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UFC: Unidades formadoras de colonia  
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Zip: Región de cierre de leucina de la proteína GCN4  
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Introducción general 
 
1. La Brucelosis  

 

La brucelosis en una enfermedad infecciosa zoonótica causada por bacterias del 

genero Brucella, que afecta a una gran variedad de mamíferos, como bovinos, ovinos, 

caprinos, cerdos, perros e inclusive al humano.   

En los animales la fuente principal de infección son las placentas, los fetos abortados 

y las secreciones vaginales que contienen una elevada carga bacteriana. La vía de 

infección más frecuente es el tracto gastrointestinal, aunque también puede producirse por 

aerosoles y el uso de semen contaminado en las inseminaciones artificiales. Los síntomas 

generales que produce la enfermedad son placentitis y aborto en hembras preñadas y 

aumento del tamaño de los testículos (orquitis) y esterilidad en los machos (Nicoletti, Lenk 

et al. 1989; Corbel 1997).  

En humanos, históricamente la enfermedad ha recibido varios nombres, como fiebre 

del Mediterráneo, fiebre de Gibraltar, fiebre de Malta y fiebre ondulante. La transmisión de 

la bacteria ocurre por el contacto con animales o productos animales infectados o por 

exposición en el ambiente laboral a través de aerosoles o heridas en la piel. El periodo de 

incubación de la enfermedad es de 2 a 4 semanas, aunque ocasionalmente puede 

prolongarse por varios meses. La sintomatología general es diversa y presenta varios 

estadios. El primer estadio de la enfermedad o fase aguda, que resulta en la diseminación 

septicémica de la bacteria, se caracteriza por la presencia de fiebre elevada continua o 
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la presencia o no del antígeno O en el LPS.  

La clasificación actual del genero Brucella las divide en seis especies, que comparten 

más de un 95% de homología a nivel nucleotídico (Verger, Grimont et al. 1987). Las 

especies se nombraron según el hospedador del que fueron aisladas originalmente y por 

el que tienen preferencia y son: B. melitensis (aislada de cabras), B. abortus (aislada de 

bovinos), B. suis (aislada de cerdos), B. neotomae (aislada de un tipo de rata del desierto), 

B. ovis (aislada de ovejas) y B. canis (aislada de perros). Si bien cada especie de Brucella 

tiene su hospedador natural, al cual infectan más eficientemente, pueden potencialmente 

ser transmitidas a otras especies animales susceptibles. Posteriormente, se ha reportado 

el aislamiento de una nueva especie de Brucella a partir de mamíferos marinos a la que se 

propuso darle el nombre de B. maris o B. delphinii (Broughton and Jahans 1997; Jahans, 

Foster et al. 1997; Miller, Adams et al. 1999).    

Hasta el momento se ha secuenciado el genoma de tres especies lisas de Brucella:  

B. melitensis 16M (NC 003317/18) (DelVecchio, Kapatral et al. 2002), B. suis 1330 (NC 

004310/11) (Paulsen, Seshadri et al. 2002) y dos cepas de B. abortus: B. abortus biovar 1 

9-941 (NC 006932/33) y B. melitensis biovar abortus 2308 (NC007618/24) (Chain, Comerci 

et al. 2005; Halling, Peterson-Burch et al. 2005). Recientemente (4-6-2007) se ha 

depositado en Gen Bank la secuencia completa de la primera cepa de Brucella rugosa 

secuenciada: B. ovis ATCC 25840 (NC 009504/5).  

El tamaño promedio de los genomas de las especies de Brucella es de 3.29 Mb, 

distribuido en dos cromosomas circulares de 2.12 Mb y de 1.18 Mb con 57% de contenido 

de GC. Ambos replicones codifican para funciones metabólicas y replicativas esenciales 

por lo que son cromosomas y no plásmidos.   

 

3. Virulencia de Brucella  

 

Mediante el análisis de los genomas secuenciados de Brucella spp. no se han 

encontrado factores de virulencia clásicos, como exotoxinas, citolisinas, cápsulas, fimbrias, 

flagelos, formas de resistencia o variación antigénica. Incluso el lipopolisacárido de 

Brucella spp. posee menor actividad endotóxica que el hallado en otras bacterias Gram 

negativas (Moreno, Speth et al. 1981). La virulencia de Brucella spp. reside principalmente 

en su habilidad para invadir, sobrevivir y replicarse dentro de células fagocíticas 

profesionales o no profesionales, siendo el macrófago la principal célula blanco (Gorvel 

and Moreno 2002). Por el hecho de que la bacteria establece una íntima relación con su 

hospedador causando el menor daño posible, Brucella spp. se asemeja más a un 

endosimbionte que a un patógeno clásico (Ugalde 1999).  
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3.1. Invasión y tráfico intracelular  

 

La entrada de Brucella spp. en la célula eucariota se produce en dominios 

especializados de la membrana plasmática llamados “lipid rafts”. Se postula que la 

internalización de la bacteria se da por un proceso de fagocitosis mediado por receptor 

llamado “membrana ruffling” (Naroeni and Porte 2002; Watarai, Makino et al. 2002a; 

Watarai, Makino et al. 2002b). Los dominios “lipid raft” se caracterizan por ser ricos en 

colesterol, esfingolípidos, gangliósidos GM1 y proteínas asociadas a membrana por 

glicosilfosfatidilinositol.  

Un camino alternativo para la internalización de Brucella spp. en la célula 

hospedadora es a través de receptores Fc. Este proceso, que es más frecuente en las 

cepas rugosas, se da cuando las bacterias son previamente opsonizadas por el sistema  

del complemento. Las bacterias internalizadas por este mecanismo son eliminadas más 

rápidamente del organismo que las que utilizan los dominios “lipid raft”(Gorvel and Moreno 

2002).  

El tráfico intracelular de Brucella spp. se ha estudiado tanto en células fagocíticas 

profesionales como no profesionales, observándose que los mecanismos que utiliza la 

bacteria para controlar su supervivencia y replicación intracelular son similares en ambos 

tipos celulares (Detilleux, Deyoe et al. 1990; Pizarro-Cerda, Meresse et al. 1998; Pizarro-

Cerda, Moreno et al. 1998; Celli, de Chastellier et al. 2003).  

Posterior a la internalización por fagocitosis, las bacterias se encuentran en unas 

vacuolas (denominadas BCV por Brucella-containing vacuole) que interactúan con 

compartimientos del sistema endocítico temprano, adquiriendo marcadores del mismo 

como EEA-1 y Rab5. Transcurridos 5-30 minutos las BCV escapan del camino endocítico, 

eludiendo la fusión con los compartimientos del endosoma tardío y del lisosoma (Figura 1). 

Si bien las BCV no se fusionan con los compartimientos lisosomales, son capaces de 

adquirir la glicoproteína de membrana asociada al lisosoma LAMP-1, aunque no adquieren 

el resto de los marcadores lisosomales. En los primeros estadios de la maduración de las 

BCV, cuando se adquiere LAMP-1, es necesaria la acidificación de las mismas, lo que 

permite que Brucella spp. exprese los componentes del sistema de secreción tipo IV. 

Posteriormente, entre las 2 y 8 horas postinfección, las BCV intermediarias interactúan con 

sitios del retículo endoplásmico (RE) llamados ERES (Endoplasmic Reticulum Exit Sites), 

lo que permite que se lleve a cabo la fusión entre las BCV y las membranas del RE, 

generando organelas permisivas para la replicación bacteriana.  

A pesar de no conocerse todos los factores de virulencia necesarios para el 

establecimiento del nicho replicativo de Brucella spp., se sabe, por estudios del tráfico 

intracelular, de cepas mutantes que para la entrada en la célula eucariota y los primeros 
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lo que ocurre en Agrobacterium y Rhizobium, los glucanos cíclicos de Brucella spp. no son 

regulados por la osmolaridad del medio (Inon de Iannino, Briones et al. 1998). Se observó 

que cepas de Brucella mutantes en cgs tienen afectado el tráfico intracelular, mostrando 

una reducción significativa de la virulencia tanto in vivo como en cultivos celulares 

(Briones, Inon de Iannino et al. 2001). 

 

3.2. c. Sistema de secreción tipo IV  

 

El sistema de secreción tipo IV está presente en todas las especies de Brucella 

secuenciadas, formando parte de un operón llamado virB. Este operón es homólogo al 

operón virB de Agrobacterium tumefaciens y a los genes ptl de Bordetella pertussis. En A. 

tumefaciens el operón virB actúa en la secreción del ADN de transferencia bacteriana 

dentro de la célula eucariota, mientras que en B. pertussis el operón ptl constituye la 

maquinaria necesaria para la secreción de la toxina pertúsica (O'Callaghan, Cazevieille et 

al. 1999; Sieira, Comerci et al. 2000).  

El operón virB de B. melitensis, B. abortus y B. suis posee 11 marcos abiertos de 

lectura (ORF) que codifican para proteínas homólogas a las codificadas por el operón virB 

de A. tumefaciens y un ORF 12 que codifica para una lipoproteína putativa. Las cepas de  

Brucella mutantes en el operón virB son deficientes en la replicación intracelular y en la 

persistencia en el modelo murino, por lo cual el sistema de secreción tipo IV es 

considerado un factor de virulencia.  

La expresión del operón virB se induce después de la entrada de la bacteria al 

macrófago, siendo necesario para ello la acidificación de las BCV (Boschiroli, Ouahrani- 

Bettache et al. 2002). El sistema de secreción tipo IV está involucrado en la secreción de 

moléculas efectoras dentro de la célula hospedadora, lo que permite redireccionar el 

tráfico intracelular para que las bacterias alcancen su nicho replicativo (Comerci, Martinez-

Lorenzo et al. 2001; Delrue, Martinez-Lorenzo et al. 2001). Sin embargo aun no se han 

podido identificar las moléculas secretadas por el sistema de secreción tipo IV de Brucella 

spp. (Sexton and Vogel 2002).  

 

3.2. d. Sistema de dos componentes BvrR-BvrS  

 

El sistema de dos componentes BvrR-BvrS de Brucella spp. consiste en una proteína 

reguladora histidina quinasa y una proteína sensora, llamadas BvrR y BvrS 

respectivamente. El sistema BvrR-BvrS de Brucella spp. es homólogo a los sistema de dos 

componentes ChvG- ChvI de A. tumefaciens, ExoS-ChvI de Rhizobium meliloti, PhoP-

PhoQ de Salmonella typhimurium y BvgA-BvgS de Bordetella bronchiseptica.  
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En Brucella spp. el sistema de dos componentes BvrR-BvrS controla la expresión de 

las proteínas de membrana externa Omp25 y Omp22. Las cepas de Brucella mutantes en 

los genes bvrR-bvrS tienen afectada la  membrana externa y son avirulentas tanto en 

cultivos celulares como en animales de experimentación (Sola-Landa, Pizarro-Cerda et al. 

1998).  

 

3.2. e. Sistema de transporte BacA  

 

El gen bacA de Brucella spp. codifica para un transportador de membrana homólogo 

al de Rhizobium meliloti. En R. meliloti el transportador BacA es necesario para el 

establecimiento de la simbiosis entre la bacteria y las raíces de alfalfa. BacA transporta 

moléculas similares a bleomicina y tiene un rol en la determinación de la composición y 

estructura del LPS.   

Las cepas de B. abortus mutantes en el sistema de transporte BacA presentan una 

marcada atenuación de su virulencia tanto en macrófagos como en ratones (LeVier, 

Phillips  et al. 2000; Parent, Goenka et al. 2007).  

 

3.2. f. cydB  

 

Las cepas de Brucella spp. mutantes en el gen cydB se han reportado como 

atenuadas tanto en animales de experimentación como cultivos celulares (Endley, 

McMurray et al. 2001). El gen cydB forma parte del operón cydAB, que codifica para la 

enzima citocromo oxidasa bd.  

Dicha enzima cataliza un paso terminal del sistema de transporte de electrones de la 

respiración bacteriana.  

El gen homólogo a cydB de Escherichia coli codifica una enzima que posee alta 

afinidad por oxígeno, que actúa en condiciones de microaerobiosis. Las cepas mutantes 

en cydB de Brucella spp. presentan sensibilidad elevada a especies altamente reactivas 

de oxígeno, a pH ácidos y a inhibidores respiratorios. La virulencia atenuada y sensibilidad 

a especies reactivas de oxígeno de las bacterias mutantes fue restaurada por 

complementación en trans con el gen cydB salvaje o con los genes que codifican para la 

enzima superóxido dismutasa SOD o catalasa. Esto indica que las enzimas mencionadas 

tienen un rol común en la prevención de los daños causados por radicales libres del 

oxígeno.  

 

3.2. g. Proteínas de respuesta a estrés  
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Los patógenos intracelulares deben sobrellevar las condiciones adversas 

encontradas en el interior del macrófago, como: pH ácido, presencia de intermediarios 

reactivos de oxígeno y nitrógeno y falta de nutrientes. Por lo que la adaptación fisiológica 

de la bacteria, mediante la expresión de proteínas de estrés, como chaperonas y 

proteasas que actúan sobre las proteínas dañadas, es crítica para establecer una 

interacción duradera con la célula eucariota.  

Se han construido cepas de Brucella deficientes en diversas proteínas de respuesta 

a estrés, observándose que mientras que la ausencia de algunas proteínas afectaron la 

supervivencia intracelular de la bacteria otras no lo hicieron. Así, mientras que mutantes 

que no expresan Hsp70 (dnaK) o proteasa Lon (lon) resultaron atenuadas (Elzer, Phillips  

et al. 1996; Robertson, Kovach et al. 2000; Kohler, Ekaza et al. 2002), no lo fueron las 

mutantes en la serina proteasa A (htrA), sugiriendo una probable redundancia en su 

función (Phillips and Roop 2001). Recientemente, se han reportado otras proteínas que 

actúan ante condiciones de estrés, como factores de virulencia. Un grupo de estas 

proteínas son los factores sigma de choque térmico (Delory, Hallez et al. 2006). Mediante 

el análisis de la secuencia genómica de Brucella spp. se identificaron 6 genes que 

codifican para factores sigmas putativos: rpoD, rpoH1, rpoH2, rpoE1, rpoE2 y rpoN. Se 

construyeron cepas mutantes deficientes en cada uno de ellos, excepto rpoN, y se observó 

que todas ellas fueron defectivas en la supervivencia en ratones.  

Por otro lado, también se observó que el gen rsh, que codifica para una enzima 

ppGpp sintasa, está involucrado en la virulencia de B. melitensis y B. suis. Los homólogos 

a este gen en Sinorhizobium meliloti,  relA/spoT, están relacionados con  la respuesta ante  

la deprivación  de nutrientes, vía la molécula efectora (p)ppGpp (Dozot, Boigegrain et al. 

2006).  

Por último, también se ha identificado que están asociadas con la virulencia 

bacteriana la proteína de respuesta a estrés de fase estacionaria: HF-I (RNA binding 

protein host factor) (Roop, Gee et al. 2003) y la proteína involucrada en la supervivencia a 

bajas concentraciones de Zn2+: ZnuA  (Yang, Becker et al. 2006).  

 

3.2. h. Proteínas de membrana externa  

 

La membrana externa desempeña un rol importante en la virulencia de Brucella spp. 

Mediante análisis proteómico se ha predicho que más de 25 proteínas y lipoproteínas se 

localizan en la membrana externa de la bacteria (Lamontagne, Butler et al. 2007).   

Las proteínas principales de membrana externa (OMP) de Brucella spp. fueron 

inicialmente clasificadas en tres grupos según su masa: grupo 1 (88-94 KDa), grupo 2 (36-

38 KDa) y grupo 3 (31-34 y 25-27 KDa). El grupo 1 está conformado por una única 
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proteína cuya función no ha sido aun elucidada (Cloeckaert, Verger et al. 1996). El grupo 2 

está integrado por dos proteínas, clasificadas como porinas, codificadas por genes con 

85% de homología: omp2a y omp2b (Cloeckaert, Vizcaino et al. 2002). El grupo 3 está 

conformado por 7 proteínas, de las cuales las más representativas son: Omp25 (también  

llamada Omp3a), Omp31 y Omp22 (también llamada Omp3b), que están codificadas por 

los genes omp25, omp31 y omp22, respectivamente.  

El gen omp25 se encuentra altamente conservado entre las especies de Brucella, 

salvo por una pequeña deleción en B. ovis. Las cepas mutantes de omp25 construidas a 

partir de las cepas virulentas B. abortus 2308, B. melitensis 16M y B. ovis 63/290 

resultaron atenuadas en animales de experimentación (Edmonds, Cloeckaert et al. 2001; 

Edmonds, Cloeckaert et al. 2002). Estos resultados demuestran que la proteína Omp25  

está involucrada en la virulencia de Brucella spp.   

Por otro lado, la proteína Omp31, que está presente en todas las especies de 

Brucella excepto en B. abortus, no está involucrada en la virulencia bacteriana (Vizcaino, 

Verger et al. 1997). La función de Omp31 aun no ha sido elucidada, si bien se especula 

que podría tratarse de una porina (Cloeckaert, Vizcaino et al. 2002).  

El estudio de la supervivencia en ratones de cepas mutantes en omp22 derivadas de 

B. ovis y B. abortus, identificó que en la primera especie se vio afectada la virulencia 

mientras que en la segunda no (Caro-Hernandez, Fernandez-Lago et al. 2007; Manterola, 

Guzman-Verri et al. 2007). Esta diferencia en los resultados obtenidos con las distintas 

especias de Brucella podría ser explicada aludiendo al fenotipo rugoso de B. ovis y liso de 

B. abortus.  

 

3.2. i. Lipoproteínas  

 

Se han identificado tres lipoproteínas de bajo peso molecular en la membrana 

externa de Brucella spp.: Omp19, Omp16  y Omp10 (Tibor, Decelle et al. 1999). La 

lipoproteína Omp16 presenta similitud con las lipoproteínas asociadas a péptidoglicano 

(PALs) de otras bacterias Gram negativas y se ha propuesto que está asociada al 

peptidoglicano, anclada del lado periplásmico de la membrana externa por su residuo  

lipídico. Omp10 y Omp19 no presentan homólogos funcionales en las bases de datos. 

Ambas proteínas están asociadas a la superficie de la membrana externa por uniones 

covalentes a ácidos grasos y son inmunodominantes.  

Se han construido cepas mutantes en Omp10 y Omp19 en B. abortus, las cuales 

resultaron reducidas en su virulencia en el modelo de experimentación murino (Tibor, 

Wansard et al. 2002). Ninguna de  las cepas mutantes fue deficiente en la supervivencia 

intracelular. La cepa mutante en Omp10 fue defectiva en el crecimiento en medio mínimo y 
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la cepa mutante en Omp19 mostró un incremento en la susceptibilidad a péptidos 

catiónicos y al detergente no iónico deoxicolato de sodio. Este último resultado sugiere que 

la cepa mutante en Omp19 tiene dañada la membrana externa. Se postuló que ambas 

cepas mutantes están afectadas en la supervivencia extracelular, por ejemplo por 

presentar mayor susceptibilidad a la muerte mediada por el sistema del complemento.  

 

3.2. j. Genes flagelares  

 

A diferencia de la mayoría de las bacterias del grupo Rhizobiaceae, al que pertenece  

el genero Brucella, estas últimas fueron descriptas como no móviles (Alton, Jones et al. 

1975). Sin embargo al disponerse de las secuencias genómicas de diversas especias de 

Brucella se encontró que están presentes todos los genes necesarios para la construcción 

del flagelo. Sin embargo no se identificaron genes que codifiquen para los receptores 

quimiotácticos o transductores de señales ( Halling 1998, Letesson, Lestrate et al. 2002).  

Se ha observado en diversas bacterias patógenas que el sistema flagelar, 

relacionado filogenéticamente con el aparato de secreción tipo III (Blocker, Komoriya et al. 

2003), está involucrado en la virulencia (Young, Schmiel et al. 1999; Ghelardi, Celandroni  

et al. 2002; Song, Jin et al. 2004). Las cepas de B. melitensis mutantes knockout en genes 

que codifican para componentes esenciales del flagelo (fliF, flgI y fliC) resultaron 

atenuadas en el modelo murino. Ninguna de estas cepas mutantes mostró diferencias con 

respecto a la cepa parental en cuanto a la replicación en líneas celulares (Lestrate, Dricot 

et al. 2003).  

Se ha reportado que los genes que codifican para los componentes basales (anillo 

MS) y distales (gancho o hook  y filamento) del aparato flagelar de B. melitensis son 

inducidos en un medio particular en la etapa logarítmica temprana de crecimiento de la 

bacteria. En esta condición experimental puntual se observó por microscopía electrónica 

una estructura semejante a un flagelo polar. A pesar de esto, aun no se a registrado que  

Brucella spp. sea capaz de movilizarse (Fretin, Fauconnier et al. 2005).   

 

4. Antecedentes en que se basa este trabajo  

 

Con el objetivo de identificar nuevos factores de virulencia en el genero Brucella, en 

nuestro grupo de trabajo se construyó una cepa mutante knockout en el ORF BAB1_1543 

de Brucella abortus 2308, mediante la inserción de un cassette de resistencia a 

kanamicina. La cepa mutante construida resultó deficiente en la supervivencia en ratones 

BABL/c y en cobayos. El fenotipo de virulencia atenuada fue restaurado a los niveles de la 

cepa parental al complementar en trans la cepa mutante con un plásmido replicativo para 
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Brucella spp. que contiene al ORF BAB_1543 salvaje (Figura 2) (Cravero et al., no 

publicado).   

El ORF BAB_1543 esta conservado en todas las especies secuenciadas de Brucella. 

También se ha realizado la inactivación de dicho ORF en B. melitensis 16M y B. suis 1330, 

las cuales, del mismo modo que la mutante derivada de B. abortus 2308, resultaron 

atenuadas en animales de experimentación. Teniendo en cuenta los resultados 

mencionados, se postuló que el producto del ORF estudiado, al cual se denominó iivA (por 

involved in virulence A), es un nuevo factor de virulencia del genero Brucella.   

Las cepas mutantes en iivA de B. abortus 2308, B. melitensis 16M y B. suis 1330, no 

arrojaron diferencias significativas con respecto a la cepa parental, ya sea en la replicación 

intracelular o en el crecimiento en medio mínimo o rico. El único fenotipo distintivo de las  

cepas mutantes fue una leve sensibilidad al pH ácido y a temperaturas elevadas, siendo 

esta última característica solo observada en la cepa mutante en iivA derivada de B. 

melitensis.   

Además de estar conservada en el genero Brucella, la proteína codificada por el gen 

iivA (llamada IivA) está presente en más de 200 especies de proteobacterias y forma parte 

del grupo de proteínas ortólogas 2960 (COG 2960). A pesar de la conservación de IivA en 

diversas especies bacterianas, no se ha caracterizado ninguna de las proteínas ortólogas 

a IivA y la función de este grupo de proteínas es desconocida.   

En este trabajo de tesis se presentan caracterizaciones estructurales y bioquímicas 

de proteínas pertenecientes al COG 2960, constituyendo los primeros datos 

experimentales que contribuyen a elucidar la función de este grupo de proteínas ortólogas.  
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Figura 2. Replicación de las cepas B. abortus 2308, B. abortus 2308 iivA::Km y B. abortus 
2308 iivA::Km complementada en trans con iivA salvaje, en bazos de ratones BALB/c a 
distintos tiempos post infección. En el grafico se representa el logaritmo en base 10 promedio de 

las unidades formadoras de colonia por bazo. Se inocularon grupos de 5 ratones con 2x10
5

 
UFC/ratón para cada tiempo. En el gráfico se indican las barras correspondientes al error 
estándar.  
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Hipótesis y objetivos  

 

 
 

 

Hipótesis  

 

La hipótesis de este trabajo de tesis es que la caracterización bioquímica y estructural 

de IivA permitirá elucidar la función biológica de esta proteína en Brucella spp.  

Además, se postula que la estructura y las características bioquímicas del grupo de 

proteínas ortólogas a IivA están conservadas y que estas proteínas son relevantes para el 

proceso de interacción de las bacterias del COG 2960 con su organismo hospedador.   

Para aceptar o rechazar las hipótesis formuladas se propone desarrollar los objetivos 

mencionados a continuación.  

 

Objetivo general  

 

Caracterizar estructural y funcionalmente a la proteína IivA de Brucella abortus y 

establecer si la proteína ortóloga a IivA en Salmonella typhimurium esta relacionada con la 

virulencia bacteriana, con el fin de elucidar la función biológica de las proteínas 

pertenecientes al COG2960.  

 

Objetivos particulares  

 

Caracterizar estructural y bioquímicamente a la proteína IivA de Brucella abortus 

(CAPITULO I)  
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Estudiar la interacción y la capacidad fusogénica de IivA con membranas 

fosfolipídicas modelos (CAPITULO II).  

 

Identificar los aminoácidos esenciales para la estructura y función de IivA 

(CAPITULO III).  

 

Caracterizar estructural y bioquímicamente a la proteína ortóloga a IivA en 

Salmonella typhimurium, construir una cepa deficiente en la misma y evaluar su 

contribución a la virulencia bacteriana (CAPITULO IV).  
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Coils (http://www.ch.embnet.org/software/COILS_form.html) fue el primer algoritmo 

creado para predecir estructuras coiled-coil y fue diseñado por Andrei Lupas y 

colaboradores (Lupas, Van Dyke et al. 1991). Coils es un programa que compara una 

secuencia contra una base de datos de proteínas coiled-coil diméricas paralelas conocidas 

y arroja un puntaje de similitud. Por comparación de este puntaje con la distribución de 

puntajes en proteínas globulares y proteínas coiled-coil, el programa calcula la probabilidad 

de que la secuencia estudiada pueda adoptar una conformación coiled-coil.   

 

1.2. b. Paircoil  

 

Después del programa Coils surgió un nuevo programa para predecir proteínas 

coiled-coil desarrollado por Bonnie Berger y colaboradores (Berger, Wilson et al. 1995). 

Este nuevo algoritmo es más riguroso que el programa creado originalmente por Lupas. 

Paircoil (http://groups.csail.mit.edu/cb/paircoil) predice dominios coiled-coil en secuencias 

proteicas usando una correlación de residuos parewise obtenida a partir de una base de 

datos de 58.217 residuos aminoacídicos de coiled-coils de dos cadenas.  

 

1.2. c. Multicoil  

 

Multicoil (http://multicoil.lcs.mit.edu/cgi-bin/multicoil) es una extensión del programa 

Paircoil que además de predecir la localización de regiones coiled-coil en la secuencia 

proteica los clasifica como  diméricos  o triméricos  (Wolf, Kim  et al. 1997). El programa se 

sustenta en bases de datos de proteínas coiled-coil triméricas que comprenden 6.319 

residuos aminoacídicos sumados a la ya existente base de datos de proteínas coiled-coil 

diméricas.  

 

1.3. Proteínas coiled-coil triméricas  

 

1.3. a. Proteínas coiled-coil triméricas en eucariotas  

 

Las proteínas eucariotas son las más estudiadas y por lo tanto  es donde 

encontramos mayor cantidad de estructuras conocidas que están formadas totalmente de 

estructuras coiled- coil triméricas (como la proteína de unión al factor de choque térmico, 

HSBP) o poseen dominios coiled-coil que permiten su trimerización (como la proteína de 

unión a manosa, MBP). Esta variedad de proteínas abarca desde proteínas estructurales 

como la proteína de la matriz del cartílago (Matrilina), proteínas reguladoras como el factor 
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los que se unen, tales como una variedad de moléculas pequeñas, sustratos, 

cofactores, otras proteínas, ácidos nucleicos, membranas lipídicas, etc.   
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requerida antes de tomar las medidas. Los espectros de CD fueron evaluados por el 

programa K2D para obtener el contenido de estructura secundaria porcentual. La 

estabilidad termodinámica fue evaluada por la medida de la elipticidad molar a 222 nm en 

función de la temperatura en un rango de 25 a 90ºC.  

 

1.12. Generación de suero policlonal dirigido contra IivA  

 

Para obtener suero policlonal dirigido contra IivA se inmunizó un conejo con proteína 

purificada más adyuvante incompleto de Freund. La inmunización se realizó 3 veces por 

periodos de 1 semana y se extrajo periódicamente sangre de la vena de la oreja para 

probar la efectividad del suero.  

 

1.13. Determinación de la localización subcelular de la proteína IivA en Brucella 

abortus  

 

Para determinar la localización subcelular de IivA se utilizó un cultivo de B. abortus 

S2308 crecido a fase exponencial tardía. Las bacterias fueron lisadas por reiterados 

pasajes a través de prensa de French y el extracto proteico fue clarificado de restos 

celulares por centrifugación a 20.000 g por 30 minutos. Luego el extracto proteico fue 

sometido a ultracentrifugación a 100.000 g por 1 hr. para separar las proteínas asociadas 

a  membrana (pellet) y las proteínas citoplasmáticas y periplásmicas (sobrenadante). Las 

fracciones fueron analizadas por Western blot utilizando un suero policlonal de conejo 

dirigido contra la proteína IivA y contra la proteína BP26 (proteína periplásmica) y la 

proteína Omp19 (proteína de membrana) como controles del correcto fraccionamiento.   
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(Figura 1.4 B). La capacidad de poder formar una hélice anfipática en la región N-terminal  

es conservada en miembros representativos del COG 2960 lo que sugiere que es 

importante para la función de la proteína.  

Teniendo en cuenta el análisis bioinformática, se decidió realizar tres construcciones 

para el estudio estructural y funcional de IivA: una construcción que expresa la proteína en 

su totalidad (desde M1 a S106), llamada IivA; una que expresa la región N-terminal (desde 

M1 hasta V48), llamada IivA-N; y una que expresa la zona C-terminal (desde R50 hasta 

K101), llamada IivA-C. Dichas construcciones fueron realizadas en un vector de expresión 

para E. coli que introduce una “etiqueta” de seis histidinas. Luego  estas construcciones 

fueron expresadas, y las proteínas purificadas en forma nativa por cromatografía de 

afinidad. Las proteínas purificadas fueron dializadas en buffer fosfato salino (PBS) y 

cuantificadas para su posterior uso.  
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1.3. Análisis de los dominios estructurales de IivA por proteólisis limitada  

 

Parámetros estructurales, tales como accesibilidad al solvente, dominios flexibles y 

zonas parcialmente desplegadas, son responsables de la susceptibilidad a la 

fragmentación por proteasas. Por tal motivo se realizaron experimentos de proteólisis 

limitada, con el objetivo de caracterizar el estado conformacional y discernir los dominios 

de IivA (Mitra, Sinha et al. 2005).   

Con tal fin se utilizó la enzima tripsina, la cual corta en el carboxilo terminal de 

residuos básicos (lisina y arginina). Estos residuos están distribuidos uniformemente a lo 

largo de la secuencia de IivA. La proteólisis por tripsina se siguió a lo largo de dos horas, 

deteniendo la reacción periódicamente por adición de TFA. Los productos de la reacción 

se identificaron por medio de su peso molecular, determinado por espectrometría de masa, 

y por secuenciación del N-terminal, utilizando el método de degradación de Edman. 

Además, debido a la presencia de una “etiqueta” de seis histidinas en el C-terminal de la 

proteína, se pudo monitorear el acortamiento del mismo por western blot utilizando un 

anticuerpo anti-histidina. A tiempos de exposición a la proteasa cortos, se observa que el 

extremo C-terminal de IivA permanece intacto, mientras que el N-terminal  es rápidamente 

escindido. A tiempos de exposición a la proteasa prolongados (2 hs.) se puede observar la 

prevalencía de una zona resistente a la proteólisis entre los residuos V41 y K94. Esta zona 

resistente a la proteólisis contiene por completo la región C-terminal predicha como coiled-

coil (Figura 1.6).   

Es importante notar que aunque K91 no es predicha como parte del coiled-coil, la 

presencia de prolina del lado carboxílico de este residuo podría impedir la acción de la 

tripsina sobre el mismo. Del mismo modo, la presencia de E51 en el extremo carboxílico 

de R50 podría reducir la frecuencia de corte por tripsina de este residuo (Wilkinson 1986).  
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mitad C-terminal, los cuales son 34% y 70% respectivamente. Por otro lado, el espectro de 

IivA-N es característico de proteínas con dominios pobremente estructurados (random 

coil). El espectro teórico de IivA-N obtenido mediante el cálculo de la diferencia entre el 

espectro de IivA y IivA-C es prácticamente idéntico al obtenido experimentalmente, lo que 

indica que este dominio no es estabilizado por estar contiguo al dominio C-terminal o por 

encontrarse formando parte de una proteína trimérica, siendo por lo tanto un dominio 

intrínsecamente desordenado. Este resultado concuerda con el hecho de que el dominio 

N-terminal es más susceptible a la proteólisis por tripsina.  

Con el fin de investigar la estabilidad de IivA y sus dominios se realizaron  

experimentos de desnaturalización térmica mediante el monitoreo de la elipticidad molar a 

222 nm en función de la temperatura. El punto medio de desnaturalización térmica o 

temperatura de melting (Tm) de IivA fue 58.2ºC y el de IivA-C fue 59.6ºC (Figura 1.7 B). La 

transición conformacional de ambas proteínas fue completamente reversible, dado que al 

disminuir nuevamente la temperatura las proteínas se repliegan totalmente. La Tm de IivA-

N no pudo ser obtenida bajo las condiciones ensayadas debido a que la proteína no 

presenta estructura secundaria definida. 

 

 

 

Figura 1.7. Estructura secundaria y estabilidad térmica de IivA y sus dominios. (A) Espectro de 
dicroísmo circular en el UV lejano de IivA, IivA-N, IivA-C e IivA-N calculado por la resta entre el 
espectro de IivA y el de IivA-C. (B) Curvas de desnaturalización térmica obtenidas por la 
medida de la elipticidad molar a 222 nm en función de la temperatura. La temperaturas de 
melting obtenidas para IivA e IivA-C fueron 58.2ºC y 59.6ºC, respectivamente. Todas las 
medidas fueron realizadas en 50 mM de buffer Tris/HCl pH 8.0 y 150 mM de NaCl.   
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Figura 1.10. Efecto del detergente SDS sobre la estructura secundaria de IivA y sus dominios. 
(A) Elipticidad molar a 222 nm medida en función de la concentración de SDS. IivA se incubó 
en distintas concentraciones de SDS durante 15  minutos antes de  medir el espectro de CD. 
(B) Espectro de CD en el UV lejano de IivA, IivA-N e IivA-C en presencia de 50 mM Tris/HCl pH 
8.0 y 5 mM de SDS.  

 

 

 

Tabla 1.3. Incremento de la señal de CD a 222 nm de IivA, IivA-N y IivA-C en las 

distintas condiciones ensayadas con respecto a la señal de cada proteína medida en 

50 mM Tris/HCl pH 8.8 y temperatura de melting en cada condición. Comparar las Tm 

presentadas con la Tm de IivA e IivA-C obtenidas en presencia de 50 mM Tris/HCl pH 

8.0, las cuales fueron 58.2 y 59.6ºC, respectivamente. nd indica que la Tm no pudo 

ser calculada. 

 

 

 



  

 

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes 

 

 

 

 

1.6. Determinación de la localización subcelular de la proteína IivA en Brucella 

abortus  

 

 El conocimiento de la localización subcelular de una proteína puede dar indicios de 

la función que esta cumple en la bacteria, dado que por ejemplo proteínas que interactúen 

tempranamente con el hospedador deberían localizarse principalmente en la membrana 

externa de la bacteria o ser secretadas. Por lo tanto, se realizaron experimentos para 

determinar la localización subcelular de IivA en Brucella abortus.   

Para determinar la localización subcelular de IivA se utilizó un cultivo de B. abortus 

S2308 crecido a fase exponencial tardía. El cultivo bacteriano fue centrifugado, el pellet 

obtenido fue resuspendido en buffer fosfato salino y lisado, de manera de obtener un 

extracto proteico. El lisado proteico fue separado de restos celulares y sometido a 

ultracentrifugación a 100.000 xg. Este tipo  de fraccionamiento permite detectar las 

proteínas totales en dos fracciones: el sobrenadante en el que se localizan las proteínas 

citoplasmáticas y periplásmicas solubles y el pellet en el que se localizan las proteínas de 

membrana insolubles. En la figura 1.11 A se muestra un western blot revelado con un 

anticuerpo policlonal anti-IivA, de las fracciones obtenidas después de la 

ultracentrifugación. Se puede observar que IivA localiza principalmente junto con las 

proteínas solubles, aunque una porción de la proteína fracciona junto con las proteínas de 

membrana. Para determinar si el fraccionamiento fue realizado correctamente, las 

fracciones fueron sometidas a western blot con dos anticuerpos  dirigidos contra proteínas 

de localización subcelular conocida: Bp26, una proteína periplásmica soluble; y Omp19, 

una proteína de membrana (Tibor, Wansard et al. 2002; Kumar, Tuteja et al. 2007). 








































































































































































































