldgicas y factores de patogenicidad ..... 4
Antecedentes experimentales ..........cccveviiiii i, 8
CHIPOTESIS .. oot e 16
5. OBIETIV O S ... e e e e e 16
Objetivo General ........coviiiii i e 16
Objetivos eSPeCifiCOS ....vuiiii i e 16

6. MATERIALES Y METODOS. ... .ottt e e 17
7. RESULT AD S ... e s e e e e e e 23
8. DISCUSION . ..ot ettt e e e e e e e e e e e e 30
9. LITERATURA ClIT AD A . i e e e e e e e e 36



INDICE DE FIGURAS

DIAGRAMA 1 o e
FIGURA I oo s
FIGUR A 2 e e
FIGUR A 3 o e e
FIGURA 4 Lo s
FIGURA 5 s
FIGURA B .o e e e e e e e
FIGUR A 7 e e e e e
FIGURA 8 .o s
FIGURA O o s

10
23
23
24
25
25
26
27
28
29



RESUMEN

Se ha propuesto que diversos patdgenos intracelulares son capaces de alterar la
expresion o la funcion de las proteinas responsables del transito vesicular y de la
fusion de membranas, para poder sobrevivir dentro de las células. Brucella
melitensis, es un patégeno intracelular capaz de evadir la fusion fagosoma-
lisosoma y replicarse intracelularmente. Por otro lado, la proteina de membrana 3
asociada a vesiculas (VAMP3) es una proteina localizada en vesiculas y que
promueve la exocitosis de citocinas proinflamatorias en sitios donde ocurre la
fagocitosis. Las células J774.A1 de origen murino fueron estimuladas utilizando el
lipopolisacéarido (LPS) de B. melitensis, con lo cual se identificO un aumento en la
expresion de la proteina VAMP3 (5.3 veces arriba del control) a los 30 minutos.
Esta sobre-expresion fue seguida por un descenso a los 60 min al nivel de los
controles. Con las células estimuladas con el LPS de Salmonella enterica serotipo
Minnesota, encontramos un cambio similar al detectado con el LPS de B.
melitensis, aunque el nivel de VAMP3 nunca fue semejante al control (6.6 a 3.5
veces arriba del control). En ambos casos las diferencias detectadas fueron
estadisticamente significativas (p<0.05). Posteriormente, se determiné el nivel de
la misma proteina en células infectadas con B. melitensis, donde se produjo un
incremento drastico a los 30 min y se mantuvo hasta los 60 min (2.8 veces mas
que el control en promedio). Estas diferencias fueron también estadisticamnte
significativas (p<0.05). Finalmente, para determinar el efecto de la supresion de
VAMP3 sobre la sobrevivencia intracelular de B. melitensis, se inhibi6 la expresion
de la proteina en las células J774.Al y se infectaron con una cepa patdgena de la
bacteria. En estas células, la tasa de recuperacion en la sobrevivencia de las
bacterias entre las 24 y las 36 h post-infeccion fue menor. A las 36 h post-
infeccion, la recuperacion de bacterias fue del 70%, comparado con los 80% de
recuperacion en las células control no tratadas. No obstante, no se identificaron
diferencias estadisticamente significativas.

Palabras Clave:Brucella, intracelular, patdgeno, macropinocitosis, SNARE, siRNA
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ROLE OF VESICLE ASSOCIATED MEMBRANE PROTEIN 3 (VAMP3) ON
MURINE MACROPHAGE INFECTION BY Brucella melitensis

ABSTRACT

It has been proposed that intracellular pathogens may interfere with
expression or function of proteins that mediate vesicular traffic in order to survive
inside cells. Brucella melitensis is an intracellular pathogen that evades
phagosome-lysosome fusion, surviving in the so-called Brucella-containing
vacuoles (BCV). Vesicle-associated membrane protein 3 (VAMP3) is a v-SNARE
protein that promotes the exocytosis of the proinflammatory cytokine TNF at the
phagocytic cup when docking to its cognate t-SNARE proteins syntaxin-4 and
SNAP-23 at the plasma membrane. We determined the expression level of VAMP3
in J774.1 murine macrophages stimulated with B. melitensis lipopolysaccharide
(LPS) and detected a transitory increase of VAMP3 mRNA expression at 30 min. A
similar result was obtained when cells were incubated in the presence of LPS from
Salmonella enterica serovar Minnesota (SeM). This increase of VAMP3 mRNA
was also observed on infected cells with B. melitensis even after one hour. In
contrast, infection with Salmonella enterica serovar Enteritidis (SeE) did not cause
such increase, suggesting that membrane components other than LPS modulate
VAMP3 expression differently. To determine the effect of VAMP3 inhibition on
macrophages infection, the expression of VAMP3 in J774.A1 cells was silenced
and then infected with wild type B. melitensis. Although a slight decrease in the
rate of recovery of surviving bacteria was observed between 12 h and 36 h post-
infection with B. melitensis, this was not significant indicating that VAMP3 is not

involved in Brucella survival.

Key Words: Brucella, intracellular, pathogen, macropinocytosis, SNARE, siRNA
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INTRODUCCION

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa que afecta a los
animales domesticos y silvestres, asi como al ser humano. De acuerdo con la
Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura de los Estados Unidos de
América (FAO por las siglas en inglés), la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), esta es una de las zoonosis
bacterianas de mayor prevalencia en el mundo, ya que anualmente se reportan
aproximadamente 500 000 casos nuevos en humanos (1) principalmente en
paises del Mediterraneo, Asia Central, Peninsula Arabiga, India y América Latina
(2). Aunque no es una enfermedad mortal, tiene un impacto significativo tanto en

la salud publica como en la produccion animal.

Etiologia

La brucelosis es causada por bacterias del género Brucella spp, las cuales
se encuentran clasificadas dentro de la subdivision Alfa-2 de las Proteobacterias,
junto con otros géneros bacterianos que se asocian a organismos eucariontes, ya
sea como patdégenos (como Bartonella) o como simbiontes (como Rhizobium)
(3,4). El género esta formado por varias especies, que se definen de acuerdo a su
patogenicidad y su preferencia por las especies de mamiferos que afectan. De ese
modo, B. abortus produce infecciones principalmente a bovinos, B. melitensis
afecta a los caprinos, B. suis a los suinos, B. ovis a ovinos, B. canis a los caninos
y B. neotomae que afecta a los murinos (5). Ademas, en los ultimos afios se han
afiadido cepas aisladas de mamiferos marinos, a partir de las cuales se reconocen
dos especies nuevas, B. pinnipedialis que afecta a pinnipedos y B. ceti que afecta
a cetaceos (6). Por otro lado, también se ha determinado la existencia de una
especie que afecta a ratones campestres llamada B. microti (7) y se ha propuesto
otra aislada de la infeccién de un implante mamario en humanos denominada B.

inopinata (8). Aunque esta es la clasificacion mas aceptada hasta nuestros dias,



existen estudios genéticos de Brucella spp que consideran a B. melitensis como la

especie tipo y a las demas como subespecies (9).

Epidemiologia

A pesar de que la mayoria de las especies de Brucella spp pueden afectar
al hombre, la especie que mas comunmente se asocia con la infeccion en
humanos es B. melitensis (2, 10). Aunque la muerte por brucelosis en humanos es
poco comun, ocasiona cuadros clinicos inacapacitantes muy severos que se
caracterizan por fiebre intermitente, debido a la septicemia, razon por la cual la
enfermedad también recibe el nombre de fiebre de Malta, fiebre del Mediterrdneo
o fiebre ondulante (11). Adicionalmente, en estas infecciones se presentan
mialgias, espondilitis, artralgias, artritis, afecciones respiratorias y en casos

cronicos se pueden producir abscesos en diferentes 6rganos (2, 10).

Los hospederos preferenciales de B. melitensis son los caprinos, pero
ocasionalmente también afecta a los ovinos y a los bovinos (2, 12). La brucelosis
estd ampliamente distribuida en el mundo, pero la mayor incidencia se presenta en
paises del litoral del Mar Mediterraneo, de la Peninsula Ardbiga, en Asia central y
en algunas regiones de América Latina (1,13). En México se reportaron 2730
casos nuevos de brucelosis humana en el 2010 que representan una incidencia
aproximada de 2.43 casos por cada 100 000 habitantes y para el 2011 se
reportaron 3531 casos lo que representa una incidencia de 3.143 casos/100 000
habitantes (14).

Con relacion al ganado caprino, se ha cuantificado una prevalencia de
2.56% de animales infectados y un 11.65% de hatos infectados en el 2006, de
acuerdo a los Ultimos datos publicados por la Secretaria de Agricultura,

Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) en México.



Para los paises de alta incidencia, la brucelosis también representa un
factor importante de pérdidas econdémicas en la ganaderia, a causa de los
problemas de infertilidad y abortos que ocasiona en especies animales de
importancia en la obtencion de productos de origen animal. En varios de estos
paises, las pérdidas econémicas y los problemas de salud publica que representa
la enfermedad, han obligado al establecimiento de programas permanentes de
control 'y erradicacion, siguiendo las recomendaciones de la OMS
(15,16,17,18,19). Estos programas contemplan acciones que tienen como finalidad
la reduccion de la incidencia de la brucelosis en las especies animales que afecta
y, en consecuencia, también la reduccién de las infecciones en el humano.
Desafortunadamente, los programas de control y erradicacion en Meéxico se
orientan fundamentalmente a la brucelosis bovina que es causada por B. abortus,
que si bien reducen el impacto econémico que ocasiona la enfermedad en la
produccion bovina, tienen un efecto muy limitado para el control de la enfermedad
en los humanos, ya que la principal causante de la brucelosis humana es B.
melitensis que afecta a los caprinos (20).

Regularmente, en estas campafas se contemplan acciones contra la
enfermedad que incluyen la identificacion de animales enfermos para su
eliminacién, asi como la vacunacion del resto de los animales en los hatos. No
obstante, estas medidas se aplican de acuerdo a las condiciones econOmicas de
cada pais y no siempre se logran los resultados que se esperan en el corto plazo
(20,21,22). Para la profilaxis de la brucelosis en animales, se emplean las cepas
bacterianas S19 de B. abortus para la inmunizacion de bovinos y la cepa Revl
para la inmunizacion de pequefios rumiantes en la mayoria de los paises, pues ha
demostrado una eficiencia superior a otras cepas (10), esto a pesar de que no hay
una estrategia enteramente segura en el uso de la cepa Revl (23, 24). En el caso
de la inmunizacion en bovinos, actualmente también se utiliza la cepa RB51 de B.
abortus para la vacunacién de animales silvestres y domésticos en varios paises y

aunque ofrece algunas ventajas sobre la cepa S19, como la discriminaciéon de



animales vacunados en las pruebas de diagnéstico, su eficacia ha resultado
controversial (25,26). Adicionalmente, en algunos de esos paises también se han
evaluado modelos potenciales de vacunas subunitarias, susceptibles de ser
aplicadas en humanos, en las que se han utilizando péptidos sintéticos de B.
melitensis, desarrollados a partir de proteinas de la membrana externa, asi como
proteinas liberadas al medio de cultivo especificas de la bacteria, con resultados
variables (27,28).

De ese modo, con la combinacién de diversas acciones llevadas a cabo
hasta ahora de manera continua y ordenada, se ha logrado que la incidencia de la
brucelosis en animales y humanos se haya reducido en algunos de los paises que
aplican esos programas de control (29,30). Sin embargo, no se puede olvidar que
la presentacion de una enfermedad infecciosa, es resultado de la combinacion de
diversos factores, entre los que se encuentran la virulencia del microorganismo, su
modo de transmision y la susceptibilidad del hospedero (31) y aunque se han
logrado avances significativos en la investigacion en esos campos de la
brucelosis, no han sido suficientes para lograr el control de la enfermedad en los
paises en desarrollo, que son los que presentan la mayor incidencia (32).

Caracteristicas bacterioldgicas y factores de patogenicidad

El género Brucella spp esta conformado por bacterias con morfologia de
coco-bacilos, Gram negativos, que no poseen capsula, no esporulan y se les
considera inmoviles, a pesar de que se han encontrado genes que codifican para
una estructura flagelar (33). Son microorganismos aerobios, aunque algunas
especies crecen mejor con bajas tensiones de CO,. Su metabolismo es de tipo
oxidativo y producen oxidasa, catalasa, ureasa y reducen nitratos a nitritos. Debido
a que no fermentan azlcares, las pruebas de identificacion bioquimica
tradicionales no son utiles en su caracterizacion. Para su identificacion se utilizan
métodos de fagotipificacion, de crecimiento en medios con diferentes

concentraciones de los colorantes tionina y fucsina, la produccién de la enzima



ureasa y la produccion de H,S (34). Cabe precisar en este aspecto, que el
considerar a las bacterias del género Brucella spp como microorganismos
aerobios, se debe primordialmente a las propiedades descritas en los primeros
ensayos desarrollados para conocer la biologia del agente. Actualmente, se sabe
gue la bacteria es capaz de utilizar nitratos como aceptores finales de electrones
en la cadena respiratoria, una de las caracteristicas que le permiten a estos
microorganismos sobrevivir dentro de células eucariontes o en medios sin oxigeno
(35, 36).

Con relacion al genoma de la bacteria, casi todas las especies de Brucella
poseen 2 cromosomas, un replicon grande de aproximadamente 2.1 Mpb
(cromosoma 1) y otro mas pequefio de 1.2 Mpb (cromosoma 2). El caso de B. suis
biovar 3 es especial, ya que s6lo posee un replicén de 3.1 Mpb y no se ha
reportado la existencia de pldsmidos en esta especie (2).

Al igual que las demés especies del género Brucella spp, B. melitensis se
comporta como un patdégeno intracelular o extracelular facultativo, ya que es capaz
de sobrevivir y multiplicarse dentro de las células que infecta, aunque también
puede crecer en medios de cultivo bacteriolégicos en el laboratorio (36). La
habilidad de sobrevivir dentro de las células, se ha relacionado con la capacidad
de la bacteria de evadir los mecanismos de destruccion intracelular de los
macrofagos durante la fagocitosis, con lo que logra establecerse en las vesiculas
donde ocurre su replicacion, denominadas “vacuolas que contienen Brucella o

BCV por sus siglas en inglés (37).

La habilidad de B. melitensis de sobrevivir intracelularmente ocurre tanto en
células fagocitarias como en no fagocitarias, con lo que adquiere la capacidad de
penetrar los tejidos y diseminarse facilmente en el organismo del hospedero,

evadiendo de esa forma, el efecto de diversos mecanismos de defensa (38,39,40).



La posibilidad de penetrar y establecerse en sus hospederos se debe a los
factores de patogenicidad que poseen las bacterias del género Brucella spp,

algunos de los cuales se han caracterizado y entre los se encuentran:

1. El lipopolisacarido (LPS). EI LPS de Brucella spp posee una
importancia primordial en la patogenicidad, ya que su integridad
determina la capacidad de la bacteria de invadir y sobrevivir en las
células que infecta (40). Este componente de la membrana externa
presenta mdultiples caracteristicas diferentes al LPS “clasico” de las
enterobacterias. Por ejemplo, el lipido A de su molécula posee una
estructura central compuesta de diaminoglucosa, (en lugar de
glucosamina como en enterobacterias) y sus grupos acilo son mas
largos (C18, C19, C28 en vez de los C12 o C14 de los LPS tipicos).
Ademas, el lipido A esta unido al nacleo oligosacarido unicamente por
medio de enlaces amido en vez de los amido mas ester de las
enterobacterias. La reducida endotoxicidad del LPS de Brucella spp se
atribuye principalmente a las caracteristicas del lipido A (41) Por otro
lado, la cadena O polisacarida es mas larga que la del LPS
enterobacteriano, por lo que es considerado un LPS “atipico” y se
piensa que esta propiedad le confiere a la bacteria la capacidad de
evadir mecanismos de defensa del hospedero como la fijacion del
complemento y el efecto de los péptidos catidnicos séricos como
defensina NP-2, cecropina P1, lactoferricina B, y péptidos activos
provenientes de la proteina catidonica 18 y de bactenecina (42).
Estas propiedades del LPS de Brucella spp, hacen que sea varios
cientos de veces menos activo y menos toxico que los LPS clasicos de
las enterobacterias. Ademas, debido a estas propiedades se presume
gue puede interferir con la secreciébn de citocinas proinflamatorias
secretadas por las células fagocitarias invadidas, como es el caso del

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) (40). En contraste, las cepas



rugosas de Brucella spp (que no poseen la cadena O) entran a las
células fagociticas por vias endociticas diferentes a las cepas lisas en
vacuolas que se fusionan rapidamente con los lisosomas para ser
destruidas (43).

2. Los glucanos ciclicos. Se ha encontrado también la produccion de
moléculas con caracteristicas de glucanos ciclicos hacia el espacio
periplasmico en B. abortus. Estas moléculas poseen un efecto extractor
del colesterol en la membrana plasmatica de las células infectadas,
sobre todo en los dominios membranales conocidos como “Balsas
Lipidicas”, semejante al efecto que se produce con la metil-B-
ciclodextrina. Una interferencia con la produccion de estos factores
reduce la virulencia de la bacteria (44). Al parecer, los glucanos ciclicos
estdn involucrados en el ensamble correcto de estructuras
macromoleculares de la membrana de la bacteria, que se requieren para

una interaccion efectiva con las células hospederas (45).

3. El sistema BvrS/BvrR. Se ha descrito también un sistema de regulacion
de dos componentes llamado BvrS/BvrR, compuesto por una proteina
gue funciona como sensor (BvrS) y otra como reguladora (BvrR). En
conjunto, se encargan de regular la expresion de proteinas de la
membrana externa (OMPSs), lo que a su vez permite a la bacteria regular
la homeostasis en dicha membrana externa (46). Aunque esta funcion
ha sido asociada a la virulencia del microorganismo, su papel en la

virulencia de B. abortus ha sido cuestionado (47).

4. El sistema de secrecién tipo IV (VirB). Ha sido ampliamente
caracterizado el sistema de secrecion tipo IV en varias especies de
Brucella que se encuentra codificado en el operdon virB, que es
semejante al descrito en Agrobacterium tumefasciens (bacteria



patégena de plantas) y que presumiblemente, es crucial en la
sobrevivencia de Brucella spp en las células fagociticas y no fagociticas
gue invade (48). Mutaciones en diferentes genes que codifican para este
sistema, reducen drasticamente la virulencia de la bacteria (49). Por otro
lado, por mucho tiempo no habia sido posible determinar los productos
secretados por este sistema, sin embargo actualmente se han
identificado y caracterizado algunos de ellos, aunque su relacion con la
patogenicidad de la bacteria no ha podido establecerse claramente (50,
51).

5. Finalmente, también se han descrito mecanismos asociados a la
virulencia que le permiten a la bacteria resistir el dafio oxidativo, el
efecto del éxido nitrico, el pH endosomal y la privacion de nutrientes (52)
asi como componentes genéticos como el BMEIO21 (53), cuyo papel se
ha asociado con la habilidad de la bacteria para invadir, sobrevivir y
replicarse en células fagocitarias profesionales y no profesionales, pero

gue aun esta en su fase de caracterizacion.

Antecedentes experimentales

En el proceso de infeccion, también se han estudiado diversos
componentes que se forman con la fagocitosis de Brucella spp, en las células
hospedadoras. En este campo, ahora se conoce el papel que juegan algunos de
ellos durante los procesos de invasion y transito de los fagosomas que contienen
la bacteria. No obstante, todavia existen interrogantes en diversos procesos
intracelulares que ocurren durante la infeccion (54). De ese modo, aungue se sabe
qgue la bacteria es ingerida por las células fagocitarias por medio de receptores,
estos no han sido totalmente caracterizados. No obstante, se han estudiado el
CD14, TLR-4, TLR-2, los receptores para manosa y receptores semejantes a

lectina (55, 56) como participantes en la fagocitosis de Brucella spp. Después de



la ingestién, en la etapa temprana de la infeccion, los fagosomas formados
adquieren distintas proteinas que son reconocidas como marcadores
endosomales. Estas proteinas permiten identificar las etapas de su proceso de
“maduracion” que llevan a esos fagosomas a fusionar con los lisosomas, dando
lugar a la degradaciéon del microorganismo. Los marcadores se dividen en
tempranos, como Rab5, EEAL y el receptor para transferrina (TfR) o tardios como
Rab7 y LAMP-1 (37). Aunque al inicio de la infeccion los fagosomas con brucelas
pueden adquirir ambos tipos de marcadores, poco a poco las vacuolas fagociticas
van perdiendo la capacidad de adquirir al marcador tardio Rab7, aunque puede
mantener LAMP1, lo cual significa que dichos fagosomas dejan de interactuar con
los lisosomas. Sin embargo, se ha observado que aproximadamente después de
una hora, estos fagosomas pueden adquirir marcadores de reticulo endoplasmico
(RE) como calreticulina o sec61p (57) dando lugar a la formacion de vacuolas
permisivas para la replicacion de la bacteria conocidas como BCVs (37, 58). Con
estos hallazgos, se ha propuesto la hipétesis de que los fagosomas que contienen
la bacteria toman una ruta de transito semejante a los autofagosomas en células
no fagocitarias o se transforman en endosomas con caracteristicas de RE en

macrofagos (59) (Diagrama 1).

En este contexto, Harricane y col. (60), en experimentos con macréfagos
humanos infectados con B. suis, reportaron que los fagosomas con la bacteria
carecian de anexina |, que es una proteina involucrada en el transito vesicular y en
la transduccién de sefales, y que funciones como la produccion de interferén
gama (IFNy) en el macrofago, se encontraban afectadas. Kusumawati y col. (61),
ensayando con macrofagos murinos y monocitos humanos, también reportaron
este fendbmeno y descubrieron que las bacterias opsonizadas con
inmunoglobulinas son fagocitadas mas rapidamente, solo después de adherirse,
produciendo los cambios en la membrana del macréfago requeridos para la

fagocitosis, como la acumulacion de actina F. Pizarro-Cerda y col. (62), trabajando



en el mismo proceso pero con células Hela, reportaron la colocalizacién de cepas

patdgenas y no patbégenas de

Extracellular space Brucella LPS

Cyclic Glucans
B CD14, MyDB8, TLR4 Gi iS
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pH 6.0-6.5
: Positive for Rab11,
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15-80min 3 1 chase with dextran
or BSA/gold nanoparticles Cytoplasm

Diagrama. 1 Adaptado de Hass A. Traffic 2007, 8:311-330.

B. abortus, con el marcador endosomal temprano EEAl y con los marcadores
lisosomales LAMP1 y LAMP2 (pero con la ausencia de la hidrolasa acida
catepsina D) y, posteriormente, la colocalizacion de bacterias patdgenas con el
marcador del RE sec61 beta, confirmando con ello que B. abortus puede alterar el
proceso de maduracién de fagosomas y modificar su transito en el citoplasma. Se
sabe que

B. melitensis también es capaz de evadir la fusion fagolisosomal, induciendo la
fusion de los fagosomas donde se hallan, con vacuolas que presentan marcadores
del RE, al menos en experimentos realizados con células VERO y HelLa, asi como

trofoblastos bovinos (62, 63).
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La participacion de componentes del citoesqueleto en la infeccién por
Brucella spp en células epiteliales, también ha sido demostrada con los trabajos
de Guzméan-Verri y col. (64) y Chavez y col. (65), quienes encontraron la
intervencién de GTPasas pequefias de la familia de Rho y Rab en el transito
intracelular de B. abortus, al observar la activacion especifica de Cdc42 (una
GTPasa pequefa) con cepas patdgenas de esta especie. También reportaron que
inhibidores de las enzimas tirosina cinasa y MAP cinasa bloquean la invasion de
B. abortus.

Con todos estos trabajos se pudo llegar a la conclusién de que las bacterias del
género Brucella spp, tienen la capacidad de evadir la fusion fago-lisosomal, que
ésta cualidad depende de la viabilidad de la bacteria y muestran que algunos
factores de virulencia juegan un papel crucial en su capacidad de sobrevivencia

intracelular.

Si bien existen varios reportes de proteinas producidas por B. melitensis
gue participan en eventos relacionados con la patogénesis molecular de la
infeccion, ninguna de ellas ha sido relacionada con la modificacion del transito
intracelular observado durante la infeccion por ésta u otras especies de Brucella.
En este sentido, se ha propuesto que la cadena O del LPS de B. melitensis
también es determinante en su patogenicidad y junto con algunas proteinas de la
membrana externa, es responsable del bloqueo de la actividad bactericida del
suero y participa en la evasién de su destruccion por las células fagocitarias. Lo
anterior permite la sobrevivencia de la bacteria dentro de fagocitos mononucleares
y polimorfonucleares (66, 67). También, se ha observado que el LPS tiene una
participacion activa en las fases tempranas de la fagocitosis de la bacteria, pues
por un lado, se ha detectado la alteracion de las sefiales que produce la célula
fagocitica, al inhibir la secrecion de IL-6 y TNF-a. (68). Igualmente, se ha propuesto
interferir en la apoptosis de las células infectadas (69), aunque en este campo

existe escasa informacion. Por otro lado, se ha visto que interactia con las
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moléculas del MHC Il en la membrana citoplasmatica de macréfagos, interfiriendo
con la presentacion de antigenos por los linfocitos B (70). Lo anterior sugiere que
la interaccion LPS- membrana plasmatica, podria ocurrir primordialmente en areas
de la misma conocidas como balsas lipidicas o "lipid rafts" (71). Estos sitios se
consideran microdominios membranales con abundante presencia de colesterol y
glicoesfingolipidos (71, 72). No obstante, también existen datos que indican la
presencia de receptores potenciales localizados en otros sitios de la membrana
(73, 74, 75).

Como parte de la discusion sobre el papel de componentes de las
membranas celulares en las células hospedadoras durante la infeccion por
Brucella spp, Arellano-Reynoso y col. (44), describieron el papel de los glucanos
ciclicos producidos por B. abortus, en su sobrevivencia intracelular y demostraron
gue estos compuestos tienen la capacidad de integrarse a la membrana de los
fagosomas que contienen la bacteria, justamente en las balsas lipidicas. Esto abre
nuevas expectativas en la investigacion sobre los mecanismos empleados por
microorganismos intracelulares para evadir la fusion fagosoma-lisosoma y con ello
escapar de su destruccion (76). Adicionalmente, aunque se sabe que las bacterias
del género Brucella spp son fagocitadas en microdominios ricos en colesterol
como lo son las balsas lipidicas, no existen evidencias que sugieran que esta

bacterias también sean endocitadas por la via de las caveolinas.

Es importante resaltar que la fagocitosis se considera como un proceso de
captacion y remocion de particulas relativamente grandes por parte de células
especializadas, que se lleva a cabo dentro de vacuolas especificas. También es
considerado un mecanismo central en los fendbmenos de remodelacién de tejidos,
en la inflamacion y en la defensa contra agentes infecciosos (77).
Paradé¢jicamente, la fagocitosis es también uno de los mecanismos mas
comunmente empleados por microorganismos patogenos intracelulares, para

establecerse en células donde pueden sobrevivir y replicarse (78). De forma
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clasica, el proceso de la fagocitosis se ha dividido para su estudio en cuatro
eventos centrales; adherencia de la particula a la superficie de la célula
fagocitaria, formacion del fagosoma, maduracién del fagosoma para convertirse en

fagolisosoma y finalmente la digestion dentro del fagolisosoma (79).

Por simplicidad, se habia asumido que el fagosoma que se forma en el
proceso de fagocitosis, estaba compuesto fundamentalmente de porciones de
membrana originadas de la membrana celular que se colocan alrededor de la
particula fagocitada, esto como resultado de una extensién y deformacién de la
membrana plasmatica. Inclusive, los primeros trabajos en esta area consideraban
la existencia de una sintesis rapida de membrana nueva durante el proceso de
fagocitosis (80). Actualmente, este concepto ha cambiando y se sugiere que la
fusién de endosomas preexistentes en el citoplasma (por ejemplo, endosomas de
reciclamiento) con la membrana celular en los sitios de formacion del fagosoma,

provee de la membrana necesaria para su formaciéon (81).

En este contexto, Murray y col. (82) demostraron la participacién de las
proteinas VAMP3, sintaxina 4, SNAP25 y otras de la familia Proteinas Solubles de
Union al Factor Sensible a la N-Etilmaleimida (SNARE por sus siglas en ingés)
durante la fagocitosis, promoviendo al mismo tiempo la secrecion del TNF-a. Esta
citocina con actividad proinflamatoria, es liberada en los sitios donde ocurre la
ingestion de microorganismos por el macréfago y representa una de las primeras

sefales de alerta del hospedero ante la presencia de un agente patdgeno (83).

Las proteinas SNARE se encargan de regular el transito vesicular durante
el proceso de secrecion de productos celulares y se clasifican en dos grupos de
acuerdo a su localizacion; v-SNARE localizadas a nivel de la membrana de las
vesiculas de secrecién y t-SNARE localizadas a nivel de la membrana blanco
donde sirven para la unién con las v-SNARE. La proteina VAMP3 pertenece al

grupo de las v-SNARE y se localiza primordialmente el los endosomas de
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reciclamiento que funcionan como estaciones intermedias en la secrecion del
TNF-a, asi como para el reciclamiento de receptores celulares como el receptor de
la transferrina (TfR) (84). Sintaxina 4 y SNAP-25 son proteinas del tipo t-SNARE,
se localizan a nivel de la cara citoplasmética de la membrana celular y sirven para

la union de VAMP3 durante la secrecion (85).

No obstante, la participacién de VAMP3 en la formacion de fagosomas, es
un fendmeno reportado previamente (86, 87, 88) y en su trabajo, Murray y col.
relacionan esta funcién con la secrecion del TNF-a. Con sus hallazgos, este grupo
logra establecer también una conexion, al menos de forma temporal, entre dos
procesos importantes en la fagocitosis, la formacion de vesiculas endociticas y la
secrecion de citocinas, algo que también ha sido propuesto por otros grupos de
investigaciéon (89, 90). Al establecer una asociacibn de lo anterior, con la
observacion de que la secrecion de TNF-a se ve drasticamente disminuida
durante la fagocitosis de B. suis en macrofagos de la linea U937 (91), podria
suponerse que, en algun momento, la bacteria interfiere con el proceso de
liberacion de la citocina a nivel de la membrana o induce una alteracion de la ruta
de secrecion de la misma, cuando esta ocurriendo la fagocitosis de la bacteria por
el macréfago. Esto explicaria, por lo menos de forma parcial, la razén por la cual
Brucella es capaz de inhibir muchos de los eventos tempranos de la inmunidad

innata durante la infeccion (92).

A pesar de esto, también se ha encontrado que VAMP3 no es
absolutamente necesaria para la fagocitosis en macréfagos primarios (87), pero
por otro lado, también se ha observado que esta proteina es blanco de
modificaciones en su concentracion y su integridad durante la infeccion de

macrofagos por patdgenos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis (93).

De ese modo, dilucidar los eventos a través de los cuales se da lugar la

asociacion entre vesiculas de secrecion de citocinas y los fagosomas, podria
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ayudar a comprender los mecanismos por los cuales microorganismos como B.
melitensis, modifican el transito intracelular de la célula hospedadora.
Recientemente y en concordancia con esta hipotesis, se ha encontrado que el
bloqueo de la expresion de la GTPasa Sarl, involucrada en el movimiento de
vesiculas del RE hacia el aparato de Golgi, inhibe la replicacion de B. abortus en
las células tratadas, estableciendo una relacion entre las rutas de secrecion celular

con la patogénesis intracelular de esta bacteria (94).

El objetivo de este trabajo es evaluar la dinamica que presentan moléculas
involucradas en transito intracelular como VAMP3, ya que esta proteina participa
activamente en la fusién de vesiculas de secrecion a nivel de las balsas lipidicas,
que son dominios membranales donde se lleva a cabo la fagocitosis de B.
melitensis y debido también a la asociacion que se ha propuesto entre la infeccion
de macrofagos por B suis, B. abortus y B. canis y la inhibicion de la expresion del

TNF-a en las células infectadas (95).

Con el fin de comprobar la participacion de VAMP3 en la patogénesis
molecular de la brucelosis, se estudid su cinética de expresion en macrofagos
J774.A1. Nuestros resultados muestran diferencias en la expresiéon de VAMP3 en
macrofagos murinos de la linea J774.1 cuando son estimulados con el LPS de B.
melitensis o cuando son infectados con bacterias viables de la misma especie. En
las células J774.Al1 tratadas con siRNA para inhibir la expresion de VAMP3,
detectamos un retardo en el crecimiento bacteriano, cuando estas células fueron

infectadas con B. melitensis.
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HIPOTESIS

Si la expresion de la proteina VAMP3 es modulada por Brucella melitensis,
entonces la inhibicion de la expresion de VAMP3 podria afectar la replicacion de

esta bacteria en macrofagos de la linea J774.A1

OBJETIVOS

Objetivo General: Determinar el papel que juega VAMPS3 en el transito intracelular
en macréfagos infectados con B. melitensis, mediante analisis de expresion y
silenciamiento de genes, con el fin de conocer eventos celulares que permiten a
este patdégeno establecerse en vesiculas de replicacion y modificar la respuesta

normal en estas células.

Objetivos Especificos:

I. Determinar a través de ensayos de Western blot y RT-PCR la dinamica de la
expresion de la proteina VAMP3, en macrdéfagos murinos de la linea J774
estimulados con lipopolisacarido y microorganismos viables de Brucella

melitensis.
[I. Bloguear la expresion de VAMP3 utilizando técnicas de inhibicién con siRNAs.
[ll. Analizar la sobrevivencia intracelular de Brucella melitensis en macréfagos

J774.A1 con expresion negativa de VAMP3, a través de ensayos de sobrevivencia

con gentamicina.
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MATERIALES Y METODOS.

CEPAS BACTERIANAS Y EXTRACCION DEL LPS

Para la obtencion del LPS de B. mlitensis asi como para los ensayos de infeccion
se utilizé la cepa Bm133 biotipo 1, que es una cepa virulenta silvestre mexicana
(53). Ademas, se utilizd una cepa silvestre de Salmonella enterica serotipo
Enteritidis (Ambas, de la coleccion del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la FMVZ, UNAM). Por otro lado, también se empleo el LPS puro
de Salmonella enterica serotipo Minnesota (Sigma) asi como el LPS de B.
melitensis que fue extraido y purificado a partir de la cepa Bm133 de acuerdo al
método descrito por Kreutzer y Robertson (96). Posteriormente, el LPS fue
cuantificado por el método del 2-keto-3-deoxyoctonate (KDO) con &cido
tiobarbitUrico descrito por Karhkanis et al (97). La concentracion de proteina en los
extractos fue determinada por el método de Bradford.

CULTIVOS CELULARES E INFECCIONES

Se utilizaron macréfagos de origen murino de la linea J774.A1 los cuales fueron
mantenidos en medio RPMI1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Gibco-Invitrogen), 2 mM de glutamina, 1 mM de piruvato de sodio y una mezcla
de 100 Ul de penicilina y 100 ug de estreptomicina por mL (Gibco-Invitrogen). Las
células fueron mantenidas en una atmoésfera con el 5% de CO..

Estos macréfagos fueron cultivados en placas de 6 pozos para la determinacion
de VAMPS3 utilizando para su estimulacion el LPS de B. melitensis extraido
previamente. Brevemente, las células fueron mantenidas hasta llegar al 90 o 100%
de confluencia y fueron estimuladas con 200 ng/ml del LPS de B. melitensis (Bm-
LPS) o de S. enterica serotipo Minnesota (SeM-LPS) durante periodos de 30 y 60
min. Después de ese tiempo, se realizé una extraccion de proteinas de cada pozo.
De forma semejante, se realizo la infeccion de los macrofagos J774.A1 con las
cepas Bm133 de B. melitensis o S. enterica serotipo Enteritidis a una MOI de 50:1.

Las bacterias fueron sembradas en caldo Brucella (Bioxon) y en caldo Luria-
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Bertani respectivamente. Ambos cultivos se incubaron a 37 °C hasta alcanzar una
concentracion de 1 a 2 x 10° bacterias/ml, lo cual se determiné calculando una
absorbancia de 0.08 a 0.1 del cultivo en el espectrofotometro, a una longitud de
onda de 625 nm. Las células J774.A1 se sembraron 24 h antes de la infeccion en
placas de 6 pozos con una densidad de 500 000 células/pozo. Utilizando la MOI
indicada arriba, las células fueron infectadas en hielo para después centrifugar a
250 g por 5 min y luego incubarlas en una atmésfera con 5% de CO, por 30 min.
Para la extraccion del ARN total, las células fueron tratadas con Trizol (Invitrogen)
a los 15, 30, 45 y 60 min post-infeccion y congeladas a -80 °C hasta la realizacién
de la extraccién. Se realizé una réplica de estos ensayos para la extraccion de
proteinas.

Para los ensayos de sobrevivencia, las células infectadas fueron tratadas con
gentamicina a una concentracion de 50 ug/ml para eliminar las bacterias no
fagocitadas, continuando con la infeccion por 48 h. Las células se trataron con
Triton X100 al 1% a las 2, 4, 8, 12, 24 y 36 h post-infeccion para colectar y contar
las bacterias viables, sembrando las suspensiones en placas de Agar Tripticasa
Soya (Bioxon). El porcentaje de sobrevivencia se determin6 estableciendo la
relacion entre las bacterias empleadas en la infeccion y las bacterias recuperadas
en cada uno de los tiempos indicados (98). Los experimentos fueron realizados

por triplicado

ENSAYO DE PROTECCION A LA GENTAMICINA.

Los macréfagos J774.A1 fueron sembrados en placas de 6 pozos con una
densidad de 1 x 10° por pozo y cultivados bajo las condiciones descritas arriba,
hasta obtener una confluencia de 90 a 100%. Los monoestratos fueron lavados
dos veces con PBS antes de la infeccion. La cepa BM133 de B melitensis fue
crecida en el medio BBL caldo Brucella hasta obtener una ODgypnm de 1.0
(aproximadamente 3 x 10° bacterias/ml) posteriormente se diluyé apropiadamente,
hasta obtener un inéculo para realizar la infeccion a una MOI de 50:1 como en el

caso anterior. Las placas se centrifugaron a 600 g por 2 min a 4°C para la
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sincronizacion de la fagocitosis y después se incubaron a 37°C por 1 h en una
atmosfera con 5% de CO,. En este momento se establecio el tiempo cero. Al
finalizar la incubacion las células fueron lavadas con PBS para después ser
incubadas por 2 h con medio de cultivo DMEM con 100 ug/ml de gentamicina para
matar las bacterias adheridas pero no las fagocitadas. Después de la incubacion el
medio fue remplazado ahora por DMEM con gentamicina a una concentracion de
15 pg/ml durante el resto del experimento. Células J774.A1 sin infectar fueron
incubadas con gentamicina igual que las infectadas sin presentar efectos por el
tratamiento y mantenidas como testigo. Los monoestratos fueron colectados a
diferentes periodos de tiempo hasta las 36 h, lavando primero con PBS y luego
tratandolos con un buffer de lisis con 1% de Triton X100 estérilmente. El lisado con
las bacterias liberadas fue diluido con diluciones décuples y sembrado en placas
de agar Brucella (BBL Medium, BD Diagnostics) para determinar el nimero de

bacterias intracelulares viables por conteo de UFC.

EXTRACCION DE PROTEINAS DE MACROFAGOS TRATADOS.

Las proteinas totales de los macrofagos tratados con los LPS, asi como de los
infectados con B. melitensis o S. enterica serotipo Enteritidis se obtuvieron a los
15, 30, 45 y 60 min postratamiento con la solucion de lisis RIPA ([NaCl 150 mM,
NP-40 1.0%, 0.5% desoxicolato de sodio, SDS 0.1%, Tris 50 mM, pH 8.0, 1 mM
PMSF vy el inhibidor de proteasas “Complete” (Roche)] (99). En el caso de los
macréfagos infectados el extracto se paso a través de un filtro con una membrana
de 0.45 um, esto se realizO para remover las bacterias. Los extractos se
precipitaron con acido acético al 10% y se centrifugaron a 5 000g para
posteriormente lavar los paquetes de proteinas con etanol absoluto frio y
resuspenderlos con una solucion de Tris 16 uM con pH 8.3. Las proteinas se
conservaron a -80 °C hasta su empleo. Estos experimentos fueron realizados por

triplicado.

19



ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA BAJO
CONDICIONES DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE).

Se utilizé el equipo de electroforesis Protean-11 (BioRad). Las proteinas fueron
separadas en geles de poliacrilamida al 12% con solucion Tris-glicina con una
corriente de 2.5 Amp con 60 volts (100). Por cada muestra se realizaron dos geles,
uno de ellos para ser tefiido con nitrato de plata y otro transferido a membrana de

nitrocelulosa para su analisis con sueros anti-VAMP3 y actina beta.

TINCION DE PROTEINAS CON NITRATO DE PLATA.

Se utilizé el método de tincién con nitrato de plata descrito por Sambrook (101),
con algunas modificaciones. Brevemente, terminada la electroforesis, los geles de
poliacrilamida fueron fijjados con metanol, acido acético y glutaraldehido.
Posteriormente se realizaron lavados con agua en abundancia, para que después
los geles fueran incubados por 30 min con una solucion de nitrato de plata al 1%.
Para el revelado se emple6 una solucibn de acido citrico al 0.005% con
formaldehido. Para la tincién con nitrato de plata del LPS extraido de B. melitensis,

se utilizo el método descrito por Dubray y Bezard (102).

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS Y ENSAYO TIPO WESTERN BLOT.

Se utilizoé un sistema MiniBlot (Bio-Rad) y membranas de nitrocelulosa (Millipore),
Se colocaron 250 ug por pozo de cada muestra de proteinas de los extractos en la
SDS-PAGE, empleando geles al 12%. Posteriormente, las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa. La transferencia se realizd a 0.1 mA
durante 16 a 28 h. Después, las membranas fueron tratadas por 4 h con una
solucion de bloqueo (TBS-0.1 Tween y 5% de leche descremada). Al término de
este tiempo las membranas fueron lavadas en tres ciclos de 5 min con solucién
TBS-T (PBS 0.1% Tween 20). Como anticuerpos primarios se emplearon anti
actina B (Santa Cruz) y anti Vamp3 (Novus Biologicals) de origen caprino. Como
anticuerpo secundario se utiliz6 uno anti-lgG de cabra marcado con peroxidasa
(Sigma) (101).
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PCR CUANTITATIVA (PCR-Q)

Tanto de los macrofagos sensibilizados con LPS como de los infectados, se
realizd una extraccion de ARN total utilizando Trizol (Invitrogen) que
posteriormente fue utilizado con el sistema SYBR®GreenER Two-Step qRT-PCR
(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del productor. Se utilizaron las
siguientes condiciones en la PCR: 1 ciclo de 50°C por 2 min, 95°C por 10 min; 35
ciclos de 95°C por 15 seg (desnaturalizacion), 60°C por 60 seg (alineamiento) y
72°C por 90 seg (extensién) y una extension final de 72°C por 10 min. Por otro
lado, a partir de la secuencia del ARNm de VAMP3 reportada en el Gene Bank
(nimero de acceso NM_009498) se disefid un juego de iniciadores empleando el
programa Primer Quest de Integrated DNA Technologies® (103) y se utilizd el
equipo Light Cycler 480 (Roche). Las secuencias de los oligonucleétidos obtenidos
fueron; VAMP3-1 (Fw 5-AGAACCTGCCGTGTTATCGAGCTT-3' y Rev 5'-
ACACAAGTCCTCTTTCCCAGTCCA-3), que generé un producto de 195 pb.
Como control constitutivo, se determiné la expresion del ARNm de la
gliceraldehido-3-fosfato dehidrogenasa (GAPDH), para lo cual también se disefi
un juego de iniciadores con base en los reportados por Fan y col (104): GAPDH
(Fw 5-GCTCATGACCACAGTCCATGCC-3' y Rev 5-GCACATTGGGGGTA
GGAACACA-3’) que generan un producto de 201 pb. Finalmente, se determind la
eficiencia de la prueba y condiciones como: concentracion de Mg2+,
concentracion de Tag polimerasa y concentracion de cDNA, con un ensayo de
diluciones del ADN blanco para el calculo del Punto de Cruce (Crossing Point o
CP) que es un indicador de la eficiencia de la prueba.

Los resultados fueron analizados utilizando la ecuacion de Pfaffl que indica los

cambios en la expresion de los genes blanco (105).

BLOQUEO DE LA EXPRESION DE VAMP3.

Para inhibir la expresion de VAMP3, se llevo a cabo la transfeccion de macréfagos
J774.A1 con cuatro diferentes siRNA que hacen blanco en la region UTR (exon 5)
del RNAm de VAMP3 y que han sido validados previamente (Silencer Validated
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SiRNA ID#186988-90, Ambion) (82). Como control negativo de la actividad siRNA,
se empleod la secuencia 5-GCG CGC UUU GUA GGA UUC G-dTdT-3’ (106). En
todos los casos se utilizé Silmport™ para la transfeccion de acuerdo a las
indicaciones del productor (Upstate-Millipore). Las células fueron cultivadas por 18
a 20 h y posteriormente se determiné la produccion de VAMP3 por Western blot y
PCR de tiempo real por triplicado. Para ello, se utilizé el método de extraccion de
ARN del Trizol (Invitrogen) y el sistema SYBR®GreenER Two-Step gRT-PCR
(Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del productor, asi como el equipo Light
Cycler 480 (Roche).

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados fue realizado por medio de la prueba t de
Student.
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RESULTADOS.

Se ha reportado que durante las primeras etapas de la fagocitosis, VAMP3
interviene en la fusion de membranas endosomales, al unirse a la proteina
sintaxina 4, que previamente es reclutada en la copa fagocitica. Esto permite tanto
una ingestién eficiente de microorganismos, como la secrecidbn de citocinas
(88). Con base en esta idea, buscamos investigar si el LPS de B. melitensis o las
bacterias completas regulan positivamente los niveles de ARNm de VAMP3 en
macrofagos asegurando asi la disponibilidad de esta proteina durante la infeccién
y si la inhibicién de la proteina tenia algun efecto sobre la replicacion intracelular
de la bacteria.

La extraccion de LPS de B. melitensis (Bm-LPS) tuvo un rendimiento de 4.5
mg/ml con <0.5% de proteina residual (Fig. 1), que es comparable con lo
reportado previamente para la extraccion de LPS de Brucella spp. (107).

FL2 WY sa KDo PM 2 " Ale  Sal KDO FL1 FL2 AL Sal PM
— ’
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% 250 kDa
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Fig. 1 Electroforésis en geles de poliacrilamida.
La imagen muestra dos geles de poliacrilamida —

tefiidos con plata (izq) y con azul de Coomasie (der)
de varias fases de la extraccion de LPS. La fase AL
fue utilizada en el tratamiento de células J774.A1. .
FL2= fendlica pesada, AL=acuosa ligera, Sal= LPS ::r:% zezan\c/;Stﬁr\R/Sslgatrgglgtx(t:r(;cgth: IérF;Sént'-
de Salmonella enterica Minnesota, KDO=4acido 2- g u ISu !

. . LPS-S de 3 fases de la extraccion del LPS de
ceto-deoxioctonico. FL2 = 3.6 ug y AL < 0.022 pg de . . e e
proteina/100 ug extracto. B. melitensis. FL1=fendlica ligera, FL2=fendlica

pesada; AL=acuosa ligera; Sal=LPS de S.
enterica. PM=marcador de peso molecular
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La presencia de la forma lisa del LPS (LPS-S) fue corroborada por Western blot

utilizando un anticuerpo monoclonal anti-LPS-S (Fig. 2).

En el Western blot solo pudo ser detectada la presencia de VAMP3
formando complejos con otras proteinas (probablemente SNARES), observando la
inmuno-reaccion a nivel de los 50 kDa de peso molecular (Fig. 3).

Para la Q-PCR, se determind primero la concentraciéon de iniciadores
empleando concentraciones entre 50 y 900 pM, para conocer la eficiencia de su
funcionamiento, asi como la determinacién de las curvas de TM, que indican su
especificidad. Al respecto, el resultado fue que la concentracion de iniciadores
para la amplificacion del gen para G3PDH especificos fue de 900 pM para el
sentido (Fw) y de 50 pM para el antisentido (Rev). Para los iniciadores VAMP3-1

la concentracion

PM ' cEB N30 NGO 530 $60 B30 B60, PM N30 NGO $30 S60 B30 BS
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Fig.3 Western Blot de un extracto de proteinas de macréfagos J774.Al. Izquierda, células tratadas y sin tratar con LPS
y utilizando un primer anticuerpo anti-VAMP3. N30= s/tratar 30 min; N60=s/tratar 60 min; S30=<tratados con LPS de S.
enterica 30 min; S60=igual que el anterior a 60 min; B30= ttatados con LPS de B. melitensis 30 min; B60=igual que anterior
60 min. CEB= Vamp3 recombinante con una etiqueta de GST (glutation S Transferasa). Derecha, lgual que izq., pero
incubado con un primer anticuerpo anti-actina beta utilizada como control de expresion.

determinada fue de 50 pM para el Fw y 900 pM para el Rev. Las graficas de este

ensayo no mostraron la formacion de dimeros u otras curvas de disociacion
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Fig. 4 Grafica de los picos de disociacion de las diferentes combinaciones de
concentracion de iniciadores. Las flechas indican los picos de las concentraciones 6ptimas
usadas en la prueba.
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Fig. 5. Curvas de fluorescencia de las diferentes diluciones del cDNA. Diferentes diluciones del cDNA
empleado en la determinacion de la eficiencia de la prueba, generaron curvas de fluorescencia que
muestran el nimero de ciclos donde se dispara la curva y que corresponde a los CP con los que fue
calculada la eficiencia.

inespecificas (Fig. 4). Asi mismo, no se observaron curvas inespecificas con las

diferentes concentraciones del ADNc y los productos de la PCR se generaron a
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partir del ciclo 15 a 23. La eficiencia para ambos juegos de iniciadores se encontré
dentro de los requerimientos de la prueba y del Light Cycler 480 (Software ver.1.2,
Roche) (Fig. 5).
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Como se muestra en la Fig. 6, las células J774.A1 tratadas con 200 ng / ml
de LPS-Bm mostraron un aumento de 5.3 veces los niveles de ARNm de VAMP3
a los 30 minutos post-tratamiento, seguido por un retorno a niveles de las células
testigo al ser determinado por PCR-Q. En el caso del LPS-SeM (Sigma Aldrich),
también se detectd un cambio, pero el nivel de expresion del ARNm VAMP3 fue
siempre mayor que el control (de 6.6 a 3.5 veces por arriba del control).

Esto fue similar a lo observado con el LPS-Bm, pero en este caso los niveles no
regresaron a los de las células control a los 60 min. En ambas condiciones el

incremento observado fue transitorio aunque el LPS estuvo presente en el medio a
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lo largo del experimento. Se detectaron diferencias significativas (p < 0.05) en
ambos casos.

Posteriormente, se determinaron los niveles de expresion VAMP3 en
respuesta a la infeccion por B. melitensis y con S. enterica serotipo Enteritidis.
Después de la infeccion de las células J774.A1 con B. melitensis BM133, la
expresion del ARNm VAMP3 se incrementd temporalmente de forma similar al
observado con el tratamiento con LPS purificado. Aqui, el aumento drastico se

alcanzo a los 30 minutos (2.8 veces mas que el control) y se mantuvo a este nivel

A
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3.0 Fig. 7. Graficas de la expresion de
w ARNmM para VAMP-3 durante la
254 infeccion de macrofagos J774.A1. (A)
2.04 células infectadas con B. melitensis y (B)
. células tratadas con S. enterica
’ Enteritidis determinado a los 15, 30, 45y
1.0 ) ) S
15 30 a5 50 60 min ppstlnfecmoq. 3
Tiempo post-infeccion (min) URE, unidades relativas de expresion.
B
3.0+
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1.5 1
1.0 T T T T
15 30 45 60
Tiempo post-infaccién (min)

hasta los 60 min. Los valores muestran diferencias significativas en comparacion
con los de las células control no infectadas (p < 0,05) (Fig. 7A). En contraste, la
expresion de ARNm VAMP3 en células infectadas con S. enterica serotipo
Enteritidis fue casi constante durante el curso del experimento (Fig. 7B), pero por

debajo de lo observado con las células infectadas con B. melitensis. En este caso
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no fueron detectadas diferencias significativas (p < 0.05) con relacién al control sin

infectar.

Por dltimo, al inhibirse la expresion de VAMP3 en las células J774.A1 con
SiRNA especificos (100 nM/1 x 10° células), se encontré que el punto de maxima
supresion de la proteina ocurrié entre las 18 y las 20 h post-tratamiento (Fig. 8)
con una inhibicion maxima de 87.2%. Dentro de este periodo de tiempo post-
tratamiento, las células fueron infectadas con la cepa BM133 de B. melitensis para
medir la supervivencia bacteriana, esto mediante la determinacion de UFC a
diferentes tiempos hasta las 36 h. En este caso, se encontr6 una pequefia
disminucién en la replicacion bacteriana a las 12, 24 y 36 h post-infeccion, en
comparacion con la cuantificacion de UFC en las células control no tratadas e

infectadas igualmente.
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en células J774.A1 tratadas con SiRNA.
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= VAMP3 en intervalos de 4 horas entre la
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URE. unidades relativas de expresion.
0.00-
6h 12h 18h 24h  Control
Horas post-tratamiento
B
VAMP3 siRNA Control siRNA
18 20 22 24 M % 20 22 24
y .
i \ —560— | i
| |
VAMP3 —»| ' l | | §
4 —33— | i
o

28



Aproximadamente 10% menos UFC fueron recuperadas a partir de células
que habian sido silenciados para la expresion del ARNm VAMP3 (Fig. 9). En las
células no tratadas con siRNAs, la cantidad de bacterias se redujo hasta el 47.3%
durante las primeras 2 h, para luego aumentar ese porcentaje hasta 80% a las 36
h post-infeccion (Fig. 9). En el caso de la infeccién de células tratadas con los
SiRNA, se observé una disminucién similar (46.3%) a las 4 h, pero para las 36 h, la
recuperacion solo habia llegado a 70.4%.

No obstante, esta reduccidn no fue estadisticamente significativa, con
excepcion de lo determinado a las 12 h post-infeccion. El tiempo cero representa
el total de las UFC (68 x 10° UFC/ml = 100%) después de 1 h de fagocitosis y

previo al tratamiento con gentamicina.
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Fig. 9. Porcentaje de sobrevivencia de B. melitensis en células J774.A1 tratadas con siRNA para VAMP3.
Macréfagos de la linea J774.A1 fueron transfectados con tres diferentes siRNA disefiadas para inhibir la
expresién de VAMP3 y posteriormente fueron infectados con B. melitensis BM133 a una MOI de 50:1. Las
bacterias fueron recuperadas de acuerdo al procedimiento indicado en Materiales y Métodos. El conteo de UFC
se realiz6 a diferentes intervalos en un periodo de 36 h. Las graficas muestran el promedio de 3 experimentos
independientes. *En este tiempo, se determiné una diferencia significativa (p<0.05).
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DISCUSION

Se sabe que la expresion de proteinas que dirigen el trafico vesicular
durante la fagocitosis, se puede ver alterada por varios componentes de las
envolturas bacterianas (57). A la fecha, el LPS, los glucanos ciclicos, las
lipoproteinas de la membrana externa y las OMPs de Brucella spp, han mostrado
jugar un papel relevante en la supervivencia de bacterias intracelulares, al interferir
directa o indirectamente con el acoplamiento de fagosomas y lisosomas (108,
109). Por otro lado, también se sabe que la mayoria de las especies de Brucella
spp, han desarrollado una estrategia sigilosa para establecerse intracelularmente,
ya sea inhibiendo la expresion de las sefiales proinflamatorias tempranas o
resistiendo el efecto de moléculas antibacterianas, sobre todo al inicio de la
infeccion (110). Kay y col. (88) demostraron que, antes de que concluya la
formacion de fagosomas al inicio de la fagocitosis en macrofagos, ocurre la
secrecion del TNF-a mediada por VAMP3, en la denominada “copa fagocitica”, en
ensayos con Candida albicans. Ademas, el mismo grupo detecté un aumento en la
expresion de VAMP3 durante la fagocitosis, lo cual era previsible, ya que
anteriormente habia sido propuesto que la fagocitosis y la secrecion de citocinas

son fendmenos que estan estrechamente conectados (68, 89).

En este trabajo se pudo determinar que la endocitosis del LPS de B.
melitensis o de S. enterica en macréfagos produce un incremento transitorio en los
niveles de ARNm VAMP3 que regresaron a los niveles normales en momentos
posteriores. Este incremento transitorio también se observé en células J774.A1
infectadas con Brucella, pero no con Salmonella. Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en la supervivencia de Brucella cuando los macréfagos
fueron silenciados con siRNAs para VAMP3. Estos resultados sugieren que
VAMP3 podria estar vinculado a la expansion de la membrana durante
macropinocitosis e indican que los estimulos externos como el LPS o la infeccion

por Brucella ocasiona un aumento en la expresion VAMP3, probablemente para
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hacer la proteina disponible durante este proceso. No obstante, los cambios en los
niveles de VAMP3 post-infeccién parecen no ser de particular importancia para la
supervivencia de Brucella spp y por lo tanto para la biogénesis de las BCVs.

Diferentes observaciones sugieren que VAMP3, una proteina v-SNARE
localizada en los endosomas de reciclaje, juega un papel importante en la
secrecion de citocinas, asi como en la fagocitosis. Esto se debe a su participacion
en los eventos de fusion de vesiculas de secrecion, que ocurren en los sitios de
formacion de fagosomas, promoviendo de ese modo la extension de seudépodos
(84, 111). Con base en esta idea, Coppolino y col. utilizaron una quimera de
VAMP3 etiquetada con GFP, la cual observaron acumularse en los sitios de
invasion de Salmonella y Candida albicans (111). Ademas, se ha determinado que
la microinyeccion de las toxinas tetanica o botulinica (que degradan VAMP2 y
VAMP3) puede reducir la fagocitosis de una variedad de particulas, hasta en
alrededor 66% en células J774.A1 (87, 112).

No obstante, estudios llevados a cabo con S. enterica serotipo Typhimurium
indican que VAMP3 no tiene ningun papel directo en la fagocitosis. Por ejemplo, el
reclutamiento de VAMP3-GFP en los sitios de invasion de Salmonella fue
bloqueado por la toxina tetanica; sin embargo, esto no inhibid la invasion
(111). Ademas, en el mismo trabajo pero utilizando células NSF dominante-
negativas, la invasion por S. enterica Typhimurium o la remodelacién membranal
asociada, no se vieron afectadas, pero la fusion de vacuolas que contenian
Salmonella con endomembranas fue impedida significativamente. Lo que nosotros
encontramos en este trabajo, fue una reducciéon en los niveles de mMRNA VAMP3
cuando S. enterica seritipo Enteritidis se utilizé en la infeccidn de las células
J744.Al. Las diferencias en la expresion de VAMP3 observada en células tratadas
con el LPS de Salmonella y las células infectadas con bacterias viables, sugieren
que los componentes de la membrana diferentes al LPS también juegan un papel

€en este proceso.
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Han sido publicados resultados contradictorios con respecto al papel de la
estructura no canonica y la composicion del LPS de Brucella, sobre la modulaciéon
de la secrecion del TNF-a (113). Esto se debe a que el fendmeno podria estar
relacionado tanto a la modulacion de la expresion de proteinas del tréfico
vesicular, como a la de otros factores intracelulares. Varios de estos hallazgos
sugieren que las fluctuaciones en la expresion de VAMP3 muy temprano durante
la fagocitosis, pueden influir en el movimiento de vesiculas secretoras hacia la
membrana plasmatica (108). Murray et al (82) demostraron que la expresion
maxima de VAMP3 ocurre 2 h después de la estimulacion de macréfagos murinos

RAW?264.7 con el LPS de S. enterica serovar Minnesota.

La posibilidad de que B. melitensis modifique la expresion asi como la
funcidbn de las proteinas que promueven el transito intracelular durante la
fagocitosis, ya ha sido propuesta anteriormente (114, 115). Se demostré que el
LPS es un constituyente bacteriano capaz de modular la secrecion de citocinas
proinflamatorias mediada por la v-SNARE VAMP3, que a su vez se localiza
principalmente en los endosomas de reciclamiento (116). Esta proteina tiene que
anclarse a las proteinas t-SNARE syntaxina-4 y SNAP23 en la membrana
plasmatica, promoviendo asi la fusibn de membranas y la secrecion. Seria
razonable suponer que si las llamados balsas lipidicas son sitios preferenciales de
entrada de la Brucella en los macrofagos, las proteinas asociadas a estos
macrodominios, podrian verse afectadas al comienzo de la fagocitosis. En esta
etapa, es probable que las bacterias comiencen a definir el destino de los
fagosomas (114). En contraste con esta idea, en este trabajo no nos fue posible
encontrar diferencias significativas en la capacidad de B. melitensis de sobrevivir y
replicarse en los macréfagos con silenciamiento del ARNm VAMPS3. Sin embargo,
no podemos descartar la posibilidad de que otras proteinas SNARE, como
sintaxina-3, Ti-VAMP y VAMP8 (117), desempefien un papel durante la invasion
de Brucella, ya sea que su expresiéon se modifigue o no, en respuesta a la

infeccion.
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En su conjunto, los datos mostrados en este trabajo proponen que la
infeccion por B. melitensis, implicaria una alteracion de las SNAREs u otras
proteinas de trafico vesicular, durante la fase inicial de la invasion. La deteccion
temprana de una reduccion seguida del incremento en la expresion de VAMP3 en
la primera hora post-infeccién, asi lo sugieren. De hecho, como un organismo que
se establece intracelularmente de manera sigilosa, se ha encontrado que los
eventos iniciales de la infeccion por B. abortus, tienen lugar con minima o ninguna
secrecion de TNF-a (73). Se podria pensar que este fendmeno esta relacionado
con la reduccién en la actividad o una disminucion en la expresiéon de VAMP3, no

obstante, esta asociacidon no se habia estudiado hasta ahora.

La deteccion de una reduccion significativa de VAMP3 en macréfagos
J774.A1 de origen murino, al ser estimulados con el LPS de B. melitensis (fig. 1)
puede ser un indicio en esa direccion, aunque esta reduccion fue menor cuando
se realiz6 la infeccion de las células con una cepa patdégena viable (fig. 2). El
fendbmeno no fue detectado cuando se realizo la infeccion con S. enterica serotipo
Enteritidis.

Los ensayos de Western blot arrojaron resultados similares a los de la PCR
en tiempo real (Fig. 2). Sin embargo, la proteina VAMP3 detectada tenia un peso
molecular mayor de lo esperado, sugiriendo la persistencia de los complejos que

se forman con otras SNARES, como se ha reportado anteriormente (118).

Las fluctuaciones en la expresion de VAMP3 detectadas en este trabajo,
que se presentan muy temprano durante la fagocitosis, podrian relacionarse con
hallazgos previos, en los que modificaciones en las proteinas de transito vesicular
influyen en el movimiento de fagosomas en direccion a los lisosomas (119), como
lo encontrado por Murray y col. (82) en células de la linea RAW264.7. Los autores

mostraron datos de la expresion de VAMP3 entre las 0 y las 12 h, con intervalos
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de 1 h, pero desafortunadamente, con esos intervalos no es posible observar los
cambios que se producen en la primera fase de la fagocitosis.

Por otro lado, las diferencias en el patron de supervivencia a largo plazo de
B. melitensis detectadas en este trabajo en células J774.Al tratadas con SiRNA
para VAMP3, apuntan hacia la existencia de una relacion entre la integridad de la
maquinaria de trafico vesicular y la persistencia intracelular de la bacteria. Se ha
sugerido anteriormente que alteraciones en este tipo de proteinas, representan un
mecanismo clave para la supervivencia intracelular bacteriana (78). Esto puede
ocurrir ya sea por la degradacion, la interferencia, o la mimetizacion de proteinas
SNARE, como sucede en la infeccion por distintos agentes patdégenos, como
Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila y Chlamydia trachomatis (93,
120, 121). En el dltimo caso, Chlamydia trachomatis interactla especificamente
con un subconjunto de SNAREs (incluyendo VAMP3) de la célula huésped,
reclutando selectivamente vesiculas citoplasmaticas alrededor de los cuerpos de
inclusion que produce. La relacion entre alteraciones en proteinas de transito
intracelular y la supervivencia de B. abortus ya ha sido propuesta con anterioridad
(114, 122). Por esta razén, resulta probable que en las fases tempranas de la
fagocitosis, las bacterias comienzan a determinar el destino de los fagosomas que

las contienen como se ha propuesto previamente.
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CONCLUSIONES Y PROSPECTIVAS

1. No seria sorprendente que la regulacion de VAMP3 y otras proteinas
SNARE sea un fendbmeno que ocurre en células fagociticas en el momento
de la ingestion de B. melitensis y que este fendmeno pueda influir, por un
lado, en el destino de las vesiculas de secrecién y por el otro, en el de las
vacuolas fagociticas, ya que la endocitosis y la exocitosis en macréfagos
son fendmenos que ocurren de forma simultanea. Por lo tanto, es
recomendable abundar tanto en la estructura que mantienen las proteinas
durante la infeccion, asi como en la relacién que estas pueden tener con los
factores de patogenicidad secretados por el sistema de secrecion VirB de la
bacteria.

2.También, es importante determinar si las proteinas t-SNARE sintaxina 4 y
SNAP25, con las que VAMP3 se relaciona, juegan algun papel en el
proceso de fagocitosis de B. melitensis o en su capacidad de evadir su
destruccion por las células fagocitarias. Experimentos basados en la

inhibicién de la expresion de esas proteinas SNARE, estan en curso.
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It has been proposed that intracellular pathogens may interfere with expression or function of proteins that mediate
vesicular traffic in order to survive inside cells. Brucella melitensis is an intracellular pathogen that evades phagosome-
lysosome fusion, surviving in the so-called Brucella-containing vacuoles (BCV). Vesicle-associated membrane protein 3
(VAMP3) is a v-SNARE protein that promotes the exocytosis of the proinflammatory cytokine TNF at the phagocytic cup
when docking to its cognate t-SNARE proteins syntaxin-4 and SNAP-23 at the plasma membrane. We determined the
expression level of VAMP3 in J774.1 murine macrophages stimulated with B. melitensis lipopolysaccharide (LPS) and
detected a transitory increase of VAMP3 mRNA expression at 30 min. A similar result was obtained when cells were
incubated in the presence of LPS from Salmonella enterica serovar Minnesota (SeM). This increase of VAMP3 mRNA was
also observed on infected cells with B. melitensis even after one hour. In contrast, infection with Salmonella enterica
serovar Enteritidis (SeE) did not cause such increase, suggesting that membrane components other than LPS modulate
VAMP3 expression differently. To determine the effect of VAMP3 inhibition on macrophages infection, the expression of
VAMP3 in J774.A1 cells was silenced and then infected with wild-type B. melitensis. Although a slight decrease in the rate
of recovery of surviving bacteria was observed between 12 h and 36 h post-infection with B. melitensis, this was not

significant indicating that VAMP3 is not involved in Brucella survival.

Introduction

Brucellosis is an important zoonotic bacterial disease with a high
incidence in developing countries. This infection is caused by
multiple species of Brucella spp, although B. melitensis is the
species most frequently associated with human brucellosis. More
than 500,000 new cases per year are reported worldwide.' The
organism is a Gram-negative bacterium that causes infertility,
abortion, feverish and septicemia in natural artiodactyls hosts
(e.g., sheep, goats and cattle) and undulant fever, debilitation and
disability in humans.> All species of Brucella are facultative
intracellular pathogens that possess the ability to survive and
multiply in professional and non-professional phagocytes® and
their classification is mainly based on differences in pathogenicity
and host preference.”* These intracellular pathogens produce a set
of factors, including lipopolysaccharides, virulence regulatory
proteins and phosphatidylcholine, which are essential for invasion
of host cells, whereas others are crucial to avoid elimination by the
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host.? Strains pathogenic for humans (e.g., B. abortus, B. suis and
B. melitensis) possess a smooth LPS that has also been associated to
their infection capabilities. The LPS O-chain protects the bacteria
peptides, oxygen
complement-mediated lysis and it is a key factor for Brucella
survival and replication within the host.” It is known that Brucella
spp possess a non-classical LPS that, in the case of B. abortus lipid A,
has a diaminoglucose backbone and the acyl groups are longer and

from cellular cationic metabolites and

linked to the core by simple amide bonds. It is proposed that this
non-classical structure confers B. abortus LPS particular character-
istics as a virulence factor. On the other hand, the O-chain and lipid
A are also implicated in entry and in the early stages of B. abortus
trafficking. The rough strains of Brucella spp (which do not possess
the O-chain) do not enter the cells by lipid rafts but by a different
mechanism and once inside rapidly fuse with lysosomes and get
destroyed. By contrast, smooth B. suis entry is lipid-raft dependent
and impairs phagosome-lysosome fusion during the first few hours
of infection (for review, see ref. 3).
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Characterization of pathogen entry pathways is essential for a
clear understanding of infectious diseases, because individual
pathogens have developed a range of strategies to modulate the
host’s normal macropinocytic pathways to invade the host cells,
evade the host immune system and promote survival by
manipulating the lipid and protein composition of the encapsul-
ating macropinosome.® Brucella invades phagocytic and non-
phagocytic cells through lipid rafts.*” Once inside the cell Brucella
is surrounded by a membrane-bound compartment to form the
Brucella-containing vacuoles (BCV).*? In these vacuoles it is able
to escape the endocytic pathway to reach the endoplasmic
reticulum (ER), where the bacteria are protected from host-
defense mechanisms to ensure their replication and persistence
within the host.'*"?

One characteristic of phagocytes is their ability to ingest large
numbers of particles or microbes quickly, suggesting that these
cells have the capacity to rapidly replenish their plasma
membrane. Using chimeric constructs of the SNARE (soluble
N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor)
protein VAMP3 (vesicle-associated membrane protein 3) tagged
with green fluorescent protein (GFP), it was demonstrated that
endosomes bearing VAMP3 first fuse with the plasma membrane
where phagocytosis is being initiated and are subsequently
internalized."> Focal exocytosis of VAMP3-containing vesicles,
presumably originating from recycling endosomes, was shown to
occur in the vicinity of nascent phagosomes, and insertion of these
membranes was suggested to account for the growth of
pseudopods.' In fact, membrane traffic in activated macrophages
has been linked for two critical events: proinflammatory cytokine
secretion and phagocytosis of pathogens. In this way, it has been
possible to associate the tumor necrosis factor (TNFa) secretion
to VAMP3 incorporation at the site of phagocytic cup formation.
Fusion of secretory vesicles at the cup simultaneously allows rapid
release of TNFo and expansion of the membrane for phagocyt-
osis.'* In addition to VAMP3, syntaxin 4, syntaxin 6, Vtilb and
SNAP-23 are upregulated during LPS-mediated activation to
accommodate the increased trafficking during TNF secretion and
provides excess of plasma membrane for microorganism engulf-
ment at the lipid rafts.">'°

Because vesicular traffic is controlled by the regulation of
vesicular traffic proteins expression,' early internalization events
must be decisive for the fate of endocytic vacuoles. In the current
study we have shown that VAMP3 mRNA is upregulated by live
B. melitensis and also by LPS isolated from this microorganism.
However, when the expression of VAMP3 mRNA was silenced in
J774.A1 cells no significant differences in B. melitensis survival
were observed compared with control cells.

Results

It has been reported that during the early stages of phagocytosis,
Syntaxin 4 is recruited to the phagocytic cup in a cholesterol-
dependent manner, thus allowing insertion of VAMP3-positive
recycling endosome membrane that is required for efficient
ingestion of a pathogen.'® Based on this notion, we wanted to
investigate whether B. melitensis LPS or whole bacteria upregulate

2 Virulence

VAMP3 mRNA levels in macrophages to ensure VAMP3
availability during infection.

Extraction of B. melitensis LPS (Bm-LPS) yielded 4.5 mg/ml
with < 0.5% residual protein, which is comparable with
previously reported results for the extraction of LPS from
Brucella spp.'® As shown in Figure 1, J774.A1 cells treated with
200 ng/ml of Bm-LPS showed a 4.5-fold transient increase of
VAMP3 mRNA levels at 30 min post-treatment, followed by a
return to control levels, as measured by qRT-PCR. In the case of
S. enterica serovar Minnesota LPS (Sigma Aldrich), we detected a
similar transient increase of VAMP3 mRNA levels, but in this
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Figure 1. LPS treatment causes a transient increase in VAMP3 mRNA
expression. Expression of VAMP3 mRNA was analyzed in J774.A1 cells
treated with either S. enterica serotype Minnesota LPS (SeM) or B.
melitensis LPS. J774.1 cell were incubated for 30 or 60 min at 37°C in the
presence of 200 ng/ml of SeM LPS or B. melitensis LPS. VAMP3 mRNA was
quantified as described in Materials and Methods. Values are expressed
in expression relative units (ERU). Bars represent the fold increase
compared with its respective control cells at the same time points, by
the Pfaffl equation. The results are representative of three independent
experiments conducted in triplicate.
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case control levels were not restored at this time point. In both
conditions the increment observed was transitory even though
LPS was present in the milieu along the experiment. Significant
differences were detected (p = 0.05) in both cases.

Next, we determined the levels of VAMP3 expression in
response to B. melitensis and SeE infection. Upon infection of
J774.A1 cells with B. melitensis, VAMP3 mRNA expression was
also temporarily upregulated as with purified LPS. Here the
increase reached a peak by 30 min (2.1 times over the control)
and remained at this level even after 60 min. Values show
significant differences as compared with that of control cells non-
treated (p = 0.05) (Fig.2A). In contrast, the expression of
VAMP3 in cells infected with SeE was nearly constant during the
course of the experiment (Fig. 2B), but below that seen in non-
infected control cells, no significant differences (p = 0.05) were
detected.

Lastly, we infected ]J774.A1 cells silenced with VAMP3 siRNA
(100 nM/1 X 10° cells) with B. melitensis and measured bacterial
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Figure 2. Infection by B. melitensis increases VAMP3 expression in J774.
A1 macrophtages. J774.A1 cells were infected with B. melitensis or S.
enterica serotype Enteritidis (SeE) at a MOI of 50:1, at 37°C. After 15, 30,
45 and 60 min cultures were washed and cells harvested for RNA
purification. VAMP3 mRNA was quantified as described in Materials and
Methods. Values are expressed in expression relative units (ERU). Bars
represent the fold increase compared with respective control cells at the
same time points, by the Pfaffl equation. These results are representative
of three independent experiments conducted in triplicate.
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survival by determining the CFU at different time points up to 36
h. Using this approach, we found that the maximum decrease for
the expression of VAMP3 was between 18 and 20 h (less than
15%, Fig.3) and a slight decrease in bacterial replication
compared with control cells after 12, 24 and 36 h, with about
10% less bacteria recovered from cells that had been silenced for
VAMP3 mRNA expression (Fig. 4). However, this reduction was
not statistically significant with the exception of 12 h time point.
Time zero represents total CFU counts (6.8 X 10° CFU/ml =
100%) after 1 h of phagocytosis and previous to gentamicin
treatment.

Discussion

Here we report that endocytosis of Brucella or Salmonella LPS in
macrophages produced a transitory increment in VAMP3 mRNA
levels that return to normal levels at later time points. This
transitory increment was also seen in ]J774 cells infected with
Brucella, but not with Salmonella. However, no significant
differences were observed in Brucella survival when macrophages
were silenced with VAMP3 siRNAs. These results further indicate
that VAMP3 could be linked to the membrane expansion during
macropinocytosis and suggest that external stimuli such as LPS or
infection by Brucella trigger an increase in VAMP3 expression
probably to make the protein readily available during this process.
However, changes in VAMP3 levels post infection do not seem to
be of particular relevance for Brucella survival and thus for the
biogenesis of the BCVs.

Different observations suggest that the soluble NSF (N-
ethylmaleimide-sensitive factor) attachment protein receptor
(SNARE) protein VAMP3, an integral component of the
recycling endosomes, plays an important role in cytokine secretion
and in phagocytosis, possibly participating in localized fusion
events at the site of phagosome formation and thus driving
pseudopodial extension.”"” Supporting this idea Coppolino and
colleagues used a GFP-tagged chimera of VAMP3 that they found
to accumulate at sites of Salmonella and Candida albicans
invasion.'®'"” Moreover, microinjection of tetanus or botulinum
toxins (which cleave and degrade vamp2 and vamp3) reduced
phagocytosis of a variety of particles by ~66% in J774 cells.”**'

However, studies performed with S
Typhimurium indicate that VAMP3 has no direct role in its
phagocytosis. For example, recruitment of GFP-VAMP3 at sites

enterica  serovar

of Salmonella invasion was blocked by tetanus toxin; however, it
did not inhibit invasion."” Furthermore, in dominant-negative
NSF cells, cellular invasion by S. Typhimurium or the associated
membrane remodeling were not affected, but fusion of
Salmonella-containing vacuoles with endomembranes was sig-
nificantly impaired.'” Along these lines, we observed a reduction
in VAMP3 mRNA levels when S. Enteritidis was internalized by
J744 cells. The different effect on VAMP3 expression observed
between Salmonella LPS-treated and infected J774 cells, suggest
that membrane components other than LPS also play a role in this
process.

Contradictory results have been published with respect to the
role of the non-canonical structure and composition of the
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Figure 3. Expression of VAMP3 in J774.A1 cells treated with siRNA VAMP3. (A) gRT-PCR was performed at 6 h intervals to determine the time lapse in
which VAMP3 is inhibited at maximum. Control corresponds to siRNA negative in western blotting. (B) Western blotting assay for VAMP3 of J774.A1 cells
treated with siRNA VAMP3, samples were monitored each 2 h in order to detect maximum inhibition more precisely.

Brucella LPS in the modulation of TNF secretion,” a fact that
could be linked to the modulation of the expression of vesicular
trafficking proteins or to other intracellular factors. These findings
suggest that fluctuations in the expression of VAMP3 very early
during phagocytosis possibly influence the movement of secretory
vesicles to the plasma membranes.”** Murray et al.'” showed that
the maximum expression of VAMP3 was detected at 2 h after
stimulation of RAW264.7 murine macrophages using LPS from
S. enterica serovar Minnesota.

The possibility that Brucella modifies the expression and/or
function of proteins that promote intracellular trafficking during
phagocytosis has been previously proposed.*®** It was demon-
strated that LPS is a bacterial constituent capable of modulating
the secretion of proinflammatory cytokines mediated by the v-
SNARE VAMP3, which in turn is located primarily in recycling
endosomes.”** This protein must engage itself to the t-SNARE
proteins syntaxin-4 and SNAP23 in the plasma membrane thus
promoting the fusion of membranes and secretion. It seems
reasonable to suppose that if lipid rafts were preferred sites for
Brucella entry into macrophages, then proteins associated with
these macrodomains would be affected at the beginning of
phagocytosis. In this stage, it is likely that bacteria have to resolve

4 Virulence

the fate of the phagosomes.”” In contrast to this notion, we did
not find significant differences in the ability of Brucella to survive
and replicate in macrophages upon VAMP3 mRNA silencing.
However, we cannot rule out the possibility that other SNARE
proteins such as the SNAREs syntaxin-3, Ti-VAMP and
VAMPS,* could play a role during Brucella invasion, whether
or not their expression is modified in response to infection.

Materials and Methods

Bacterial strains and LPS extraction. The smooth, virulent
Brucella melitensis strain BM 133, a reference Mexican strain,?” was

used both for

Additionally, a wild-type strain of Salmonella enterica serovar

infections and for the extraction of LPS.

Enteritidis (SeE) from our departmental collection and commer-
cially available LPS from S. enterica serovar Minnesota (Sigma
Aldrich) were also used. B. melitensis LPS was extracted froma 1 L
culture as previously described'® and quantified by the 2-keto-3-
deoxyoctonate (KDO) method.”® The protein concentration in
the LPS extract was determined by the Bradford method.”

Cell culture and infections. Murine J774.A1 macrophage cells
were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
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Figure 4. siRNA silencing of VAMP3 expression does not affect B.
melitensis replication and survival in J774.A1 macrophages. J774.A1 cells
transfected with three different siRNAs designed to silence mouse
VAMP3 were infected with B. melitensis at a MOI of 50:1. The CFU counts,
expressed as survival %, were determined at different intervals during a
period of 36 h. Viable intracellular bacteria were determined by the
gentamicin protection assay. Time zero represents total CFU counts
previous to gentamicin treatment. The graph shows the mean of CFU
counts from three independent experiments. *At this time point, a
significant difference (p = 0.05) was determined.

(DMEM) (Gibco) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS)
(Gibco), 2 mM L-glutamine and 1 mM sodium pyruvate and
cultured at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Cells were plated in 6-
well plates (Nunc) (1 X 10° cells per well) 24 h before stimulation
with LPS. Briefly, the cells were grown undl 90-100% of
confluence and stimulated with 200 ng/ml of B. melitensis LPS
(Bm-LPS) or SeM LPS (Se-LPS) for 30 and 60 min. Then total
protein was extracted from each well using RIPA buffer’
[150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1%
SDS, 50 mM Tris pH 8.0, 1 mM PMSF and Complete Protease
Inhibitor (Roche)]. For infections, J774.A1 cells were cultured as
previously indicated and infected at a MOI of 50:1 for 15, 30, 45
or 60 min at 37°C with B. melitensis BM133 grown in BBL
Medium (BD Diagnostics) or SeE grown in LB broth. These
experiments were performed three times, each in triplicate.
Gentamicin protection assay (GPA). J774.A1 cells were plated
in 6-well plates at 1 X 10° per well and cultured as indicated, to
attain 90 to 100% confluence. Cell monolayers were washed
twice with PBS before infection. B. melitensis BM133 grown in
BBL Medium up to an ODgggnm of 1.0 (approximately 3 X 10°
bacteria/mL) was diluted to set the infection at a MOI of 50:1.
The plates were centrifuged at 500 rpm for 2 min at 4°C to
synchronize phagocytosis and then incubated at 37°C in a 5%

www.landesbioscience.com

CO, atmosphere for 1 h. Time cero was set at this point. Then
the cells were washed and further incubated for 2 h in DMEM
containing 100 pg/ml of gentamicin to kill adherent bacteria, but
not those located within the cells. After this time the cells were
washed again and the medium replaced once more but now
containing 15 pg/ml of gentamicin for the rest of the experiment.
Control cells were also incubated with DMEM supplemented
with gentamicin at the same concentration with no effect on cells.
The monolayer was washed once with PBS at different intervals
up to 36 h and lysed with 1% sterile Triton X-100. Appropriate
dilutions were plated on Brucella agar (BBL Medium, BD
Diagnostics) to determine the number of viable intracellular
bacteria by bacterial colony counting,.

Real-time PCR. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was
performed with the Two-Step qRT-PCR kit (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions using total RNA
extracted from infected or LPS-treated cells with Trizol
(Invitrogen), according to company’s protocol. Primers were
designed from the sequence of VAMP3 mRNA reported in the
Gen Bank (accession number NM_009498). The sequences of
the primers were VAMP3-1 (Forward) 5'-AGAACCTGCCGT
GTTATCGAGCTT-3" and VAMP3-2 (Reverse) 5'-ACACAA
GTCCTCTTTCCCAGTCCA-3"; these primers generated a
195-bp product. Control primers for the glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) housekeeping gene were
modified from those reported by Fan et al.’’ The sequences
obtained were GP-1 (Forward) 5'-GCTCATGACCACAGTCCA
TGCC-3" and GP-2 (Reverse) 5'-GCACATTGGGGGTAGGAA
CACA-3'; these primers generated a 201-bp product. The
following PCR conditions were used: 50°C for 2 min; 95°C for
10 min; 35 cycles of 95°C for 15 sec (denaturation), 60°C for
60 sec (annealing) and 72°C for 90 sec (elongation); and a final
extension at 72°C for 10 min. All reactions were performed using
a Light Cycler 480 (Roche) and the results were analyzed with the
Pfaffl equation, which indicates changes in the expression of target
genes.”” Values are expressed in expression relative units (ERU)
that indicate the number of times that the expression changed
with respect to the control. GAPDH levels were unchanged and
used to normalize VAMP3 expression (data not shown).

Small interfering RNA (siRNA) treatment. J774.A1 cells
plated on 6-well plates were transfected with three different
siRNA constructs designed to silence mouse VAMP3 expression
(Silencer Validated siRNA ID#186988-90, Ambion) using
silMPORTER (UPSTATE-Millipore) according to the manufac-
turer’s instructions. qQRT-PCR experiments were performed at
different times upon transfection to establish the earliest time
point when the VAMP3 mRNA was at its lower level with respect
to untreated cells. Those experiments were conducted at 6 h
intervals, but for western blotting intervals were reduced for 2 h,
in order to identify the time lapse more precisely. Hence, J774.A1
cells were cultured for 18 to 20 h prior to infection with B.
melitensis. Subsequently, bacterial colony counting was performed
in a GPA assay as previously described.

Statistics. Differences in data from qPCR from LPS treatment
and infections were analyzed by T-student test.
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