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RESUMEN:

Las bacterias del género Brucella son el agente etiologico de la Brucelosis, una
de las zoonosis mas extendidas a nivel mundial. Focalizdndose principalmente
en paises de bajos ingresos, esta enfermedad produce un elevado costo
socioeconémico en el &rea ganadera y representa un grave problema sanitario
por su transmisién al ser humano. Brucella spp. es un patégeno sigiloso que
invade la mucosa epitelial de las vias aéreas y digestivas provocando una débil
respuesta pro-inflamatoria, estableciendo su nicho replicativo en los macrofagos
del huésped, inhibiendo su apoptosis y alterando su capacidad bactericida e
interaccién con los demas componentes de la respuesta inmune. Estas
capacidades efectoras estan determinadas por un proceso de activacion
fuertemente regulado a nivel transcripcional, conocido como polarizacién de

macréfagos.

En la Ultima década, los ARNs largos no codificantes han surgido como
potenciales blancos terapéuticos en el estudio de diversas patologias, debido a
su rol como reguladores transcripcionales en un nimero creciente de procesos
biolégicos. Investigaciones recientes identificaron al ARN largo no codificante
Malat-1 como un regulador transcripcional fundamental en el proceso de
polarizacion de macrofagos, relacionandose estrechamente con la capacidad
efectora de estas células. El presente proyecto tiene como objetivo determinar la

funcion de Malat-1 en el proceso de activacion de macrofagos murinos infectados
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por Brucella abortus, para lo cual se caracterizara fenotipicamente a dos lineas
celulares de macrofagos murinos a través de la produccion de citoquinas y la
expresion de marcadores de membrana en relacion a la expresion relativa de
Malat-1. Ademas, se realizara un analisis funcional de Malat-1 silenciando su
actividad en macrofagos murinos previo a la infeccion, con el objetivo de

determinar cambios en el fenotipo y capacidad bactericida de estas células.

A través de estas determinaciones, se espera comprobar que Malat-1 aumenta
su expresion en macroéfagos infectados por Brucella abortus de manera crucial
para su correcta activacion y capacidad bactericida, aportando una nueva capa
de complejidad al estudio de la polarizacién de macréfagos y representando un
enfoque novedoso en el estudio de la Brucelosis, con la posibilidad de extrapolar

estos resultados al estudio de otras enfermedades infecciosas.



1. INTRODUCCION

1.1. Brucelosis: generalidades

Brucella es un género de bacterias gram-negativas compuesto por cocobacilos
intracelulares facultativos, pertenecientes al filo de a-proteobacteria (Moreno et
al., 1990). Son el agente causante de brucelosis, una infeccion bacteriana
cronica que afecta principalmente al ganado bovino, equino, porcino, ovino y
caprino; asi como a diversas especies de mamiferos, incluyendo al ser humano
(Castro et al., 2005). Esta enfermedad corresponde a una de las zoonosis mas
distribuidas a nivel mundial (Dean et al., 2012), generando un impacto negativo
a nivel de salud publica, asi como también cuantiosas pérdidas econémicas en

el area ganadera (Pal, 2017).

1.2. Especies del género Brucella

Actualmente se han identificado diversas especies dentro del género Brucella,
caracterizandolas en funcién de la especificidad del huésped que infectan y sus
propiedades antigénicas. Bajo estos parametros, podemos identificar el grupo de
especies de Brucella consideradas clasicas: B. abortus (ganado bovino), B.
melitensis (hembra ovina y caprinos), B. suis (porcinos), B. canis (canidos), B.
ovis (macho ovino) y B. neotomae (roedores de campo) (Castro et al., 2005).
Ademas de las especies de Brucella aisladas desde mamiferos marinos: B. ceti
(cetaceos) y B. pinnipedialis (pinnipedos) (Foster et al., 2007), y las

recientemente identificadas: B. microti (roedores), B. inopinata (aislada desde un



implante mamario), B. vulpis (zorro rojo) y B. papionis (babuinos) (Scholz et al.,
2008; Scholz et al., 2009; Whatmore et al., 2014; Scholz et al., 2016). Sumado a
esto, nuevos estudios han descrito cepas de Brucella spp. aisladas en anfibios,
lo que ampliaria el rango de infeccién natural de este género (Whatmore et al.,
2015, Soler-Lloréns et al., 2016). Desde un punto de vista clinico, las especies
mas relevantes para el ser humano son B. suis, B. abortus, B. melitensis y B.

canis (Pappas, 2010).

1.3. Transmision de la enfermedad y manifestaciones clinicas

Los brotes de Brucelosis bovina, provocados por B. abortus, estan asociados
con la muerte fetal, aborto e infertilidad en el ganado, ademas del nacimiento de
terneros débiles (Gokcen y Eskiizimirliler, 1998; Al-ani et al., 2004). Considerada
como una enfermedad ocupacional, las principales vias de transmision al ser
humano corresponden al contacto directo con animales infectados o sus
secreciones, a traves de erosiones o cortes en la piel, por medio de la inhalacion
o inoculacion de aerosoles infectados y por el consumo de productos no
pasteurizados (Trujillo et al., 1994). Las manifestaciones clinicas en humanos
son similares a los de la gripe, presentando sintomas inespecificos como
malestar general, fatiga y fiebre; mientras que en su fase cronica puede afectar
a cualquier o6rgano o tejido del cuerpo, siendo las mas comunes las
complicaciones osteoarticulares, neurologicas y urogenitales (Alsubaje et al.,
2005). El régimen de tratamiento corresponde al uso de dos o méas antibiéticos

(Pappas et al., 2005), siendo la recomendacién mas comun la utilizacion de



doxiciclina y rifampicina combinadas durante 6 semanas, puesto que la
monoterapia presenta una mayor tasa de reincidencia de la enfermedad (Agalar
et al., 2005). Sin embargo, aun con el tratamiento correcto, las tasas de recaida
se encuentran entre el 5y 30% de los pacientes (Solera, 2010), y actualmente
no existen vacunas aprobadas para combatir la infeccion en humanos (Xie et al.,

2018)
1.4. Epidemiologia

Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la brucelosis
humana se focaliza principalmente en paises de bajos ingresos, razén por la cual
se ha clasificado como una de las principales enfermedades transmitidas por
animales en categoria de “desatendidas” (Franc et al., 2018). La prevalencia
varia segun el pais, alcanzando niveles elevados en las zonas en que se
considera una enfermedad endémica; principalmente Oriente Medio, la region
Mediterranea y algunas regiones de Africa, Asia y Latinoamérica (Pappas et al.,
2006). De dificil deteccion, la falta de datos respecto a la incidencia real de la
enfermedad dificulta el control y seguimiento de la misma (Fournier et al., 2015).
Debido a esto, la principal estrategia de prevencion corresponde a la eliminacion
de la enfermedad en los animales que actian como vector hacia el ser humano,
cortando asi la cadena de transmision. La erradicacion de la brucelosis en el
ganado se ha dado con éxito en algunos paises desarrollados, a través de la
implementacion de politicas publicas enfocadas a la vacunacion y el sacrificio de

animales infectados (Godfroid y Kasbohrer, 2002). Por el contrario, en paises



donde la brucelosis es endémica, la enfermedad en humanos continda siendo
un problema de salud publica. En China, por ejemplo, se notificaron 530.048
casos de brucelosis humana entre los afios 2004 y 2018, alcanzando un punto
maximo de prevalencia de 4,22 casos cada 100.000 habitantes en 2014 (Peng
et al., 2020). Mientras que la Unién Europea, una zona donde la brucelosis
animal se considera mayormente controlada, reporté una prevalencia de 0,09
casos cada 100.000 habitantes durante 2017, tasa que se ha mantenido estable

desde 2013 (ECDC, 2019).

En Chile, los primeros esfuerzos sistematicos para lograr el control de la
enfermedad se remontan a 1975, con la elaboracién del “Proyecto de Salud
animal” a través del Servicio Agricola y Ganadero (SAG), y en la década de los
90, con el programa de erradicacion de la brucelosis bovina; que contemplaba
acciones de vigilancia, saneamiento de predios infectados, inmunizacion de
terneras, entre otros. Estas politicas publicas han logrado disminuir la
prevalencia de brucelosis en el ganado, incluso declarando la erradicacion de la
enfermedad en la Region de Magallanes y la Regién de Aysén (Martinez, 2013).
Sin embargo, aun existen brotes en las zonas del pais donde se considera una
enfermedad endémica, particularmente en el &rea comprendida entre la Region
Metropolitana y la Region de Los Lagos, reportandose 23 nuevas cuarentenas
en predios durante el afio 2019 segun datos del SAG. La prevalencia de la

enfermedad en humanos es baja en el territorio nacional, reportandose una



incidencia promedio de 0,55 casos por 100mil habitantes durante el periodo

comprendido entre los afios 2001 y 2011 (Martinez, 2013).

A pesar de los esfuerzos para lograr la erradicacion de la brucelosis en la
mayoria de los paises desarrollados, la epidemiologia de la enfermedad cambia
constantemente, variando su distribucion geografica a medida que emergen, o
reemergen, nuevos focos de la misma (Zhou et al., 2020; Bagheri Nejad et al.,
2020). Parte de los factores que explican estos brotes guardan relaciéon con
procesos migratorios y la expansion de la ganaderia (Enkelmann et al., 2020;
Ducrotoy et al., 2015), pero también con el descubrimiento de nuevos reservorios
de Brucella en la fauna salvaje, los que podrian disminuir la efectividad de los
programas de erradicacion (Kamath et al., 2016). De igual manera, nuevas cepas
aisladas desde animales marinos y anfibios presentan una mayor adaptacion a
las condiciones ambientales, ademas de tener la capacidad de invadir especies
mamiferas terrestres. Por esta razon, actualmente se estudia su potencial
patoldgico ante la posibilidad de que estas cepas amplien su rango de infeccion
a otras especies o transfieran sus caracteristicas a otras bacterias del género
Brucella a través de elementos moviles (Jiménez de Bagués et al., 2010; Al

Dahouk et al., 2017, El-Sayed et al., 2018).

1.5. Patogénesis de la enfermedad

El proceso infeccioso de Brucella spp inicia con la invasion de los tejidos del

huésped a través de la mucosa epitelial, principalmente en las vias respiratorias



y el tracto intestinal (LOpez-Santiago et al., 2019). Dichas areas anatémicas
cuentan con barreras fisicas y quimicas que impiden la colonizacion de las
bacterias, sin embargo, Brucella presenta diversos factores de virulencia que
permiten su adaptacién a estos microambientes. En este contexto, son clave la
actividad de proteinas con actividad ureasa e hidrolasa, que otorgan resistencia
al pH acido caracteristico del estbmago y a la actividad bactericida de las sales
biliares (Sangari et al., 2010; Delpino et al., 2007). En las vias respiratorias, los
principales mecanismos de defensa corresponden a distintos péptidos con
actividad antimicrobiana secretados por las células epiteliales, sin embargo,
Brucella expresa la proteina inhibitoria PliC, que le otorga resistencia a la b-

defensina 2 y también distintas lisozimas humanas (Um et al., 2013).

Brucella también expresa diversas adhesinas que permiten la unién a las células
epiteliales (Czibener et al., 2013), en un proceso que induce una reorganizacion
de su cito-esqueleto que favorece la entrada de la bacteria (Rosseti et al., 2012).
Ocurrido este proceso, Brucella tiene la capacidad de formar un nicho replicativo

y sobrevivir en las células epiteliales y modular su funcién (Rosseti et al., 2012).
1.6. Evasion del sistema inmune

Brucella spp. es un patégeno que utiliza una estrategia “sigilosa” de infeccion,
razon por la cual no presenta factores de virulencia clasicos, tales como
exotoxinas, capsula, flagelos funcionales, fimbrias, plasmidos de virulencia,

inductores de apoptosis 0 LPS endotdxicos (Byndloss y Tsolis et al., 2016). En



cambio, la persistencia de la bacteria depende de su capacidad para evitar la
deteccion por parte del sistema inmune, protegerse frente a la capacidad

bactericida del huésped y modular su respuesta (Ke et al., 2015).

Una vez ocurre la invasion de los tejidos, Brucella se trasloca rapidamente a
través del epitelio produciendo un bajo nivel de toxicidad y una respuesta inmune
de baja actividad pro-inflamatoria (Barquero-Calvo et al., 2007; Martirosyan et
al., 2011). Presenta una especial resistencia a la accion bactericida de los
neutréfilos, uno de los primeros componentes de la respuesta inmune innata, e
incluso induce su muerte de manera prematura (Barquero-Calvo et al., 2015).
Ademas, tiene la capacidad de subvertir el proceso de reconocimiento y
sefalizacion de macrofagos y células dendriticas a través de un LPS “no clasico”,
que presenta caracteristicas especiales que se consideran un factor de virulencia
(Lapaque et al., 2005). En Brucella, este componente bacteriano involucrado de
manera fundamental en la respuesta inmune frente a bacterias gram negativas,
presenta modificaciones estructurales que disminuyen la afinidad por su
receptor, lo que a su vez reduce sus cualidades endotdxicas (Conde-Alvarez et
al., 2012). Las propiedades quimicas distintivas del LPS de Brucella también se
han asociado con su resistencia a otros efectores de la respuesta inmune innata,
incluyendo péptidos antimicrobianos y la activacion del complemento (Hoffmann

et al., 1983; Conde-Alvarez et al., 2012).



1.7. Ciclo de vida intracelular

El factor clave en el éxito de Brucella spp corresponde a su habilidad para
sobrevivir y replicar dentro de células fagociticas, principalmente macréfagos, los
gue constituyen su principal nicho replicativo (Jones y Winter, 2012). Esto se
debe a distintas adaptaciones que le permiten resistir las condiciones adversas
del medio intracelular de estas células, lo que incluye proteasas, pH acido,
especies reactivas de oxigeno y bajos niveles de nutrientes (Pratt et al., 2015;
Glowacka et al., 2018). La internalizacion de la bacteria se lleva a cabo por
fagocitosis, mediada por dos mecanismos diferentes: El primero responde a la
bacteria opsonizada, la cual sera internalizada a través de los receptores del
complemento, mientras que Brucella no opsonizada lo hara a través de la
interaccién con receptores de fibronectina y lecnita (Campbell et al., 1994). Este
proceso es fundamental, puesto que la opsonizacion de las bacterias mejora la
capacidad bactericida de los macrofagos (Eze et al., 2000). Por su parte, la
internalizacion de Brucella no opsonizada se lleva a cabo a través de balsas
lipidicas, las que ademas contribuyen al trafico intracelular de la bacteria (Xavier

et al., 2010).

Durante la internalizacion, las bacterias se mantienen dentro de compartimientos
llamado vacuolas contenedoras de Brucella (BCV), las que atraviesan un
proceso de maduracion a través de la interaccion controlada con endosomas
tempranos y tardios, ademas de lisosomas, propios de la via endosomal (Starr

et al., 2008). Esta interaccion deriva en la adquisicion de diversos marcadores



endociticos, primero tempranos y progresivamente tardios (Bellaire et al., 2005;
Celli et al., 2003), y en la acidificacion de la BCV (Starr et al., 2008). Esta
disminucion del pH juega un rol fundamental para el ciclo de vida intracelular de
Brucella, puesto que desencadena la expresion de genes bacterianos asociados
a su supervivencia, ademas de uno de los principales determinantes de la
patogenicidad de esta bacteria, el sistema de secrecion VirB Tipo IV (T4SS)
(Boschiroli et al., 2002). Este complejo macromolecular actia traslocando
proteinas efectoras desde la envoltura bacteriana hacia el citosol de las células
huésped con diversas funciones, resultando fundamental para la supervivencia
intracelular de Brucella y el establecimiento de una infeccion crénica (Boschiroli
et al., 2002). T4SS induce la perdida de marcadores endosomales y permite el
establecimiento del nicho replicativo de la bacteria a través de la interaccion del
BCV con estructuras del reticulo endoplasmico, dando inicio a la replicacion
bacteriana (Celli et al., 2003). La ultima etapa consiste en la remodelacion del
BCV a través de la interaccion con estructuras de membrana en forma de
“‘medialuna”, dando origen a las BCV autofagicas, que se forman a través de la
activacion de un conjunto de maquinarias moleculares asociadas a la autofagia
y que se relacionan estrechamente con el proceso de salida de la bacteria desde

la célula, dando lugar a nuevos procesos infecciosos (Starr et al., 2012).

A diferencia de otro patdégenos intracelulares, la salida de la bacteria no resulta
en la lisis de las células infectadas, por el contrario, Brucella tiene la capacidad

de inhibir la apoptosis en monocitos y macrofagos, manteniendo asi su nicho
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replicativo (Cui et al., 2014). De igual manera, se ha determinado que Brucella
tiene la capacidad de modular la respuesta de estas células, afectando la
produccion de citoquinas claves para el desarrollo de la respuesta inmune y la
eliminacion de patégenos (Czyz et al.,, 2017)ademas de inducir cambios
metabolicos que estan relacionados a la activacién de los macréfagos (Czyz et
al., 2017), inhibiendo la correcta activacibn de monocitos y macréfagos en
infecciones crénicas a través de mecanismos que aun no se han clarificado

completamente (Wang et al., 2017).

1.8. Activacién de los macrofagos

La activacion de los macrofagos depende de los distintos estimulos a los que
estén expuestos en un determinado microambiente, adquiriendo capacidades
funcionales especiales y adoptando un fenotipo caracteristico a través de una
serie de modificaciones morfolégicas y bioquimicas, en un proceso que recibe el
nombre de polarizacion (Mantonavi et al., 2002; Murray et al., 2014). A raiz de
esto, es posible identificar dos grandes sub-grupos de macrofagos segun su

fenotipo:

La via clasica, activada por citoquinas pro-inflamatorias y moléculas de origen
bacteriano, induce en los macréfagos un fenotipo M1 (Adams y Hamilton, 1984),
caracterizados por la produccién de oxido nitrico a través de la enzima éxido
nitrico sintasa, especies reactivas de oxigeno y citoquinas pro-inflamatorias

como IL-6, IL-1B y TNF-a (Klimp et al., 2002), que aumentan la capacidad
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citotoxica de los macrofagos y su efecto antiproliferativo, asi como también un
aumento en moléculas del complejo de histocompatibilidad de clase Il y distintos
marcadores de membrana que estan involucrados en la presentacion efectiva de

antigenos (Mantonavi et al., 2004)

Por otro lado, la activacion por la via alternativa de los macréofagos, inducida por
citoquinas del tipo anti-inflamatorio como IL-4 e IL-13, complejos inmunes,
células fungicas, parasitos y moléculas antiinflamatorias como TGF-f3, IL-10 y
glucocorticoides (Murray et al.,, 2014; Mantonavi et al., 2004), provoca la
polarizacion a macrofagos con un perfil M2, enfocado a la resolucién de la
inflamacion y la reparacién de los tejidos (Gordon et al., 2010). Esta funcion se
desarrolla a través de un fenotipo caracterizado por su produccion de citoquinas
anti-inflamatorias, principalmente IL-10 y TGF-B, componentes de la matriz
extracelular y factores angiogénicos y quimiotacticos, ademas de la disminucion
de los niveles de citoquinas pro-inflamatorias (Mantonavi et al., 2004; Gordon et
al., 2010; Bohlson et al.,, 2014). Estos macréfagos también aumentan su
capacidad endocitica y fagocitica, la expresion del receptor de manosa (CD206)
y no son capaces de producir 6xido nitrico, cambios que los vuelven incapaces

de controlar el desarrollo de patégenos intracelulares (Gordon et al., 2010).

La diversidad y plasticidad en términos de fenotipo y funcidén son caracteristicas
fundamentales en los macréfagos (Biswas y Mantonavi, 2010). Estas células
tienen la capacidad de re-polarizarse, cambiando su fenotipo funcional cuando

los estimulos de su microambiente varian (Bosco, 2019). En relacion a estas
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capacidades inherentes de los macrofagos, se ha determinado que, frente a
diversos estimulos, estas células activan diversos programas transcripcionales,
lo que indica que el espectro de activacion es mas amplio (Xue et al., 2014),
donde los macréfagos no adoptan exclusivamente un solo perfil, si no que se
presentan en estados intermedios entre los fenotipos M1y M2 propios para cada
estimulo diferente (Mosser y Edwards, 2008). Caracterizar los mecanismos
moleculares que regulan el proceso de polarizacion de los macréfagos y sus
distintos fenotipos ha sido uno de los principales objetivos en el estudio de la
biologia y funcion de estas células, puesto que su alteracién se asocia al

desarrollo de diversas patologias (Tugal et al., 2013; Zhang et al., 2014).

1.9. ARNSs largos no codificantes como reguladores transcripcionales en el

desarrollo de lainmunidad

Los ARN no codificantes (nCARN) se definen como moléculas de ARN
funcionales que no son traducidos en proteinas, pero actian regulando la
expresion geénica en diversos procesos biologicos fundamentales (Batista y
Chang, 2013). Representan una parte importante de la transcripcion, puesto que
se estima que tan solo el 2% de los transcritos de ARN producidos en este
proceso es traducido en proteinas (Palazzo y Gregory, 2014). Los ncARN
pueden clasificarse bajo diversos criterios, tales como su ubicacion, funcién y
tamafio. Un subtipo de estas moléculas, llamados ARNSs largos no codificantes
(LncARNS), han cobrado relevancia durante la ultima década, debido a que

cumplen un rol critico en la regulacion de procesos tales como la proliferacion
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celular, apoptosis y diferenciacion celular (Hu et al., 2013), ademas de modular

la respuesta celular tanto fisiolégica como patoldgica (Maass et al., 2014).

Se clasifica como LncARN a aquellos ncARN superiores a 200 pares de bases
(Pelechano y Steinmetz, 2014), y estos se pueden subdividir segin su
biogénesis, estructura o mecanismo de accion (Dahariya et al., 2019). La
mayoria de los LncARN son producidos por la enzima ARN polimeraza Il, por lo
gue comparten caracteristicas estructurales con los ARN mensajeros, tales
como la poliadenilacién y el casquete (Quinn y Chang, 2016). En los ultimos
anos, se ha descrito que los LncARN también estan involucrados en la regulaciéon
de la respuesta inmune y el desarrollo de la inflamacion (Atianand y Fitzgerald,
2014; Elling et al., 2016), observandose que su desregulacién contribuye al
desarrollo de enfermedades inflamatorias y a una respuesta inmune aberrante

(Carpenter, 2016).

Al analizar los mecanismos de accion de LncARNSs relacionados a la inmunidad,
se descubrié que estan localizados cerca de genes que codifican para proteinas
gue varian su expresion relativa durante el desarrollo de la respuesta inmune
(llott et al., 2014), regulando su expresion génica (Krawczyk y Emerson, 2014, Li
et al.,, 2013). Similar a las proteinas, se especula que los LncARN presentan
dominios de uniéon a proteinas y/o secuencias de ARN o ADN, siendo este el
mecanismo de accién de la mayoria de los LncARN relacionados a la inmunidad
(Yang et al., 2014; Heward y Lindsay, 2014). Se ha demostrado que estos actlan

impidiendo la unién entre proteinas y ADN o entre proteinas, asi como también
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interactuando con miembros de la familia de las ribonucleoproteinas nucleares
(Carpenter et al., 2013), y complejos modificadores de la cromatina (Rosseto et
al., 2013), para reprimir o0 activar la expresion de estos genes. Evidencia
emergente indica que los LncARNs actian como reguladores transcripcionales
importantes en la respuesta de monocitos y macrofagos (Heward y Lindsay,
2014). Ademas, se ha logrado identificar diversos LncARN involucrados
directamente en la regulacién del proceso de polarizacién de macrofagos (Hu et

al., 2016; Huang et al., 2016).

1.10. ARN largo no codificante Malat-1 y su rol en la polarizacién de los

macrofagos

Dentro del grupo de LncARN implicados en la activacion de macréfagos, se
encontr6 que Malat-1, un LncARN altamente conservado entre especies de
mamiferos en términos de secuencia y estructura (Johnsson et al., 2014),
participa activamente en la regulacion del proceso de activacion de macréfagos
(Masoumi et al., 2018). En un estudio reciente (Cui et al., 2019), se describié que
Malat-1 presenta una expresion diferencial en los distintos estados de activacion
de macrofagos; aumentando al tratar las células con LPS, promoviendo una
activacion del tipo proinflamatoria, y disminuyendo en macrofagos de tipo anti-
inflamatorios inducido con IL-4. En un modelo de macréfagos “knockdown”, a
través de la metodologia de ARN de interferencia para Malat-1, estas células
disminuyeron su produccion de citoquinas pro-inflamatorias al ser tratadas con

LPS y presentaron una disminucion en su capacidad bactericida frente a
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Escherichia coli. Ademas, estos macréfagos presentaban una mayor expresion
de marcadores del tipo M2 al ser tratados con IL-4 en relacion a macrofagos sin
tratamiento, indicando que el silenciamiento de Malat-1 promueve este fenotipo
(Cui et al., 2019). A través de la secuenciacion del ARN de macréfagos
knockdown para Malat-1, se determiné que uno de sus principales blancos
transcripcionales en el proceso de polarizacidbn de macréfagos es la proteina
Clecl6a, la cual aumenta su expresion en células tratadas con LPS de forma
similar a Malat-1, ademas de atenuar la produccidon de citoquinas
proinflamatorias al disminuir su expresion, lo que entrega importantes
antecedentes del posible mecanismo de accién de Malat-1 (Cui et al.,
2019).Finalmente, en el mismo estudio se generaron ratones knockout para
Malat-1 en células mieloides, los cuales demostraron una disminucion en la
inflamacioén sistémica inducida por LPS y macrofagos alveolares con un fenotipo
M2 aumentado en el contexto de una fibrosis pulmonar, lo que, en conjunto a los
experimentos anteriores, indica que Malat-1 cumple un papel importante en la

regulacion del proceso de activacion de estas células (Johnsson et al., 2014).

En sintesis, explorar el rol de los ARNs largos no codificantes durante el proceso
de polarizacion de macroéfagos infectados por Brucella abortus representa un
enfoque novedoso para el estudio de esta enfermedad, aportando nuevos puntos
de interés en el desarrollo de la inmunidad innata mediada por macréfagos, con
la posibilidad de extrapolar estos resultados al desarrollo de otras patologias

infecciosas, asi como también el resto de funciones que cumplen los macréfagos
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para mantener la homeostasis del organismo. Esto debido a que existe poca
informacion sobre la funcién de los LncARN en el desarrollo de la respuesta
inmune y los mecanismos involucrados en la eliminacion de patdégenos
(Hadjicharalambous y Lindsay, 2019).

A partir de lo anteriormente expuesto, surge la siguiente pregunta de
investigacion: ¢Como se relaciona el proceso de polarizacidon de macréfagos
infectados con Brucella abortus con la expresion relativa del ARN largo no

codificante Malat-1 y la posterior sobrevida intracelular de la bacteria?
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2. HIPOTESIS

“La infeccion por Brucella abortus inducird un fenotipo pro-inflamatorio en
macréfagos murinos, asociado a un aumento en la expresion relativa del ARN

largo no codificante Malat-1, crucial para la eliminacién de la bacteria”
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:

“Relacionar el proceso de polarizacion de macrofagos murinos infectados por
Brucella abortus 2308 con la expresion relativa del ARN largo no codificante

Malat-1 y evaluar cdmo afecta la sobrevida intracelular de la bacteria”

3.2. Objetivos especificos:

1. Determinar cambios en la expresion relativa del ARN largo no codificante
Malat-1 en macrofagos murinos infectados por Brucella abortus 2308.

2. Caracterizar el fenotipo inducido por la infeccion de Brucella abortus 2308 en
un modelo murino de macroéfagos.

3. Evaluar la funcién del ARN largo no codificante Malat-1, a través del
silenciamiento de su expresion relativa, en el proceso de polarizacion de
macrofagos murinos y en la supervivencia intracelular de Brucella abortus

2308.
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4. METODOLOGIA

4.1. Objetivo 1: Determinar cambios en la expresion relativa del ARN largo
no codificante Malat-1 en macréfagos murinos infectados por Brucella

abortus 2308.
4.1.1 Cultivo celular y bacteriano

Las lineas celulares de macrofagos murinos RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) y
J774A.1 (ATCC® TIB-67™) se cultivaran en placas de 6 pocillos en medio de
eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (ambos provistos por Gibco) a 37°C con aire humedecido y 5% CO:2 hasta
80% de confluencia. Las células seran co-cultivadas con LPS (invitrogen) e IL-4
(Inmuno-Biomédica) para inducir los grupos de control correspondientes a un
fenotipo pro-inflamatorio y reparador respectivamente (Huang et al., 2018). La
cepa virulenta Brucella abortus 2308 se obtendra de nuestro cepario. Todo el
trabajo con bacterias vivas se realizara en instalaciones de bioseguridad nivel 2.
Los cultivos se realizaran en agar Brucella a 37°C y 5% CO: durante 72 horas.
El traspaso se realizara utilizando caldo Brucella (ambos medios provistos por

AndesIimport) cultivado en las mismas condiciones.
4.1.2. Ensayo de infeccién

Se realizara un recuento de macrofagos vivos por el método de azul de tripano

(Strober, 2001) hasta obtener aproximadamente 10° células. Estas seran
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infectadas usando una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1:100 (Smith et al.,
2013) y se cultivaran a 37°C con aire humedecido y 5% de CO2 durante 4, 8, 12,

24y 48 horas.

4.1.3. Extraccion de ARN

El ARN total se extraera utilizando el método de Trizol (Chomczynski, 1993).
Para esto, las células seran centrifugadas a 800rpm durante 10 minutos
eliminando el sobrenadante para luego resuspender en PBS 1x. Posterior a esto,
se centrifugaran a 7500rpm por 25 segundos, se eliminara el sobrenadante
nuevamente y se agregaran 250uL de PBS 1x, 750uL de Trizol (Invitrogen) y
200uL de cloroformo para centrifugar a 12000rpm por 10 minutos. Del producto
se colectara la fase acuosa para agregarle 500uL de isopropanol y se
centrifugara nuevamente a 12000rpm por 15 minutos. Se eliminara el
sobrenadante y se agregara etanol al 75%. Finalmente se centrifugara a
7500rpm por 5 minutos, se eliminara el sobrenadante y se resuspendera el
producto en 10uL de agua libre de ARNasa (Invitrogen). La concentracién y
pureza del ARN extraido sera analizado en placas de nanogotas, midiendo 2uL

de muestra en un equipo Tecan Infinite M200 (Aranda et al., 2009).

4.1.4. Evaluacion de la expresion relativa

La expresion relativa de Malat-1, IL-6, IL-1B, [I-10, TNF-a y TGF-B sera
cuantificada a través del método de RT-qPCR (Bustin y Nolan, 2004) en un

equipo Agilent Technologies AriaMx Real Time PCR system. La secuencia de
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los partidores se muestra en la tabla 1-1, mientras que la expresion de mARN

sera normalizada con la expresion de GAPDH de raton.

Tabla 4-1. Secuencia de Partidores.

Nombre del partidor Secuencia del partidor

Malat-1 5-CATGGCGGAATTGCTGGTA-3’
5-CTGCCAACAGCATAGCAGTA-3

IL-1b 5-GTACTCCAGAAGACCAGAGG-3’
5-TGCTGGTGACAACCACGGCC-¥

IL-6 5'-CTGGAGCCCACCAAGAACGA-3'
J,f,f, 5'-GCCTCCGACTTGTGAAGTGGT-3'

IL-10 ‘ 5'-CCAGTACAGCCGGGAAGACA-3'
. 5-GAAGGCAGTCCGCAGCTCTA-3'

TNF-a ! 5'-CCAGGCAGGTTCTGTCCCTT3
~ 5-ATAGGCACCGCCTGGAGTTC-3'

TGF-B 5'-GCCACTGCCCATCGTCTACT.3

5'-CACTTGCAGGAGCGCACAAT-3'

Para generar el ADN copia a partir del ARN mensajero se usara el kit “maxima
first strand cDNA Synthesis for RT-gPCR, with dsDNase” (Thermo Cientific).
Primero se mezclaran y centrifugaran los componentes, para luego incubarlos
por 2 minutos a 37°C en un termociclador, se agregara el mix de reaccion 5x, el
mix maxima de enzimay el agua libre de nucleasa, se mezclaran y centrifugaran.
Finalmente, se incubaran por 10 minutos a 25°C seguido por 15 minutos a 50°C.
Para el protocolo de qPCR se utilizara el reactivo “Takyon Rox SYBR MasterMix

dTTP Blue” (Eurogentec), se preparara el mix de reaccién segun lo indica el
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fabricante. Luego se agregaran 2,5uL del ADN de copia generado anteriormente
en la placa de PCR y se agregaran 17,5 uL del mix de reaccion. Finalmente, los

ciclos se realizaran segun indica el fabricante.

4.2. Objetivo 2: Caracterizar el fenotipo inducido por la infeccién de

Brucella abortus 2308 en un modelo murino de macréfagos.

4.2.1. Deteccion de Citoquinas

Los niveles de IL-1b, IL-6, TNF-qa, IL-10 y TGF-B seran cuantificados a partir del
sobrenadante de los cultivos de macrofagos infectados con Brucella abortus a
través del método de Elisa Sandwich (Huang et al., 2018). Los kits de reactivos
son provistos por Inmuno-Biomedica ltda. Para esto se sensibilizara la placa con
100uL/pocillo de anticuerpo de captura y se incubara durante la noche a 4°C.
Luego, se aspiraran los pocillos y lavaran 3 veces con 250uL/pocillo de tampdn
de lavado y se secaran. Posteriormente, se bloquearan los pocillos con 200uL
de diluyente ELISA/ELISPOT (1x) a temperatura ambiente por 1 hora. Luego se
generara una curva de calibrado para cada citoquina y se agregaran en las
placas en sus pocillos correspondientes, de igual manera que con las muestras.
Finalizado el proceso, la placa se sellara e incubara durante 2 horas, se lavaray
se agregara 100uL/pocillos de anticuerpo de deteccidn, se sellara y se incubara
durante 1 hora. Finalmente, se repetird el proceso de lavado y se agregara

estreptavidina-HRP diluida (Invitrogen), y posterior a sellar, incubar y lavar, se
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agregara solucion TMB 1 (Invitrogen) y se incubara por 15 minutos. Finalmente,

la cuantificacion se realizara a 450nm en un equipo Biotek ELX50.

4.2.2. Caracterizacion fenotipica

Para caracterizar el fenotipo adoptado por los macréfagos se analizaran los
distintos grupos por citrometria de flujo. Con este objetivo se utilizara el marcador
CD11b, caracteristico de macréfagos, asi como CD86 y CD206, caracteristicos
de los fenotipos M1 y M2 respectivamente (Huang et al., 2018). La estrategia a
utilizar serd determinar primero la poblacion de células viables a través de un
marcador, para luego determinar los eventos positivos para CD11b y finalmente

un analisis fenotipico de CD86 vs CD206.

4.3. Objetivo 3: Evaluar la funcion del ARN largo no codificante Malat-1, a
través del silenciamiento de su expresion relativa, en el proceso de
polarizacion de macréfagos murinos y en la supervivencia intracelular de

Brucella abortus 2308.

4.3.1. Silenciamiento de Malat-1 a través de ARN de interferencia

Para evaluar funcionalmente el rol de Malat-1 durante el proceso de polarizacion
inducida por Brucella abortus se silenciara su expresion, utilizando la
metodologia de ARN de interferencia (SIARN), para luego caracterizar el fenotipo
adoptado por este modelo silenciado. Este objetivo se llevara a cabo con el kit
comercial “Silencer™ siRNA Starter Kit” (invitrogen), que incluye el reactivo de

transfeccion siPORT NeoFX, los ARN de interferencia a utilizar en los grupos de
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control y dos meétodos para la deteccion del silenciamiento. En resumen, se
prepararan las soluciones de SiARN-Malatl, SIARN-GAPDH como control
positivo del silenciamiento y SiIARN-negativo (sin blanco en la célula) como
control negativo segun detalla el fabricante, ademas de preparar un grupo de
células que se transfectan de manera “simulada”, sin agente de transfeccion ni
SIARN. Estas células seran tratadas con tripsina y resuspendidas en medio de
crecimiento normal. En paralelo se prepararé el reactivo de transfeccion siPORT
NeoFx, diluyéndolo con medio Opti-MEM | en un tubo conico, para luego
incubarlo por 10 minutos a temperatura ambiente. Posterior a esto se procedera
a diluir la solucién de SIARN correspondiente a cada grupo en medio Opti-MEM
| y se mezclara con el reactivo de transfeccion recién preparado, dejando incubar
por 10 minutos, formando un complejo SIARN/SIPORT NeoFx que sera
depositado en una placa de cultivo segun corresponda a cada grupo. Finalmente
se agregaran las células resuspendidas para incubarlas a 37°C durante 24 horas.
Pasado ese tiempo se procedera a reemplazar el medio con medio de cultivo
fresco. Completado el proceso se verificara visualmente la morfologia de las
células en busca de evidencia de efectos citotéxicos importantes a través de la
observacién microscopica. Posterior a este paso, se monitoreara la efectividad
del experimento a través de la metodologia de Western Blot, para detectar
cambios en la presencia de la proteina GAPDH, y de RT-qPCR para determinar
cambios en su expresion relativa. De igual manera se determinardn cambios en

la expresion relativa de Malat-1 en el grupo correspondiente. La cantidad de
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células a utilizar y el volumen de los reactivos seran determinados a traves de
un proceso de estandarizacion segun las indicaciones del fabricante, el
anticuerpo monoclonal Anti-GAPDH y los partidores para su deteccion son
provistos por el kit comercial, mientras que el ARN de interferencia para el
silenciamiento de Malat-1 corresponde a una secuencia pre-disefiada por

Invitrogen Silencer, segun sus estandares de especificidad y efectividad.

4.3.2. Ensayo de supervivencia intracelular

Posterior a la transfeccion de las células con el ARN de interferencia y el ensayo
de infeccion con Brucella abortus 2308, se aplicara 30 pg/mL de gentamicina
para eliminar las bacterias del medio extracelular, para luego lisar las células
utilizando desoxicolato de sodio 0,5% en PBS. Para realizar el recuento se
sembraran diluciones seriadas (Hoben y Somasegaran, 1982) en placas de agar
Brucella, realizando un conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) para
calcular el porcentaje de sobrevida intracelular en un grupo de macréfagos
control y un grupo knockdown para Malat-1 a 12, 24 y 48 horas.

A través del silenciamiento de Malat-1 esperamos demostrar que su expresion
es esencial para una correcta polarizaciéon de macrofagos murinos, lo que a su

vez es fundamental para efectuar su accion bactericida.
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5. PLAN DE TRABAJO

Tabla 5-1. Carta Gantt.

Objetivos especificos: Actividades / meses 6 12 18 24
Objetivo 1: Determinar cambios en la expresion relativa del

ARN largo no codificante Malat-1 en macr6fagos murinos

infectados por Brucella abortus 2308.

a) Cultivo celular y bacteriano X X X
b) Ensayo de infeccion X X

c) Extraccion de ARN X X

d) Evaluacion de la expresion relativa X X

Objetivo 2: Caracterizar el fenotipo inducido por lainfeccion

de Brucella abortus 2308 en un modelo murino de

macroéfagos

a) Deteccién de citoquinas

b) Caracterizacion fenotipica

Objetivo 3: Evaluar la funcién del ARN largo no codificante

Malat-1, através del silenciamiento de su expresién relativa,

en el proceso de polarizacion de macréfagos murinos y en

la supervivencia intracelular de Brucella abortus 2308.

a) Silenciamiento de Malat-1 a través de ARN de interferencia X X X
b) Ensayo de supervivencia intracelular X X X

Fecha presentacion Informe Final: 31 marzo de 2023
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6. TRABAJO EN PROGRESO

Resultados previos obtenidos por nuestro grupo de trabajo determinaron que el
ARN largo no codificante Malat-1 aumenta su expresion en células RAW 264.7
infectadas con Brucella abortus RB51 y Brucella abortus 2308 muertas por calor
a 6 horas de infeccion. Para realizar este experimento, se utilizé la metodologia
de RT-gPCR para medir cambios en la expresion relativa del ARN largo no
codificante Malat-1 en la linea celular RAW 264.7, en el contexto de una infeccion
con Brucella abortus 2308, Brucella abortus 2308 muerta por calor y Brucella
abortus RB51. Para esto se utilizé un grupo control de macréfagos no inducidos,
ademas de un grupo de macrofagos estimulados con LPS (0.1 uM) y un grupo
de macrofagos estimulados con IL-4 (0.1 uM). La extraccién de ARN se realiz6
a través del método de trizol, a partir del cual se midi6 la expresion relativa de

Malat-1 a 1 y 6 horas de infeccion.

Malat-1
30+
® No estimulado

_g 204 < m 2308
& A RB51
2 2308 Muerta por calor
5 101 & LPS
o 1 o IL-4
3 g-.!.i.{-..—..’.....!.l.
i

-10 r T

1 hora 6 horas

Fig. 2: Cuantificacion de la expresion relativa de Malat-1. Se muestran los niveles
de expresion relativa en células RAW 264.7 sin tratamiento (control), infectadas con



28

B.abortus 2308, B.abortus 2308 muertas por calor, B.abortus RB51, co-cultivadas con
LPS y co-cultivadas con IL-4 durante 1 y 6 horas post-tratamiento. Como gen de
referencia se utiliz6 GAPDH y se normalizé su expresién usando células sin tratamiento.
A 1 hora de estimulacién se detecté una disminucion en la expresion relativa de
Malat-1 en células RAW 264-7 estimuladas con LPS e IL-4, sin cambios
significativos en los grupos infectados con Brucella. A partir de las 6 horas, se
observa un marcado aumento en el grupo estimulado con LPS e IL-4. De igual
manera, la expresion de Malat-1 aumento en células RAW 264.7 infectadas con
Brucella abortus 2308 muertas por calor y Brucella abortus RB51 a 6 horas de
infeccion, a diferencia de la cepa silvestre 2308. Esta expresion diferencial de
Malat-1 en células infectadas con Brucella abortus RB51 puede tener relacion
con las caracteristicas estructurales propias de las cepas rugosas, cuyo LPS
carece del antigeno O, un factor de virulencia clave para la supervivencia de
Brucella. Se ha reportado que esta cepa presenta una menor capacidad para
sobrevivir la actividad bactericida de los macréfagos (Clapp et al., 2011).
Ademas, en términos generales, las variantes rugosas de Brucella presentan una
mayor eliminacién intracelular en macréfagos asociado a una mayor activacion
de estas células en comparacién con cepas lisas, como Brucella abortus 2308

(Fernandez-Prada et al., 2001; Fernandez-Prada et al., 2003; Rittig et al., 2003).

El aumento de la expresion relativa de Malat-1 detectado en células RAW 264.7
infectadas con Brucella abortus 2308 muertas por calor podria indicar que la

viabilidad de la bacteria es determinante para la activacion de este ARN largo no
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codificante. Este fendmeno podria explicarse debido a que, aunque las bacterias
muertas por calor mantienen sus componentes estructurales, el trafico
intracelular de Brucella y el éxito de su infeccién depende de la capacidad de la
bacteria para controlar la interaccién de la vacuola contenedora de Brucella y los
componentes de la via endosomal, asi como también la expresion de factores
de virulencia propios de Brucella (Starr et al., 2008; Boschiroli et al., 2002), lo
gue podria relacionarse con cambios en la activacion de los macréfagos. Sin
embargo, estos datos corresponden a resultados previos cuya dispersion
dificultan su interpretacion, presentando valores que escapan de la tendencia, lo
gue podria indicar un error humano en su realizacidén. Para determinar cambios
en la expresion relativa de Malat-1 asociados a la infeccion por Brucella abortus
es necesario repetir estos experimentos y ampliar los tiempos de infeccion.

En relacion al objetivo 2, se midio la produccion y secrecion de citoquinas con el
objetivo de caracterizar el fenotipo funcional adoptado por la linea celular RAW
264.7 frente a la infeccién con la cepa virulenta Brucella abortus 2308. Para esto,
se realizé un ensayo de infeccion utilizando una MOI de 100 segun lo descrito
en la metodologia. Para completar este experimento se utilizé6 un grupo control
de macréfagos no infectados, ademas de un grupo de macrofagos estimulados
con 100ng/mL de LPS para inducir un fenotipo pro-inflamatorio M1 y un grupo de
macréfagos estimulados con 20ng/mL de IL-4 para inducir un fenotipo anti-

inflamatorio M2. Completado este proceso, se recolectd el sobrenadante de
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estos cultivos a las 8 y 12 horas para realizar un ensayo de ELISA para

determinar la concentracion de IL-6, TNF-a, IL-10 y TGF-B.
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N B. TNF-a
_— *kk%k * %k %
** —
' *xk —
Rk ok P ™ T
[ [ 1000+
dkdok  dokkk Rkkk kKK *ﬂ‘* Frx FREE kX I Control
600- I | N
- T Il Control 60 L o T 8 Lps
= LPS = 600 = IL-4
= 4007 = 14 £ O 2308
£ 0 2308 2 400+
o
e
200
i |
o-Lmm | | L 0- —j
8 horas 12 horas 8 horas 12 horas

Fig. 1 Concentracién de citoquinas cuantificado a través de ELISA sandwich. Se
muestra la concentracion de citoquinas expresada en pg/mL a partir del sobrenadante
de células RAW 264.7 sin tratar (control), co-cultivadas con LPS, co-cultivadas con IL-4
e infectados con B. abortus 2308. (A) Concentracion de IL-6 en el sobrenadante de
células RAW 264.7 a 8 y 12 horas post-tratamiento. (B) Concentracion de TNF-a en el
sobrenadante de células RAW 264.7 a 8 y 12 horas post-tratamiento.

Como se esperaba, la infeccion con Brucella abortus 2308 indujo un aumento en
los niveles de TNF-a e IL-6 de manera significativa, con niveles comparables al
grupo estimulado con LPS a 8 y 12 horas de infeccidon. Niveles altos de ambas
citoquinas son caracteristicas del fenotipo M1 debido a su actividad pro-
inflamatoria, concordantes a la estimulacion con LPS.

De igual manera, se determinaron los niveles de IL-10 y TGF-b, dos citoquinas
producidas de manera caracteristica por macrofagos que adoptan un fenotipo

M2 debido a su actividad anti-inflamatoria. La presencia de estas citoquinas era
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esperable en el grupo estimulado con IL-4, pues se corresponde con un estimulo
anti-inflamatorio, sin embargo, no se detectd en ninguno de los grupos de
estudio.

Respecto al objetivo 3, se mantiene en curso la estandarizacion del kit comercial
“Silencer™ siRNA Starter Kit” (invitrogen) para silenciar la expresion relativa de
Malat-1 en células RAW 264.7. Con este objetivo, se utilizaron los rangos de
optimizacion recomendados por el fabricante para el nimero de células a tratar

y el volumen de reactivo a utilizar, segun la siguiente tabla:

Tabla 6-1. Rangos de optimizacion.

Numero de SiPORT 2 yM siARN Complejo
Células NeoFX Recomendado SiARN/siPORT
(rango de (rango de (rango de NeoFX o
optimizacién) optimizacién) optimizacion) medio Opti-
MEM | para los
controles
Cantidad por 2.4%10° 5uL 45 uL 600 uL
Transfeccién (1.2-3.6 X 105) (2-6 L) (7.5-45 pL)

A partir de dichos valores, se disefid un experimento utilizando un grupo de
macrofagos transfectados con siARN-Malat-1 y tres grupos de control:
macrofagos transfectados con siARN- GAPDH, macrofagos transfectados con
siARN-negativo y macréfagos tratados con los reactivos segun el protocolo, pero
sin agente de transfeccién ni siARN. Finalizado el experimento, se determind que
no habia presencia de alteraciones morfolégicas importantes a través de una

observacién microscépica y se realizd una extracciéon de ARN segun el método
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de trizol. La concentracion de ARN obtenida para cada muestra se midio
utiizando un meétodo de nanogota en un equipo Tecan Infinite M200,

obteniéndose los resultados sefialados a continuacion en la tabla 1-4.:

Tabla 6-2. Concentracion de ARN extraido.

Se muestra la concentracién de ARN extraido por el método de trizol a partir de células
RAW 264.7 tratadas con siARN Malat-1, siARN GAPDH, siARN negativo y Células
tratadas sin agente de transfeccion ni siARN (M) expresada en ng/uL.

Concentracién ARN
Muestra
(ng/uL)
siMalat-1 227,64
(€))
siMalat-1 222,92
(2
siMalat-1 374,68
3
SiGAPDH 320,28
1)
SiGAPDH 5257
(2
SiGAPDH 235,64
3)
SINEG 192,84
1)
SINEG 332,68
(2)
SINEG 436
3)
573,56
Me (1)
648,8
Mo (2)
462,96
Meo (3)

Los métodos para la deteccion del silenciamiento estan en preparacion.
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7. RECURSOS DISPONIBLES:

El Laboratorio de Inmunologia del Departamento de Microbiologia, de la Facultad

de

Ciencias Biologicas de la Universidad de Concepcion, cuenta con la

infraestructura y el equipamiento necesarios para llevar a cabo el desarrollo de

este proyecto, incluyendo:

1)

2)

3)

4)

Una sala de cultivo celular, equipada con un gabinete de flujo laminar, un
microscopio invertido, un separador magnético para subpoblaciones
(Miltenyi-Biotech), un refrigerador, una centrifuga con enfriamiento, tanque
de nitrégeno liquido e incubadoras con COx.

Un Laboratorio de Bioseguridad tipo Il con acceso restringido y contencion
microbiolégica parcial para trabajar con agentes de riesgo del grupo Il
(Manual de Normas de Bioseguridad y Riesgos Asociados-Fondecyt-
CONICYT). Este Laboratorio se encuentra equipado con incubadoras y
gabinete de flujo laminar, donde son cultivadas las bacterias patégenas y se
realizan los ensayos de infeccion.

Un laboratorio con equipamiento basico para realizar diversas técnicas
inmunoldgicas. Este incluye: microscopios, dos congeladores -20°C, un
congelador -80°C, pHmetro, Lector de placas Elisa Victor X3.

Un laboratorio con equipamiento basico para el desarrollo de técnicas
moleculares, los que incluyen tres termocicladores, mini centrifuga con

enfriamiento, dos congeladores -20°C, camaras para electroforesis en geles
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de agarosa y camaras de electroforesis en gel de poliacrilamida con fuentes
de poder, visualizador de geles con UV y un Sistema de PCR en tiempo-Real
AriaMXx.

5) Una sala de estudio/oficina para estudiantes asociados al laboratorio.

Ademas, dentro de las dependencias de la Universidad de Concepcion se tendra
acceso a un equipo Tecan Infinite M200 y un citometro de flujo de ultima
generacion BD LSR Fortessa X-20. Por ultimo, el Departamento de Microbiologia
proporcionara las facilidades para la preparacion de reactivos y medios de

cultivo, ademas del sistema de esterilizacion de materiales.



35

8. JUSTIFICACION DE RECURSOS SOLICITADOS:

8.1. Personal técnico y/o de apoyo

Tabla 8-1. Personal.

Personas que ejercen funciones permanentes durante la ejecucion del proyecto:

Personal Horas de Meses de Remuneracion /

Técnico dedicacién dedicacién Honorarios m($)
Semana Mes Afio 1 Afo 2

Investigador 30 120 11 11 6.000

Principal

Técnico 1 22 88 11 11 4.000

Describa aqui las labores de cada personal técnico:
Personal 1 - Tareas: Esterilizacion de material, preparacion de reactivos y

medios de cultivo.
8.2. Gastos de operacion

Tabla 8-2. Gastos de operacion general.

Costo anual estimado de los subitem necesarios para una exitosa ejecucion del
proyecto.

Subitem Fundamente solicitud Aol Afo2
mE)  m($)
Materiales Para llevar a cabo el Proyecto son 8.000 10.000

necesarios sumistros de oficina (tales como
papel, lapices marcador, cartuchos de tinta,
etc.), material fungible de laboratorio (tales
como placas petri, tubos de ensayo, frascos
de cultivo, pipetas serolégicas, raspador de
células, placas de cultivo etc), reactivos para



Capacitaciones
Inscripcion
seminarios,
congresos,
talleres, etc.

Publicaciones,
Propiedad
Intelectual e
Industrial

Material
bibliogréfico y
suscripciones
Gastos en difusion

Softwares

Costos de
garantias de
boletas, pélizas y
pagarés
Reparacion y
arriendo de
equipos
Movilizaciones y
traslados
Atencion de
reuniones

Otros gastos de
operacién

la mantencion de cultivos celulares y
bacterianos, ademas de técnicas
moleculares (medios de cultivo, suero fetal
bovino, antibiéticos, antimicoéticos, agua libre
de nucleasas, reactivo Trizol, reactivo de
transfeccion, etc.) y kits comerciales y
anticuerpos para realizar inmunoensayos y
técnicas moleculares (Kit de ELISA, Takyon
Mastermix, anticuerpos para citometria de
flujo, “Silencer™ siRNA Starter Kit”, etc.)

Terminado el primer afio se presentaran los
resultados obtenidos en congresos de la
especialidad como parte del proceso de

discusion y apertura a otros miembros de la

comunidad cientifica.
Durante el segundo afio se realizari una
publicacién cientifica con los resultados

obtenidos en este proyecto. Algunas revistas

cientificas de interés en el area, como
“Frontiers In Immunology”, tienen costos de
publicacion.

La divulgacién cientifica es un eje central de
nuestro trabajo, por lo que se destinaran
recursos para la organizacion de jornadas
cientificas destinadas a profesionales del
area, estudiantes de pregrado y el resto de
la comunidad.

TOTAL:

36

500

2.500

2.000 2.000

10.000 15.000
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8.3. Equipamiento

Tabla 8-3. Gastos en equipamiento.

El monto solicitado incluye los gastos de importacién, adecuacion de espacios
fisicos, instalacion y puesta en marcha, mantencion, garantias y seguros.

Nombre Costo Fundamente solicitud
Equipamiento m($)
Ano TECAN Infinite®  15.000 Un equipo TECAN Infinite 200 propio
1 200 PRO facilitaria la cuantificacion de ARN con bajos

volimenes de muestra, ademas de evaluar
su pureza, lo que es fundamental para
analizar resultados de una extraccion de
ARN vy posterior qPCR.

Tabla 8-4. Gastos en infraestructura y mobiliario.

Indica el costo anual estimado solicitado para cada uno de los subitem,
necesarios para una exitosa ejecucion del proyecto.

Subitem Fundamente solicitud Afo 1 Afio 2
m($) m($)

Acondicionamiento de Reparacién del piso en la sala de 1.000
espacios fisicos alumnos.
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