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ROL DE LAS LIPOPROTEINAS DE BRUCELLA
ABORTUSEN EL DESARROLLO DE LA
RESPUESTA INFLAMATORIA EN BRUCELOSIS

RESUMEN

La inflamacién es un rasgo caracteristico de la brucelosis humana, presente
virtualmente en todos los 6rganos afectados por la misma. Esta particularidad, junto con
la deteccion de bacterias en los tejidos inflamados, sugiere que Brucella estimula una
robusta respuesta inflamatoria en los sitios en que se localiza.

Sin embargo, los mecanismos por los cuales estas bacterias desencadenan
esta respuesta son hasta el momento desconocidos.

A pesar del poderoso potencial inmunomodulador de las lipoproteinas bacterianas,
se les ha prestado hasta el momento poca atencién en la brucelosis.

En esta tesis investigamos la funcién de las lipoproteinas en el desarrollo de
la respuesta inflamatoria asociada a esta enfermedad, poniendo énfasis en la interaccion
de Brucella con distintos tipos celulares fundamentales en el desarrollo de la respuesta
innata. Nuestros resultados demuestran que B. abortus es capaz de inducir la respuesta

inflamatoria por medio de la activacibn y produccion de citoquinas en

monocitos/macréfagos, células dendriticas y neutréfilos. En relacion al componente de

Brucella responsable de inducir esta respuesta, nuestras observaciones experimentales
indican que las lipoproteinas de Brucella estarian implicadas en el desarrollo de la respuesta

inflamatoria en brucelosis.

Palabras claves: Respuesta inflamatoria, Brucella abortus, Brucelosis, Lipoproteinas,

Monocitos/mactréfagos, Células dendriticas, Neutréfilos.



ROLE OF BRUCELLA ABORTUS LIPOPROTEINS
IN THE DEVELOPMENT OF THE
INFLAMMATORY RESPONSE IN BRUCELLOSIS

ABSTRACT

Regardless of the diversity of signs and symptoms of human brucellosis,
inflammation is a hallmark of brucellosis, present in virtually all the organs affected by
this disease. This trait, together with the detection of the bacterium in the inflamed
tissues, suggests that Brucella stimulates a robust inflaimmatory response at sites of
localization.

Yet, the mechanisms by which these bacteria induce the inflammatory
response are unknown.

Despite the inherent immunomodulatory potential of bacterial lipoproteins, they
have not received much consideration in brucellosis. In this thesis we investigated for
the first time the role of lipoproteins in the development of the inflammatory
response associated with this disease.

Focusing on the interactions of Brucella with different cell types key in the
development of the innate immune response, we have demonstrated that B. abortus is
capable of inducing an inflammatory profile through the activation of, and cytokine
production by monocytes/macrophages, dendritic cells and neutrophils. Regarding to the
bacterial constituent responsible of inducing this response, our experimental observations
suggest that through the induction of phonotypical and functional changes associated
with the activation of the different cell types studied, lipoproteins might be implicated in

the development of the inflammatory response in brucellosis.

Key words: Inflammatory response, Brucella abortus, Brucellosis, Lipoproteins,
Monocytes/macrophages, dendritic cells, Neutrophils.
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Introduccion General

BRUCELOSIS

La brucelosis es una zoonosis endémica de distribuciéon mundial que afecta
al hombre y a distintas especies animales, entre ellas las relacionadas con la
actividad laboral ganadera [1). La disminucién de la capacidad reproductora y
abortos en el ganado, el parto de crias débiles y la contaminacién de lacteos y carne
hacen que esta enfermedad continde generando grandes pérdidas econémicas tanto
en la industria agropecuaria como en la salud publica. En nuestro pais se considera
que las pérdidas econdmicas relacionadas con la enfermedad superan los 300

millones de pesos anuales [2].

ETIOLOGIA

Las bacterias del género Brucella fueron aisladas por primera vez en 1887 por
David Bruce de los bazos de soldados que morian en la isla de Malta por una
enfermedad conocida en ese entonces como Fiebre de Malta. El reservorio del
agente causal no fue descubierto hasta 1904, cuando se lo aislé de orina y leche de
cabras aparentemente sanas. La bacteria se denominé inicialmente Micrococcus
melitensis, y luego fue rebautizada con el nombre de Brucella melitensis en honor a su
descubridor. La segunda especie del grupo fue aislada por Bang en Dinamarca en
1897 de ganado vacuno que padecia de aborto infeccioso (enfermedad de Bang), y
al que inicialmente se denominé Bacillus abortus; 1a tercera fue cultivada en Estados
Unidos en 1914 del feto de una cerda prematuramente expulsado (Bacz/lus suis). En
1920 Evans reconocié que los tres microorganismos estaban estrechamente
emparentados y los incluy6 en un género aparte, denominado Brucella [3).

Las especies del género Brucella pertenecen a la clase a-proteobacteria, orden
Rhizobiales, familia Brucellaceae. Este género esta constituido por cocobacilos
Gram negativos pequefios, inmoviles y aerobios estrictos, de crecimiento lento que
no poseen capsulas ni forman esporas y son muy resistentes a la desecacion. Esto

contribuye a que puedan permanecer viables durante largo tiempo en la paja y el
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polvo de los establos, o en los alimentos, como leche, manteca y queso. A
diferencia de muchas otras bacterias, su genoma estd constituido por dos
cromosomas circulares y carece de plasmidos [4]. El género Brucella consta de 7
especies diferentes, clasificadas de acuerdo a variaciones antigénicas y al
hospedador preferencial: Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis, B. ovis, B.
neotomae 'y B. maris 15]. De ellas, las tres primeras son responsables de la mayoria de
los casos de brucelosis humana [6-8] (Tabla I). Recientemente, B. waris ha sido
dividida en dos especies diferentes: B. ceti y B. pinnipedialis, debido a la infeccién
preferencial de distintos mamiferos marinos. Sin embargo, todavia no se ha
establecido claramente la patogenicidad para humanos de estas especies
encontradas en cetaceos y pinnipedos, respectivamente [9, 10]. B. wzelitensis, B. abortus
y B. suis se encuentran ademas subdivididas en distintas biovariedades en base a

diferencias en propiedades serolégicas y de cultivo [7].



Introduccion General

. Hospedador . Patogenicidad
Especie —_— Patogenia —
preferencial para el hombre

Especies Lisas

Especies Rugosas

Fiebre. Adenopatias.
B. abortus, | ————— Hepatomegalia.

B. melitensis, Esplenomegalia.

B. suis, B. canis Complicaciones

y B. maris .
= osteoarticulares

Tabla I.

Composicion de Ia membrana y estructura antigénica

La envoltura celular de las bacterias del género Brucella esta formada por una
membrana interna, una membrana externa y un espacio periplasmatico intermedio.
Desde un punto de vista antigénico, en la membrana de Brucella existen dos
componentes fundamentales: el lipopolisacarido (LPS) y las proteinas. EI LPS es

una molécula anfipatica que consta de una parte exclusivamente polisacaridica
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dirigida hacia el exterior, y otra parte glucolipidica (lipido A) inserta en la
membrana externa, y por tanto no expuesta en la superficie (Ilustracion 1).

La parte polisacaridica del LPS se divide en dos secciones: un oligosacarido
intermedio, llamado ntcleo; y el polisacarido O (PSO), también conocido como
cadena O que es la estructura antigénica mas expuesta de esta bacteria, ausente (o
presente con pocos residuos) en el LPS de cepas rugosas (LPS-R) (Ilustracion 1).
La longitud de la cadena O es variable, pudiendo presentar desde 30 a 100 residuos
de glucosa [11]. El lipido A contiene glucosamina y diaminoglucosa. En sus grupos
amino e hidroxilos presenta sustituciones por acidos grasos de variada longitud de
cadena. El lipido A del LPS de Brucella, a diferencia del lipido A de la mayoria de las
enterobacterias, posee una estructura atipica caracterizada por su alta
hidrofobicidad, su bajo grado de sustitucién y por poseer cadenas alifaticas mas
largas [121. El nucleo contiene glucosa, manosa y acido 3, deoxi-D-mano-2
octulosonico (KDO) y no contiene ni heptosas ni fosfatos. EI PSO es un

homopolimero lineal compuesto por n-residuos de N-formil perosamina.

o o o
Polisacarido O\

LPS

o So®

Ndcleo
Lipido A

Omp Membrana
%ﬁtgzgggg&z“ .;X Externa

Peptidoglicano Espacio

Periplasmatico

Interna

Membrana

Ilustracion 1.
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Las proteinas de membrana externa (Omps) se asocian estrechamente con el
LPS y muchas de las mismas han sido caracterizadas desde el punto de vista
genético, inmunolégico, estructural y funcional [13]. Estas proteinas se clasifican en
tres grupos de acuerdo a sus pesos moleculares, Grupo 1: se relacionan con la
biosintesis de la propia envoltura celular (89-94 kDa), Grupo 2: equivalentes a las
porinas de otras bacterias Gram negativas (35- 40 kDa) [14171 y Grupo 3:
interaccionan fuertemente con el LPS (25-30 kDa) [13, 18]. Las proteinas de los
grupos 2 y 3 se encuentran en mayor cantidad y son conocidas como Omps
“mayores”. Las proteinas del grupo 1 junto con otras con pesos moleculares entre
10 y 20 kDa, son denominadas Omps “menores”. Estos tres grupos de proteinas
se encuentran expuestos en la membrana externa, y son reconocidos por el sistema
inmune en el curso de la infeccion [19]. A través de diversos estudios se ha
confirmado la inmunogenicidad de las Omps y su posible utilidad como vacunas
[20, 21].

En base al aspecto de las colonias obtenidas en medio sélido, las diferentes
especies de Brucella se clasifican habitualmente como lisas (S) o rugosas (R). Dentro
de las primeras se encuentran B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. neotomae y B. maris y
dentro de las segundas B. ovis y B. canis (Tabla I). El aspecto que adquieren las
colonias se debe a la expresion del LPS en la superficie bacteriana, LPS-S en las
lisas y LPS-R en las rugosas. Las cepas de Bruce/la en fase lisa son las mas virulentas

[22].

Biologia de Brucella spp.

Las bacterias de este género son microorganismos intracelulares facultativos
capaces de sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del sistema
reticuloendotelial y los tejidos asociados. Son capaces de infectar fagocitos
profesionales (macréfagos, linfocitos By células dendriticas) [6, 23] y no

profesionales [24], as{ como también células no fagociticas [25-27].
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Los mecanismos de ingreso de la bacteria a estas células no son del todo
claros, aunque se presume que el LPS y las proteinas de la membrana externa
podrian participar en los mismos, mediante receptores tipo manosa o integrinas,
respectivamente [28, 29]. En fagocitos no profesionales, la internalizacién requiere
un gasto de energia, y los inhibidores del metabolismo energético y de la
endocitosis mediada por receptor pueden suprimir este proceso. Brucella posee un
sistema de dos componentes llamado BvtS/BvtR, el cual codifica para un sensor
de histidina kinasa y controla la expresiéon de los determinantes moleculares
necesarios para la invasion celular [30].

Las cepas lisas de Brucella entran a las células macrofagicas a través de sitios
en la membrana celular ricos en colesterol conocidos como “lipid rafts” o
microdominios lipidicos. Esto no ocurre en el caso de las cepas rugosas. El trafico
bacteriano via “lipid rafts” podria estar involucrado en dirigir los eventos que
ocurren luego de la infeccién. Como las cepas lisas y rugosas difieren en la
composicion de su LPS, particularmente de la cadena O polisacaridica, esta cadena
podria ser la responsable de dirigir la entrada a través de los “lipid rafts”. Este
mecanismo de entrada pareciera ser clave para la supervivencia de la bacteria en los
macréfagos infectados, ya que la disrupcion farmacolégica de los “lipid rafts” lleva
a una fagocitosis independiente de los mismos y a la posterior eliminaciéon de todas
las bacterias fagocitadas [31].

Watarai y col. propusieron que Brucella interactuaria con una proteina
pridnica celular (PrPC) de los macréfagos; esta proteina esta anclada por una uniéon
glicosilfosfatidilinositol en los “lipid rafts”. Esta interaccién estaria mediada por la
presencia en membrana de la proteina de choque térmico 60 (HSP60) de Brucella.
La proteina PrPC podria ser necesaria para la fagocitosis mediada por “lipid-rafts”
y consecuentemente para permitir la supervivencia intracelular de Brucella 32, 33].

Dentro de las células macrofagicas, estos microorganismos son capaces de
inhibir la fusién del fagosoma al lisosoma [23]. De esta manera, si bien los

macréfagos son capaces de lisar a la mayoria de las bacterias fagocitadas, un bajo
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porcentaje logra sobrevivir y replicarse intracelularmente. Experimentos realizados
con macréfagos murinos infectados con B. abortus demostraron que hay una
disminucion inicial del numero de organismos luego de la fagocitosis. Durante esta
etapa hasta un 90-99% de los organismos son eliminados, mientras que las
bacterias que logran sobrevivir se replican posteriormente [34, 35]. Asi, el macréfago
se transforma en el nicho replicativo de bacterias viables en las formas cronicas de
la enfermedad. Las cepas rugosas de Brucella también son capaces de bloquear la
fusion fagolisosomal, aunque con menor eficiencia que las cepas lisas [36].

Para formar la vacuola replicativa (o brucelosoma) en macrofagos es
necesario que la vacuola interactie con el reticulo endoplasmatico. El comienzo de
la replicacién coincide con el momento en que se detectan proteinas del reticulo
endoplasmatico en la vacuola que contiene Brucella. El brucelosoma madura en una
via endocitica por fusién continua con compartimentos endociticos tempranos o
tardios. La disminucién del pH del compartimento facilita la expresiéon de genes
que se activan con la acidez del medio y que son necesarios para la supervivencia y
division intracelular de Bracella. E1 operdn mas importante de respuesta a la acidez,
es el VirB9, que codifica para el sistema de secrecion tipo 1V, que incluye tanto a
virB1 y a virB2 [37].

No se han encontrado dentro del genoma de Brucella los sistemas de
secrecion tipo I, II y III ni islas de patogenicidad, tampoco se identificaron factores
de virulencia clasicos como toxinas, fimbrias o capsula, por lo que estos
microorganismos parecieran utilizar mecanismos unicos para evadir al sistema
inmune, penetrar a las células, alterar el trafico intracelular, impidiendo su
degradacién y muerte en los lisosomas, y modular el ambiente intracelular para
permitir su replicacion y larga sobrevida en dicho nicho [38, 39].

La replicaciéon de la bacteria tiene lugar en el reticulo endoplasmatico, sin
afectar la integridad celular. Luego de la replicacion, las bacterias son liberadas con

la ayuda de hemolisinas y se induce la necrosis celular [30].

10
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EPIDEMIOLOGIA

La incidencia y prevalencia de la brucelosis tienen importantes variaciones
geograficas, siendo las zonas con mayor prevalencia el Mediterraneo, el oeste de
Asia y algunas zonas de Africa y Latinoamérica, especialmente pafses con bajos
recursos econémicos [40, 41]. En el mundo la infeccién animal por B. abortus sigue
siendo la mas frecuente a pesar de la vacunacion masiva. En el centro y norte de
Europa y en Australia la infeccién por B. abortus ha sido practicamente erradicada.
En América del Norte, la brucelosis es especialmente prevalente en las zonas
agricolas del norte y centro de México [42], mientras que en Canada y Estados
Unidos ha disminuido considerablemente en los ultimos afios. B. abortus esta
presente en todos los paises de América Central, siendo la prevalencia de un 4 a un
8% [41]. En Sudamérica se encuentra en varios paises, donde en muchos casos es
endémica y un problema sanitario importante [40, 43]. En Chile, la Décima Region
de Los Lagos es la que comprende la mayor area productora de leche y, ademas,
tiene la mayor concentraciéon de ganado infectado [44]. Datos obtenidos por el
SENASA en el ano 2005 muestran que la prevalencia de la brucelosis en los
bovinos a nivel nacional fue del 2.15% [45]. Sin embargo, una encuesta realizada el
mismo afio por el INTA Bariloche, la Direcciéon de Ganaderfa de la provincia de
Rio Negro y el Laboratorio de Brucelosis de la Fundacién Barrera Patagonica
revelaron que la prevalencia de la enfermedad en la ganaderfa bovina es mas
elevada que la informada por el SENASA. Los resultados mostraron un 21.4% de
establecimientos positivos a Brucella abortus -con un rango de 10% al 40%- y una
tasa de reaccionantes del 3.7% [46]. Las areas mas afectadas son el nordeste, la pre-
cordillera de los andes, la Mesopotamia y la pampa humeda, ubicando a la
brucelosis en el cuarto lugar entre las enfermedades transmisibles cronicas de la
Argentina, después de la enfermedad de chagas, la tuberculosis y la sifilis.

La distribucion geografica de la brucelosis humana esta en estrecha relacion
con la distribucion de la brucelosis animal. LLa incidencia puede variar desde valores

inferiores a 0,01/100.000 habitantes en los paises desarrollados hasta cifras
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superiores a 200/100.000 habitantes en los paises menos desatrollados. En la
Argentina, donde no sélo hay un importante consumo de lacteos y carnes, sino que
ademas la produccion y elaboracion de estos productos es una de las principales
actividades econdmicas, la incidencia es muy alta siendo una de las enfermedades
laborales mas importantes. Se estima que entre 10.000 y 20.000 personas adquieren

la infeccion anualmente [47].

Fuentes y vias de infeccion

Si bien en condiciones propicias Brucella puede sobrevivir en el medio
ambiente por periodos relativamente largos, no hay evidencias de que este
microorganismo se replique en un grado significativo en dichas circunstancias. A
los fines practicos, la fuente de infeccion la constituyen los animales infectados que
excretan gran cantidad de bacterias junto con los tejidos y productos de abortos, en
la leche, y en menor medida en las secreciones genitales. La via de penetracion mas
importante es a través de la mucosa oronasal [48]. Debido a su potencial epidémico,
la ausencia de una vacuna humana, y la eficiencia de la infeccién por aerosoles,
Brucella es clasificada como un patégeno de nivel de bioseguridad 3 y es
considerado un potencial agente bioterrorista [49].

En el hombre la brucelosis presenta dos patrones epidemiolégicos: un
patron urbano-alimentario, por consumo de leche cruda y quesos contaminados; y
un patron rural-laboral, por exposicion profesional al ganado infectado o sus
productos ya sea por contacto o inhalacién [50]. El consumo de carne no es una
fuente importante de contaminacién, dado que la carga bacteriana en los tejidos
musculares de los animales es baja, pero se han reportado casos de infeccion
asociados al consumo de bazo e higado poco cocidos. [51]. Brucella puede ingresar al
organismo a través de lesiones de la piel, mientras se manipulan animales

infectados o sus desechos [52]. La minima dosis infectiva capaz de inducir
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brucelosis activa depende de la especie de Brucella y de la via de entrada [53] (Tabla

II).

Especie Numero de organismos
Oral Inhalacién
B. melitensis 5000 1300
B. abortus 10° <100
B. suis 10’ <100

Tabla II. [53]

En pafses en que la infeccion por Brucella es endémica en la poblacion
animal, la infeccién por Brucella en humanos es frecuente [54], sin embargo, la
transmision persona a persona es extremadamente inusual. Las infecciones
asociadas al trabajo de laboratorio representan el 2% de los casos [55].

En la Tabla III se resumen las distintas vias de infeccion en el hombre y la

poblacion susceptible.
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Via de Infeccion Puerta de Entrada  Fuente de Infeccion Poblacion en riesgo

Oral Mucosa digestiva Derivados lacteos Poblacién en general

Por contacto Piel erosionada, Productos animales Trabajadores de la industria
conjuntiva, mucosa contaminados: placenta, heces, de la carne, veterinarios,
nasal secreciones vaginales peones de campo, personal

de laboratorio

Respiratoria Mucosa nasal Aerosoles en laboratorios con Personal de laboratorio,
muestras contaminadas, trabajadores de la lana,
vacunas vivas, aerosoles en personal de limpieza de los
establos, lanas establos

Inoculacion . . Personal de laboratorio,
. Vacunas vivas, material . .,
Parenteral accidental, Lo . veterinarios, poblacién en
) biolégico contaminado
transfusiones general
Tabla III.

DIAGNOSTICO, TRATAMIENTO Y CONTROL

El diagnoéstico de brucelosis humana es dificil. Ademas de considerar la
historia clinica, es recomendable realizar un estudio bacteriolégico complementado
con el analisis de los anticuerpos séricos. Si la enfermedad es diagnosticada
tempranamente y se trata en forma adecuada tiene, en general, una evolucién
favorable.

El diagnostico de certeza se establece aislando al microorganismo a partir de
cultivos de sangre, médula 6sea u otros tejidos. Los métodos serolégicos soélo
aportan un diagnostico presuntivo. Sin embargo, las dificultades propias de la
implementacion del aislamiento de Brucella a partir de los distintos tejidos hacen
que los métodos indirectos sean el recurso diagnéstico mas utilizado.

En las formas agudas de la enfermedad, la administraciéon precoz y
prolongada de una apropiada combinacién de antibiéticos provoca la remisioén del
cuadro clinico en al menos el 90% de los pacientes. El tratamiento recomendado

por la Organizacién Mundial de la Salud para la brucelosis aguda en adultos es la
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administracion de rifampicina (600-900 mg) y doxiciclina (100 mg) dos veces al dia
durante un periodo minimo de seis semanas [1].

Las vacunas para animales mas ampliamente utilizadas se obtienen a partir
de cepas vivas atenuadas. En la actualidad, se utilizan dos cepas vacunales lisas: B.
abortus cepa 19 (S19) para el ganado vacuno y B. melitensis REV-1 para pequefios
rumiantes, y una cepa atenuada rugosa: B. abortus RB51 para el ganado vacuno. [40].
No existe hasta el momento una vacuna para humanos. Al no disponer ain de una
adecuada vacuna para humanos es fundamental el incremento de medidas de
prevencion. En Argentina la brucelosis humana es una enfermedad que persiste en
las regiones donde la infeccién animal no esta controlada; sin embargo se estan
realizando esfuerzos importantes para proveer asistencia, diagnéstico y vacunacion
en todas las provincias argentinas [2]. Algunas medidas de prevencién a tener en
cuenta son: programas de saneamiento del ganado, educaciéon para la salud en areas
endémicas, medidas de higiene y seguridad en el trabajo y control sanitario en las

fronteras.

RESPUESTA INMUNE CONTRA BRUCELLA SPP.

Inmunidad Innata

Componentes celulares de la inmunidad innata

En vertebrados, la inmunidad innata depende en su mayoria de células de
origen mieloide. Las células mieloides incluyen los fagocitos mononucleares y los
fagocitos polimorfonucleares. Los fagocitos mononucleares son los macrofagos,
que derivan de los monocitos sanguineos, y las cercanamente relacionadas células
dendriticas (DC), también de origen monocitico, las cuales son altamente eficientes
en presentar antigenos a los linfocitos T.

Las células del sistema inmune innato contribuyen a controlar las

infecciones, no solo por su rol como células efectoras, sino también mediante la
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produccion de las citoquinas apropiadas luego de un encuentro inicial con el
patégeno, que dirigiran la respuesta inmune adaptativa hacia un perfil T “helper”
determinado [36], dando lugar a la memoria inmunolégica por parte de las células
de la inmunidad adaptativa, los linfocitos T (LT), y los linfocitos B (LB)
productores de anticuerpos. Las células que realizan esta tarea son los macrofagos y
las células dendriticas, a través de su habilidad de producir Interleuquina (IL)-12
luego del reconocimiento del patégeno. La 1L.-12 promueve la sintesis de IFN-y
por las células NK, LT of3 y yd.

En estados tempranos de la infeccién por Bracella, el rol de la respuesta
innata es reducir el nimero inicial de bacterias promoviendo un ambiente adecuado
para generar una respuesta Thl en el hospedador [7]. Los macréfagos, los
neutrofilos y el complemento juegan un rol clave en esta fase temprana de la
respuesta a la invasion frente a este microorganismo [56].

Muchos autores [57-59] han demostrado que los macréfagos y los neutréfilos
poseen la capacidad de destruir a un alto porcentaje de las brucelas fagocitadas. Se
pudo determinar que la fagocitosis y el estallido respiratorio en macréfagos son

dependientes de la opsonizaciéon de las bacterias por Acs y complemento, y
también de la activacién celular por el interferon gama (IFN-y) y el factor de

necrosis tumoral-o. (TNF-at) que puedan producir otras células [58, 59]. Todas las
especies del género Brucella son sensibles a los metabolitos reactivos del oxigeno y
del nitrégeno, sin embargo son capaces de inhibir la degranulacién de los granulos
primarios y secundarios aumentando su supervivencia intracelular [59, 60].

Hasta el presente no se ha determinado la importancia de las células
dendriticas (DC) en el control de la infeccion por Bracella spp., pero recientemente
se ha demostrado que Brucella puede sobrevivir dentro de estas células tal como lo
hace en otros tipos celulares [61]. Ademas de las DC “clasicas” (B220" LY-6C
NKI1.1), en modelos murinos, se han definido recientemente varios subtipos de
DC especializados. Tas DC plasmocitoides, que expresan los marcadores B220"

CD11b LY-6C" NK1.1, se especializan en la produccion de IFN-« y respuestas

16



Introduccion General

antivirales [62]. Las NK DC, expresan CD11b DX5" NK1.1" y poseen funciones
tanto citotoxicas como de presentacion antigénica [62]. Un estudio reciente ha
implicado a las DC B220° CD11b" LY-6C" NK1.1" iNOS" en la infeccién con
Brucella sugiriendo que las mismas serfan los principales efectores de la respuesta
Th1 murina contra bacterias intracelulares y que las mismas podrian también tener
un rol importante en el desarrollo de la respuesta Thl en humanos. El mismo
trabajo también ha demostrado que la activaciéon de las DC inflamatorias durante la
infeccion de ratones con Brucella es dependiente de la sefializaciéon a través de
Myd88, y que las DC B220" CD11b" LY-6C" son reclutadas y activadas durante la
infeccién y constituyen las principales células productoras de iNOS [62].

El rol de las células NK en la infeccion con Brucella no esta del todo claro.
Estas células no parecieran prestar una funcion fundamental en la erradicacion de
Brucella durante la infeccion aguda. Los ratones susceptibles BALB/c y los
resistentes C57BL/10 controlan la infeccién por B. abortus 2308 en ausencia de
células NK [63]. En pacientes con brucelosis, la actividad de las células NK se
encuentra aparentemente suprimida [36]. Sin embargo, el co-cultivo de células NK
humanas con macréfagos infectados con B. suis, activa a las NK para producir
IFN-y y TNF-a y destruir a los macréofagos infectados. Los niveles de moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHCI) son normales en
éstas células, de modo similar a lo que ocurre en macréfagos murinos infectados
con B. abortus 164], por lo que la inducciéon de muerte por las células NK no
ocurrirfa por este mecanismo. Tampoco esta claro, como la infeccioén suprime a las
células NK, un mecanismo que parece ser exclusivo de la infecciéon en humanos no

evidenciandose en la infeccién mutrina [63].

Receptores de la inmunidad innata_involucrados en el reconocimiento de Brucella spp.

La primera linea de los mecanismos de defensa, comienza con el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) por los

receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Hay diferentes clases funcionales
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de PRR, la mejor caracterizada comprende a los receptores de tipo Toll (TLRs),
que son receptores transmembrana que censan diversos productos microbianos
[65].

Los TLRs juegan un rol importante en el inicio de la respuesta inmune
innata. Estos receptores presentes en células fagociticas profesionales reconocen
los distintos PAMPs uniéndose directamente a ellos, reclutando un grupo de
adaptadores intracelulares con dominios TIR e iniciando asi una cascada de
activacién que va a culminar con la activacion de MAP kinasas y factores de
transcripcion  (como NF-kB) que modulan la produccién de citoquinas,
quemoquinas y expresion de moléculas co-estimulatorias. Estos receptores pueden
ser activados por diversos productos microbianos; TLR2 (formando heterodimeros
con TLR1 o TLR6) reconoce productos de la pared celular de bacterias Gram
positivas y lipoproteinas bacterianas; TLR3: dsRNA, TLR4: LPS, TLR5: flagelina,
TLR9: motivos CpG no metilados y TLR7/8: ssRNA [65]. La localizacién
subcelular de los TLRs correlaciona con la naturaleza de sus ligandos. TLR1, 2, 4, 5
y 6 estan presentes en la membrana plasmatica o asociados a endosomas, mientras
que TLR3, 7, 8 y 9 se expresan en endosomas [65]. TLR2 y TLLR4 exhiben patrones
de expresiéon comparables y en “steady state” se expresan principalmente en
monocitos, macrofagos, DC y neutrofilos [66, 67].

El rol de los TLRs en la resistencia contra la infeccién por Brucella también
ha sido estudiado mediante ensayos de desafio zz vio. Sin embargo, se han
reportado resultados controversiales en la literatura. Mientras algunos autores
muestran que el receptor TLLR4 serfa esencial para controlar la infeccion [68], otros
muestran que si bien tanto TLR2 como TLR4 estarfan involucrados en la secrecion
de TNF-a durante la infeccién, no serfan esenciales para controlar la infeccion [69].
En los ratones deficientes en el adaptador MyD88, (MyD88/"), comin a ambos
receptores, se observa un incremento drastico en el recuento de bacterias en el
bazo a los 14 dfas posinfecciéon con Brucella [69]. Los ratones MyD88’/ " presentan

defectos en la maduracion de células dendriticas y ausencia de produccion de 1L-12
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y TNF-a por los macrofagos y DC en respuesta a bacterias enteras muertas por
calor (HKBA). El tratamiento con IL-12 recombinante mejora la resistencia a la
infeccién por Brucella en los ratones MyD88”". La sefializaciéon via MyD88 pareciera
ser necesaria para el desarrollo de LT productores de IFN-y en respuesta a
diferentes antigenos de Brucella y para el control de la infeccion por Brucella [62].

Recientemente se ha descripto que Brucella también interferiria con la
sefalizaciéon via TLRs por la producciéon de homoélogos del dominio del receptor
Toll/IL-1 (TIR) inhibitorios. Se han descripto dos proteinas de Brucella, llamadas
Btpl y TcpB, que interfieren en la sefializaciéon por TLRs. La proteina Btpl de B.
abortus actuaria en la sefializacion via TLLR2, inhibiendo 1a maduracion de las células
dendriticas y la secrecién de citoquinas proinflamatorias [70]. Mientras que la
proteina TcpB de B. melitensis, interactuaria con MyD88 impidiendo la senalizacion
por via TLR2 y TLR4 y la secrecién de citoquinas proinflamatorias [71]. Estas
proteinas, podrian ser una nueva clase de factores de virulencia que actuarfan
inhibiendo la sefializacién via TLRs y/o MyDS88, y de esta manera disminuyendo la
respuesta inmune innata ¢ incrementando la virulencia [70-72].

Otro grupo de PRR son las proteinas con dominio de unién y
oligomerizacién de nucledtidos, Nodl y Nod2, receptores involucrados en la
deteccion de bacterias intracelulares a través del reconocimiento de diferentes
fragmentos estructurales del peptidoglicano [73]. Durante una infeccién, es poco
probable que Nodl y Nod2 sean activados en ausencia de una estimulacién
simultanea a través de TLRs. Por lo tanto, es posible que una de las funciones de
estos receptores en las células presentadoras de Ags sea la de aumentar o modular
las respuestas a los TLRs. Estudios recientes en el laboratorio del Dr. Sergio Costa
Oliveira, demostraron que no habrfa una funcién significativa del receptor Nod2

en el control de la infeccion por B. abortus in vivo (comunicaciéon personal).
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Inmunidad Adaptativa

Se han identificado 3 mecanismos de la respuesta inmune adaptativa que
parecen tener un rol en el control de la infeccién por Brucella. Primero, el IFN-y
producido por células T CD4", CD8" y yd activa las funciones bactericidas del
macréfago inhibiendo la supervivencia intracelular de la bacteria. Segundo, la
citotoxicidad T CD8" y yd puede destruir al macréfago infectado. Tercero, los

isotipos de Acs de tipo Thl como IgG2a e IgG3 opsonizan al patégeno y facilitan

la fagocitosis [74, 75].

Célnlas T aBCD4"y CD8*

La respuesta de las células T se dirige contra un gran nimero de proteinas
microbianas, cada una con un grupo acotado de determinantes para células T.
Debido a que los LT reconocen Ags procesados, no es necesario que los Ags
reconocidos por LT se encuentren expuestos en organismos intactos. Por ello,
tanto los Ags de membrana externa como los Ags citoplasmaticos de Brucella
pueden estimular LT y participar en la proteccién inmunoespecifica [76-78].

Se ha caracterizado la importancia tanto de las células T CD4" como CD8"
en la inmunidad contra Brucella [76,77]. Estudios de transferencia adoptiva de Winter
y col. [751 han demostrado que la inmunidad protectora contra B. abortus S19 en
raton se debe a un efecto combinado de células CD4" (I.3t4) y CD8" (Lyt2). Sin
embargo, experimentos en ratones deficientes en los genes que codifican para
moléculas MHCI o MHCII demuestran que los ratones que no tienen células T
CD8" controlan la infeccién mas lentamente que los ratones de la cepa salvaje. Los
ratones deficientes en células T CD4" controlan la infeccién en forma similar a los
ratones de la cepa salvaje [79]. Por otro lado, otros autores utilizando B. abortus 2308
sugieren que los ratones deficientes en B2 microglobulina controlan eficazmente la
infeccion y que las células T CD8" no son importantes hasta después de la primera

semana de infeccion [64, 80]. Esto ultimo esta demostrado ya que ratones Balb/c
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con una delecién en el gen de IFN-y, pueden prevenir el incremento de unidades
formadoras de colonias (UFC) después de la primera semana posterior a la
infeccion. En este mismo trabajo se demuestra que tanto la neutralizacion del
TNF-a como la deplecién de células T CD8" producen el aumento de las UFC a
las 3 semanas posinfeccion. Se ha descripto que linfocitos T CD8" son activados
durante la infeccién con Brucella 179, 81] y se han caracterizado algunos Ags que estan

involucrados en la induccién de esta respuesta citotoxica [76, 82].

Célnlas T yo

Se ha desctipto que este tipo celular con el receptor T VyoVo2 estd
aumentado a nivel periférico en pacientes agudos infectados con B. melitensis [83].

Estas células activadas por Ags no peptidicos controlan el nimero de bacterias
intracelulares porque secretan TNF-a e IFN-y activando las funciones bactericidas

del macréfago. Estudios 7 vitro sugieren que las células T Vy9V32 también podrian

lisar directamente a las células infectadas [84].

Respuesta bumoral

Tempranamente en la infecciébn aparecen Acs que suelen permanecer
detectables en el suero durante afos. Estos Acs estan dirigidos contra varios
componentes del microorganismo, pero especialmente contra los Ags superficiales,
particularmente el LPS [85]. Los Acs producidos colaboran en la lucha del
hospedador contra el patbgeno pero no son suficientes para evitar la enfermedad,
seguramente debido al estilo de vida intracelular de Brucella spp. Sin embargo, la
deteccion de Acs dirigidos contra el LPS es util para el diagnostico, y seguimiento

de la infeccién [85].
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Citoquinas

Las citoquinas estudiadas que desempefian un rol importante en el control
de la infeccion por Brucella spp. son la IL-12; el IFN-y y el TNF-a [78, 86, 87].

La I1-12 es una citoquina clave que es producida por células B, macréfagos
y DC y dirige la respuesta inmune hacia un perfil de tipo Thl con producciéon de
IFN-y. La importancia de 1L.-12 en brucelosis ha sido bien descripta [88, 89]. Sin
embargo, los mecanismos de inducciéon de IL-12 en estas células no se han
elucidado.

El IFN-y tiene un rol central en la inmunidad frente a Brucella mediante la
activaciéon de las funciones bactericidas del macréfago, induciendo la apoptosis,
aumentando la diferenciacién celular y la produccién de citoquinas, induciendo el
“switch” de inmunoglobulina G (IgG) a IgG2a y aumentando la expresion de
moléculas involucradas en la presentacion antigénica [30]. La importancia del IFN-y
en la resolucién de la infecciéon por Brucella se demuestra en estudios con ratones
deficientes en el gen de esta citoquina. Estos ratones mueren 6 semanas luego de la
infeccion con B. abortus [80]. Sin embargo a pesar de ser Brucella un potente inductor
de IFN-y, esta bacteria es capaz de sobrevivir y reproducirse durante un largo
periodo en el bazo de ratones infectados [90]. Otros estudios han sugerido que la
activaciéon con IFN-y impide que Brucella establezca su nicho replicativo, y por
tanto, si ya se estableci6 el brucelosoma, el IFN-y no tiene efecto alguno [34]. La
produccién temprana durante la infeccion de una citoquina inmunomoduladora

como IL-10 podria explicar en parte este fenémeno [91].

PATOGENIA

El cuadro clinico y la evolucién de la infeccién varfan en funcién de la
especie animal afectada. La especial afinidad de las bacterias por el endometrio

gravido y la placenta fetal condiciona que la principal manifestacion clinica de la
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infecciéon aguda en los animales sea el aborto durante el dltimo tercio de la
gestacion, o el nacimiento de animales prematuros poco viables [92]. Se estima que
el 40 al 50% de las vacas afectadas tienen obstaculizadas su capacidad
reproductora, como resultado de la enfermedad [93]. La enfermedad es
generalmente asintomatica en las hembras no prefiadas. En bovinos machos
provoca alteraciones testiculares y una disminucién de la fertilidad, acompafadas
algunas veces por abscesos en testiculos y epididimo [94].

En el hombre presenta una gran tendencia a la cronicidad y se caracteriza
por fiebre y localizacion de las bacterias en distintos tejidos (articulaciones, hueso,
endocardio, sistema nervioso). La supervivencia intracelular de Brucella condiciona
el curso ondulante de la enfermedad y la tendencia a la recaida y evolucion cronica.
Si bien constituye una enfermedad de baja mortalidad, puede dejar secuelas
discapacitantes de magnitud variable. Por otra parte, la brucelosis humana no
presenta un cuadro clinico caracteristico que permita una detecciéon precoz del
infectado, lo que favorece la evolucién a la cronicidad, complicando las alternativas
terapéuticas y la curacién definitiva. Muchos pacientes padecen infecciones
asintomaticas. El periodo de incubacién varfa entre 10 y 20 dias, aunque la
sintomatologia puede aparecer varios meses después.

La brucelosis humana ha sido clasificada en forma arbitraria en varias
categorfas: subclinica, subaguda, aguda, recurrente y cronica, segun las
manifestaciones clinicas. Sin embargo, la clasificacion mas aceptada es aquella que
define la enfermedad aguda o crénica en base al tiempo de evoluciéon de los
sintomas [11]. Se considera pacientes agudos a aquellos que refieren haber padecido
sintomas compatibles con brucelosis durante un lapso de hasta 1 afio previo a la
consulta. Mientras que se clasifican como cronicos aquellos pacientes que refieren
haber padecido dichos sintomas durante un lapso superior a 1 afno. Es interesante
notar que la virulencia y la tendencia a la cronicidad varfan entre especies de
Brucella, siendo B. abortus y B. suis las de mayor tendencia a la cronicidad. Por el

contrario, B. melitensis produce las infecciones mas severas, tanto en humanos como
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en animales [11]. La etapa aguda se manifiesta con fiebre elevada, escalofrios,
sudoraciéon de olor caracteristico, dolores musculares y articulares. Es dificil la
identificacion de la enfermedad en esta etapa, ya que los signos y sintomas pueden
ser comunes a otras enfermedades como la salmonelosis, fiebre tifoidea,
tuberculosis y leptospirosis. Debido al empleo de los antibidticos ya no se registra
el clasico patréon de fiebre ondulante. El recuento de células en sangre se
caracteriza usualmente por una leucopenia moderada y una relativa linfocitosis,
junto con una leve anemia y trombocitopenia [30]. La tercera parte de los pacientes
presenta tos seca o productiva, el 30% estrefiimiento, el 5-10% diarreas. En el 50%
de los casos se produce hepatomegalia ligera o moderada y esplenomegalia y en el
25% adenopatias. Mas del 5% de los pacientes presentan lesiones cutaneas:
erupciones papulonodulares en el tronco y extremidades, de las que puede aislarse
el microorganismo. Es caracteristico el desarrollo de localizaciones especificas
como la osteoarticular, respiratoria, genitourinaria y neuronal. Las recaidas o
recidivas se presentan en el 15% de los casos, luego de 2 a 3 meses de terminado el
tratamiento. La relacién entre las distintas especies de Brucella y 1a patogenia tanto
en los animales como en el hombre se detallan en la Tabla 1.

En ambas fases, aguda y cronica, se observa un proceso inflamatorio
generalizado. Los signos clinicos de esa inflamacién son: fiebre ondulante, artritis,
endocarditis, meningitis, pleocitosis, infiltracion monocitaria de las articulaciones,
granuloma hepatico, etc. [11].

En rumiantes domésticos, los signos de la inflamacién son orquitis en los
machos y placentitis en las hembras [95]. Bruce/la puede infectar la placenta bovina e
inducir abortos. En los infiltrados celulares de placenta se pueden encontrar
macréfagos inmunoreactivos para antigenos de Brucella, neutréfilos y células
linfociticas [96].

En etapas tempranas de brucelosis humana se puede presentar una artritis
inflamatoria intermitente, y algunos pacientes pueden desarrollar artritis

inflamatoria crénica que asemeja otras formas de artritis inflamatorias humanas
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[97]. La complicacion osteoarticular es la presentacion mas frecuente de las formas
localizadas de la enfermedad, la cual puede afectar articulaciones periféricas,
articulaciones sacroiliacas o la columna vertebral [98-101].

En el higado, la infeccién con Brucella induce lesiones hepaticas que pueden
ser tanto granulomatosas como no granulomatosas [102, 103]. Histol6gicamente, los
granulomas muestran necrosis central, un infiltrado de células polimorficas y
tibrosis periférica [104].

En neurobrucelosis, la sefial mas caracteristica de inflamacion es la
meningitis, la cual es ocasionada por la invasion del CNS por Brucella 1105). El
examen del liquido cefalorraquideo en la meningitis ocasionada por Brucella
generalmente revela un elevado contenido de proteinas y pleocitosis linfocitica [105].
Las biopsias quirdrgicas del cerebro o meninges y el examen postmoértem del tejido
nervioso evidencian infiltrado linfocitico perivascular y formacion de granulomas
[105].

La presencia de tejido granulomatoso es frecuentemente asociada con la
persistencia de Brucella. La liberacion de bacterias de estos granulomas puede
favorecer la diseminacién de la bacteria a distintas localizaciones a través de

repetidos episodios de bacteremia [106].

Respuesta inflamatoria y patogenia

A pesar de la diversidad de signos y sintomas en la brucelosis humana, la
inflamacién es un rasgo caracteristico de esta enfermedad presente
virtualmente en todos los 6rganos afectados por la enfermedad. Esta particularidad,
junto con la deteccién de bacterias en los tejidos inflamados, sugiere que Brucella
estimula una robusta respuesta inflamatoria en los sitios en que se localiza.

B. abortus, uno de los agentes etioldgicos de la enfermedad, ha demostrado
ser capaz de activar poderosamente el sistema inmune innato y adaptativo,
conduciendo a una fuerte respuesta proinflamatoria que favorece un perfil Thl

tanto 7z vitro como n vivo [56,107]. Estudios conducidos hasta la fecha han revelado

25



Introduccion General

que B. abortus puede inducir en diversos tipos celulares la producciéon de citoquinas
proinflamatorias como IL-1f [86, 108, 109], I1.-6 [86, 109], 11.-12 [68, 110-112] y TNF-ot [68,
86, 109, 111, 112]. Estas citoquinas proinflamatorias generalmente poseen potentes
funciones efectoras que se superponen para dar lugar a distintos componentes de la
inflamacién como por ejemplo: necrosis tisular [113], quemotaxis de infiltrados
celulares, inducir la secrecion de colagenasas y prostaglandinas por los fibroblastos
sinoviales y condrocitos [114, 115], reabsorcion 6sea y destruccion del cartilago [116], al

igual que una plétora de mecanismos microbicidas [117]. Ademas, se han reportado
niveles aumentados de IFN-y en pacientes con brucelosis aguda [107]; y otros

estudios confirmaron que el IFN-y y el TNF-a estan involucrados en la
patofisiologia de la brucelosis y que se encuentran estrechamente relacionados con
la activacion inflamatoria de la enfermedad [107].

Sin embargo, los mecanismos por los cuales estas bacterias
desencadenan 1la respuesta inflamatoria son hasta el momento

desconocidos.

Activadores bacterianos de Ia respuesta inflamatoria

LLa mayoria de los rasgos relacionados con la patogenicidad de estas bacterias
parecen estar concentrados en su membrana externa. Dentro de los componentes
de la membrana con posible asociaciéon a la patogenicidad, el LPS de Brucella ha
suscitado especial interés [118,119], a pesar de que ha sido demostrado que la mayoria
de las caracteristicas quimicas, fisicas y biologicas de esta molécula difieren
cuantitativamente y cualitativamente del LPS “clasico” de las enterobacterias [120].
A diferencia de otras endotoxinas, el LPS de Brucella no es pirogénico, no induce
una reaccion de Shwartzman localizada, no aumenta la sensibilidad del hospedador
a la histamina, no activa la cascada del complemento de manera significativa y es un
mitégeno muy débil de LB murinos y humanos. Comparado con el LPS de las

enterobacterias, se requieren concentraciones 100 veces mas altas de LPS de
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Brucella para inducir muerte por shock endotédxico. En cuanto a la produccion de
mediadores inflamatorios, se ha demostrado que la actividad biol6gica del LPS de
Brucella es entre 3 y 4 6rdenes de magnitud menor que el LPS de las enterobacterias
[110, 111, 121]. Todas las propiedades biologicas del LPS dependen del lipido A, cuya
estructura estd conservada en un gran numero de especies bacterianas [122]. La
atenuada actividad biolégica del LPS de Brucella parece estar relacionada con el
lipido A de esta molécula y su particular estructura quimica mencionada
anteriormente [123-125].

El mayor enigma que plantea el estudio de la patogenicidad en brucelosis es
como pueden las bacterias del género Brucella desencadenar una respuesta
inflamatoria si la actividad endotéxica de su LPS es despreciable. En forma
alternativa, B. abortus podria utilizar su ADN para provocar una respuesta
proinflamatoria. E1 ADN bacteriano se encuentra enriquecido en motivos CpG no
metilados los cuales han demostrado activar el sistema inmune innato [126]. Sin
embargo, se ha comprobado que el ADN de B. abortus es relativamente ineficiente
en desencadenar la produccion de citoquinas [111]. Se ha demostrado recientemente
que HKBA induce la producciéon de TNF-a a través de una via dependiente de
TLR2; transductor especifico de peptidoglicano y lipoproteinas; e independiente de
TLR4 y TLRO p112]. Dado que el LPS y el ADN bacteriano utilizan TLR4 y TLR9,
respectivamente, para estimular la produccién de citoquinas, éste ultimo hallazgo
sostiene la nocion de que el LPS y el ADN de B. abortus no estan involucrados en
desencadenar la respuesta proinflamatoria en brucelosis. Esto implica que otros
componentes bacterianos son los responsables de desencadenar la respuesta
inflamatoria.

Estudios desarrollados por el director de esta tesis, asi como investigaciones
realizadas por otros grupos de trabajo [127-129], han demostrado que las
lipoproteinas bacterianas, ligandos TLR2 [130], son capaces de estimular la
proliferacién celular al igual que la produccion de citoquinas proinflamatorias. Este

fenémeno esta asociado a la acilaciéon de estas proteinas [127-129]. Ademas, se ha
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demostrado que las lipoproteinas bacterianas también son capaces de inducir la
produccion de IL-10, una citoquina antiinflamatoria, en monocitos humanos [131].
La inhibicién tanto autdcrina como exécrina de la produccion de IL-10 da como
resultado un aumento en la produccién de las citoquinas proinflamatorias 1L.-6 e
IL-12 32]. El hecho de que las lipoproteinas puedan inducir no sélo citoquinas
inflamatorias, sino también antiinflamatorias, como I1L.-10, ha reforzado la idea de
que las lipoproteinas son factores cruciales en la patogénesis de las
infecciones bacterianas.

Mediante clonado y secuenciaciéon se ha demostrado que tres genes que
codifican para Omps de B. abortus, Ompl0O, Ompl6 y Ompl9, exhiben
caracteristicas estructurales de precursores de lipoproteinas [133, 134], es decir que
poseen un péptido sefial aminoterminal que conforma la secuencia consenso
necesaria para la modificacion lipidica y el procesamiento de las lipoproteinas [133,
134]. El correcto procesamiento de Omp10, Ompl16 y Omp19 en E. /i sugiere que
el camino de maduracién para lipoproteinas es funcionalmente compartido entre
Brucella spp. y E. coli [134]. Analisis fisicoquimicos y funcionales confirmaron que
Omp10, Omp16 y Omp19 son lipoproteinas y que se encuentran expuestas en la
superficie de la membrana externa de Brucella [135]. El mismo trabajo ha demostrado
que estas lipoproteinas estan presentes en todas las especies del género Brucella y
sus biovares.

A pesar del poderoso potencial inmunomodulador de las lipoproteinas, se
les ha prestado hasta el momento poca atencién en la brucelosis. En este trabajo
investigamos por primera vez la funcién de las lipoproteinas en el desarrollo
de la respuesta inflamatoria asociada a esta enfermedad. Para ello, se puso
especial énfasis en dilucidar que tipos celulares de la inmunidad innata son
activados por estas moléculas, asi como también las citoquinas inducidas como
resultado de dicha activacion. El entendimiento de los mecanismos y tipos celulares
involucrados en desencadenar esta respuesta inflamatoria aportaran nuevas claves

para entender, y por lo tanto mejorar el tratamiento y/o evitar la enfermedad.
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La hipoétesis de trabajo de esta tesis esta basada en evidencias que indican
que bacterias intactas de B. abortus eran capaces de inducir activacion celular en
macrofagos peritoneales de ratones C3H/He] [120]. Estas células, son incapaces de
responder a LPS ya que los ratones C3H/HeJ expresan un transductor de sefiales
(TLR4) para LPS no funcional [136]. Se ha demostrado que ligandos diferentes de
CD14 (tanto el LPS como las lipoproteinas de B. abortus 1o son) [127, 1371 emplean
diferentes moléculas para transducir sefiales. El LPS de las enterobacterias
transduce sefiales a través de TLR4 y las lipoproteinas bacterianas emplean TLR2
1138, 139]. La capacidad de B. abortus de activar células de ratones C3H/He] indica
que el LPS de B. abortus induce activacion celular a través de un TLR diferente a
TLR4 o que otros componentes de la bacteria, por ejemplo las lipoproteinas, son
capaces de desencadenar el proceso inflamatorio utilizando TLR2. Ambas
posibilidades pueden coexistir, y resultados preliminares de nuestro laboratorio no
permiten descartar ninguna de las dos. Por lo tanto, nos proponemos investigar la
capacidad del LPS y las lipoproteinas de las bacterias del genero Brucella para
desencadenar una respuesta inflamatoria mediada por citoquinas en brucelosis, y
estudiar los componentes celulares involucrados en la sefializaciéon de esa respuesta.

En vista de la baja actividad endotdxica del LPS de Brucella y que el ADN de
Brucella tampoco parece estar involucrado en la induccién de esta respuesta
inflamatoria, es concebible que las lipoproteinas de Brucella puedan contribuir al
desarrollo de la inflamacién en esta enfermedad.

Para poner a prueba esta hipotesis se propusieron los siguientes objetivos
especificos:

1. Investigar la capacidad del LPS de B. abortus de inducir citoquinas
inflamatorias en células de origen mieloide.

2. Clonar, expresar y purificar lipoproteinas de B. abortus.

3. Investigar la capacidad de las lipoproteinas de B. abortus de modular la
respuesta inflamatoria en diferentes tipos celulares de origen mieloide:

3.1 Monocitos/mactréfagos
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3.2 Células dendriticas
3.3 Neutrofilos
4. Evaluar el efecto de la acilacion en la actividad biolégica de las
lipoproteinas de Brucella.
5. Investigar el rol de diferentes TLRs en la activacion celular inducida

por las lipoproteinas y el LPS de las bacterias del género Brucella.

Nuestra aproximacion experimental para determinar la activacion de células
de origen mieloide, involucré la evaluacion de parametros tanto estructurales como

funcionales en los diferentes tipos celulares.
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Materiales y Métodos

Animales

Se emplearon ratones hembras de 4 a 6 semanas de edad de la cepa
C3H/HeJ (Jackson Laboratory) y C3H/HeN (Chartles River Laboratoties). Los
animales fueron asignados aleatoriamente a los distintos grupos experimentales.
Los mismos fueron aclimatados y mantenidos en un bioterio convencional,

recibiendo agua y alimento ad /ibitum.

Bacterias

Para el clonado y amplificacion de las distintas construcciones se utilizo la
cepa de Escherichia coli JM109 (Promega), mientras que para la expresion de las
proteinas recombinantes se utilizé la cepa BL21 (DE3) (Stratagene). Las bacterias
fueron crecidas a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) liquido o LB agar,
suplementado cuando fue necesario, con 100 ug/ml de ampicilina. B. abortus 2308 y
E. cli 11105 (ATCC) fueron crecidas en triptona de soja agar, suplementada con
extracto de levadura (Merck). El numero de bacterias en los cultivos en fase
estacionaria fue obtenido comparando la DO a 600 nm con una curva estandar.
Las bacterias fueron lavadas 5 veces durante 10 min. en PBS 0.01M pH 7.2. Las
mismas fueron inactivadas hirviéndolas durante 20 min., alicuotadas y conservadas
a -70°C hasta su uso (HKBA). La ausencia de viabilidad luego de la inactivacion
por calor fue corroborada por la ausencia de crecimiento bacteriano en triptona de

sOja agar.

Clonado, expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Ompl6 y Ompl9 de B. abortus

La secuencia completa de las proteinas Ompl6 y Omp19 fue clonada en el
vector pET22b+ (Novagen). Se disenaron oligonucleétidos —especificos

conteniendo los sitios de restriccion para las enzimas Ndel y Xhol en el extremo 5,
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de acuerdo a las secuencias publicadas previamente por Tibor y col. [133, 134]. Los

oligonucleétidos utilizados fueron los siguientes:

L-Omp16 sentido 5CTCTGGCATATGCGCCGTATC3
L-Omp16 antisentido 5'TTGCCGCTCGAGCCGTCCGGCCCEH
L-Omp19 sentido SGTTGCCCATATGGCGTCAAAGAAY

L-Omp19 antisentido 5AAACTCGAGGCGCGACAGCGTCACY

Para obtener la versiéon no lipidada de las proteinas se utilizaron distintos
oligonucledtidos sentido que amplifican la regién 3’ del gen de ambas proteinas sin
el extremo aminoterminal correspondiente a la secuencia del péptido senal y la

cisteina aminoterminal:

U-Omp16 sentido S5GTTGCCATATGGCGTCAAAGAAZ
U-Omp19 sentido 5CTGGCCATATGCAGAGCTCCCG?

En la reaccién de PCR se utiliz6 como templado el ADN genémico de B.
abortus 544. El producto de la reacciéon de ligacion se utilizé para transformar
bacterias competentes de la cepa JM109 y se purificé el ADN plasmidico con un
kit comercial (Promega). Las construcciones asi obtenidas (pET/L-Ompl6,
pET/L-Omp19, pET/U-Ompl6, pET/U-Omp19) conteniendo el gen con el
agregado de una cola de histidina-6X en el extremo carboxiterminal se utilizaron
para transformar bacterias competentes E. ¢/ BL21 (DE3) en las cuales se
expresaron las proteinas recombinantes luego de la inducciéon con IPTG (ImM).
Las proteinas recombinantes lipidadas Omp16 (L-Omp16) y Omp-19 (L-Omp-19)
fueron aisladas de la membrana bacteriana por extraccion selectiva por separacion
de fases con Triton X-114 al 2% [140]. Esta preparaciéon fue purificada por
cromatografia de afinidad con una columna de niquel-agarosa (Ni-NTA) (Qiagen).
Las proteinas no lipidadas (U-Omp16 y U-Omp19) fueron extraidas de la fraccion
citosdlica por sonicacion. Posteriormente, las proteinas recombinantes fueron

adsorbidas con Sepharosa-Polimixina B (Sigma Aldrich) para eliminar la
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contaminacion con LPS de E. cw/i. L.a concentraciéon de LPS en las preparaciones
de proteinas recombinantes fue menor a 0,25 unidades de endotoxina por pg de
proteina segin se determind por el ensayo de “Limulus Amebocyte” (Associates of
Cape Cod). La concentracién proteica se determiné por el método de acido
bicinconinico (Pierce) utilizando seroalbumina bovina como estindar. Las
proteinas purificadas fueron alicuotadas y conservadas a  -70°C hasta el momento
de ser utilizadas. La pureza de las proteinas recombinantes se verific6 por SDS-
PAGE seguido de tincién argéntica, el tamafio molecular se corrobord por
comparacion con marcadores de peso molecular. La identidad de las proteinas se

confirmé por “Western blot” con Acs monoclonales anti-Omp16 (8C3G3) o anti-

Omp19 (5C10AS8).

Lipoproteinas y LPS

El LPS de B. abortus 2308 y el de E. oo/ O111 K58H2 fueron cedidos
gentilmente por el Dr. I. Moriyén (Universidad de Navarra, Pamplona, Espafia). La
calidad y pureza de estas preparaciones se encuentran descriptas en la literatura
411. El LPS fue solubilizado en agua por sonicacién en las concentraciones
apropiadas y autoclavado previo a su uso. Las proteinas recombinantes de la
membrana externa de Borrelia burgdorferi, OspA lipidada (L-OspA) y no lipidada (U-
OspA) fueron cedidas por el Dr. John Dunn (Brookhaven National Laboratories).

El lipohexapéptido sintético Pam;Cys fue obtenido de Boehringer Mannheim.

Células

Obtencion y estimulacion de lineas celulares v macréfasos murinos

Células de la linea THP-1 fueron obtenidas de ATCC y fueron cultivadas
como se describié previamente [127, 132]. Para inducir la expresion de CD14, las

células fueron cultivadas entre 48 y 72 hs. [142] en presencia de 1,25-

dihidroxivitamina D3 (Vit-D3) (Calbiochem-Novabiochem) 0.05 uM.
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Se aislaron macréfagos peritoneales a partir de ratones de las cepas
C3H/HeJ y C3H/HeN, previamente inyectados con 1ml de tioglicolato estéril 3%
por via intraperitoneal, segun se describe en literatura [143].

Células THP-1 tratadas con Vit-D3 o macréfagos peritoneales murinos (1 x
10° células/ml) fueron cultivados en placas de 48 pocillos de polipropileno de
fondo plano (Corning) en medio completo (RPMI 1640, 25 mM buffer HEPES, 2
mM L-Glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 0.25 pg/ml de
fungizona) con 10% suero fetal bovino (SFB) (Gibco-BRL Life Technologies).

Para los estudios de dosis-respuesta las células fueron estimuladas con
HKBA, L-Omp16, U-Omp16, L-Omp19, U-Omp19, L-OspA, U-OspA, LPS de B.
abortus (BaLLPS) y LPS de E. c/i (EcLPS). Las concentraciones de estimulantes
utilizadas fueron 500 ng/ml de L-OspA y U-OspA, 10, 100, 500 y 1000 ng/ml de
L-Omp16, U-Omp16, L-Omp19 y U-Omp19, y 100 ng/ml de LPS de E. co/i. Los
cultivos celulares se incubaron a 37°C en atmosfera humeda (5% CO2, 95% aire)
por 24 hs., excepto cuando se indica en el texto. En donde se indica, los cultivos
fueron incubados en presencia de 10 pg/ml de polimixina B sulfato (Sigma-
Aldrich). Al final del cultivo, las células fueron centrifugadas a 4000 x g a 4°C
durante 10 min. y los sobrenadantes fueron alicuotados y almacenados a -70°C
hasta su posterior utilizacion.

Para los estudios de cinética de la produccién de citoquinas, las células THP-
1 fueron incubadas con los estimulos indicados durante 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 hs. y

se colectaron los sobrenadantes de cultivo.

Obtencion y estimulacion de DC humanas

Se obtuvieron PBMCs humanos de dadores sanos a partir de un gradiente de
Ficoll-Paque® (GE Bio-Sciences). Los monocitos fueron posteriormente
purificados de los PBMCs por gradiente de Percoll (GE Bio-Sciences). La pureza
de los monocitos aislados, CD14", fue mayor al 90% segin de determiné por

citometria de flujo. Para inducir la diferenciacion de DC, los monocitos CD14"
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fueron cultivados en una atmosfera humeda con 5% CO, a 37°C en medio
completo con 10% SFB, suplementado con 50 ng/ml de Factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos recombinante humano (thGM-CSF)
(Gautier Laboratories) y 10 ng/ml de IIL.-4 recombinante humana (rthIl.-4)
(Prepotech). Al dia 6, las células exhibieron una morfologia tipica de DC
inmaduras, con un fenotipo CD14", CD1A" y DC-SIGN" evaluado por citometria
de flujo.

Para inducir la maduracion de las DC, las mismas fueron infectadas (como
se indica a continuaciéon) o re-cultivadas en medio completo fresco con los
distintos estimulos por otras 24hs. Las concentraciones de estimulos utilizadas
fueron las siguientes: E. co/i LPS (EcLPS) (10 ng/ml), B. abortus LPS (BaLPS) (1000
ng/ml), HKBA (1 x 10° y 1 x 10” bacterias/ml), Pam;Cys (50 ng/ml), L-Omp19 y
U-Omp19 (10, 100 y 1000 ng/ml). Donde se indica, los cultivos también contenfan
10 pg/ml de polimixina B sulfato.

Infeccion de DC

Las DC (1 x 10° células/ ml) fueron infectadas con B. abortus o E. coli a una
MOI de 5 durante 1 h. en medio sin antibiéticos. Posteriormente, se lavaron las
células extensivamente para remover las bacterias no internalizadas y se continud la
infeccion por otras 24hs en presencia de antibidticos (100 pg/ml gentamicina y 50
ug/ml estreptomicina) para eliminar las bacterias extracelulares remanentes. Para
monitorear la replicacion intracelular de Brucella, las células infectadas se lavaron y
lisaron a distintos intervalos posinfeccion con 0.1% de Triton X-100 (vol/vol). El
nimero de bacterias intracelulares viables (expresado como UFC/pocillo) fue

determinado plaqueando diluciones seriales en triptona de soja agar.

Obtencion y estimulacion de neutréfilos humanos

Neutréfilos humanos fueron obtenidos a partir de sangre periférica de
dadores sanos por gradiente de Ficoll-Paque® seguido de una sedimentacién con

Dextran al 6% y una lisis hipoténica con solucién salina para eliminar los
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eritrocitos contaminantes. Los neutrofilos asi obtenidos, fueron lavados dos veces
con PBS y resuspendidos en medio completo con 5% de SFB, en una
concentracién final de 1 x 10° células/ml. La viabilidad celular fue mayor al 98%
segun se determiné por exclusion del colorante azul de tripan. La pureza final de la
preparacion de neutréfilos fue mayor al 95% de acuerdo al examen morfologico
con tinciéon de Giemsa y patrones de citometria de flujo.

Los neutréfilos fueron estimulados con los diferentes estimulos de acuerdo a
lo indicado en cada ensayo. Para los estudios de cinética de la produccién de 1L-8,
los neutrofilos fueron incubados con los estimulos indicados durante 4, 8, 24 y 48

hs. y se colectaron los sobrenadantes de cultivo.

Bloqueo de TLRs

Las células THP-1 o DC (1 x 10° células/ml) fueron pre-incubadas con 20
pug/ml de Ac monoclonal anti-TLR2 humano (clon TL2.1. eBiosciences), anti-
TLR4 humano (clon HTA125. eBiosciences), o el Ac IgG2a, utilizado como
control de isotipo, durante 30 min. a 4°C. Esta preparacion fue posteriormente
incubada con LPS de E. ¢/ (10 ng/ml), LPS de B. abortus (1000 ng/ml), L-OspA
(500 ng/ml), HKBA (1 x 10° bacterias/ml) o L-Omp19 (500 ng/ml). Los cultivos
fueron incubados por 24 hs., como se mencioné previamente, y los sobrenadantes

fueron analizados para determinar la concentracion de las distintas citoquinas.

Citometria de flujo

Se utiliz6 citometria de flujo para caracterizar el fenotipo de los distintos
tipos celulares y para evaluar la expresion de las distintas moléculas de superficie
analizadas. Los Acs monoclonales conjugados a FITC anti-CD14 y CDl1a y los
conjugados a PE anti-CD86, CD80, CCR7, CD83, MHCII, MHCI, CD40, DC-
SIGN, CD11b, CDG62L y CD35, fueron obtenidos de BD Biosciences. Previo al
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andlisis en un citémetro de flujo FacsCalibur Flow Cytometer®, las células fueron
lavadas y fijadas en paraformaldehido al 1%.

Para cada muestra se adquirieron 10.000 eventos y los datos fueron
procesados utilizando el software CellQuest (BD Biosciences). A partir de los
histogramas se determiné la intensidad de fluorescencia media (MFI) para cada

poblacion analizada.

Actividad endocitica

La actividad endocitica de las DC fue medida por la incorporacién de
ovoalbumina conjugada a FITC (OVA-FITC) (gentilmente cedida por la Dra.
Vermeulen) como se describe en la literatura [144]. Las células fueron incubadas en
medio completo con 100 pg/ml de OVA-FITC durante 1 h. a 4°C para determinar
la endocitosis inespecifica, o a 37°C para determinar la endocitosis especifica.

Luego se lavaron las células y fueron analizadas por citometria de flujo.

Cultivo mixto leucocitario (CML)

Las DC estimuladas con L-Omp19, U-Omp19, HKBA o LPS de E. /i
fueron tratadas con 30 pg/ml Mitomicina C (Sigma-Aldrich) a 37°C durante 30
min., se lavaron exhaustivamente y se incubaron en medio fresco en placas de 96-
pocillos de fondo en U, durante 5 dias con PBMCs (2 x 10°/pocillo) provenientes
de un dador no relacionado, en distintas relaciones (1:20; 1:50; 1:100). Para medir la
proliferacién linfocitaria, se agregé 1 pCi/pocillo de ['H]-Timidina (ICN
Pharmaceuticals Inc.) y se incub6 otras 18 hs. Luego de cosechar los cultivos, se
determiné la incorporaciéon de ["H]-Timidina mediante un contador de centelleo

liquido (Beckman Instruments).
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Produccion de especies reactivas del oxigeno

Para determinar la capacidad de los distintos estimulos de inducir el estallido
respiratorio en neutrofilos, se determiné la capacidad de los mismos de sensibilizar
la producciéon de especies reactivas del oxigeno (ROS) inducida por PMA.
Neutréfilos purificados (2.5 x 10°) fueron incubados a 37°C con los estimulos
indicados durante 30 min. Postetriormente se incubaron con Dihidroxirodamina
(DHR, Invitrogen) (1mM), transcurridos 15 min. se agregé PMA (5 ng/ml) y se
incub6 por otros 15 min. Inmediatamente después las células fueron analizadas por

citometria de flujo como se describe en la literatura [145].

Apoptosis

Los neutréfilos purificados (1 x 10° células/ml) fueron incubados con los
estimulos indicados por 6, 24, 48, o 72 hs. Las células fueron luego lavadas y se
determind el porcentaje de neutréfilos apoptoticos mediante el ensayo de Anexina
V (AV). Las células fueron tratadas con ioduro de propidio (PI) y AV-FITC
(Sigma-Aldrich) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las células AV'/PI
se consideraron en apoptosis temprana, y las células AV'/PI" se consideraron en

apoptosis tardia.

Quemotaxis

Para medir la migraciéon celular se utilizaron placas de microquemotaxis de
96 pocillos con filtro de policarbonato con un poro de 0.3 pm de didmetro
(Corning). Los neutréfilos (1 x 10° células/ml) fueron sembrados en el pocillo
superior de las camaras y se colocaron los estimulos indicados en el pocillo inferior
de las camaras. La migraciéon celular fue cuantificada mediante el recuento del
numero de células que alcanzaron el pocillo inferior de la camara luego de un

periodo de incubacién de 2 hs. Como control positivo se utilizé fMLP (cedido por

la Dra. Analia Trevani) (1 x 107 M) y el LPS de E. w/.
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ELISA

La concentracion de citoquinas humanas y murinas (IL-6, 11.-12, IL.-10, 1L-8
y TNF-a) en los sobrenadantes de cultivo se determiné mediante ELISA de
captura utilizando Acs monoclonales especificos para las citoquinas mencionadas

de acuerdo a las instrucciones del fabricante (BD Pharmingen).

Anilisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el analisis de la varianza de un
factor (ANOVA) con un post-test de Bonferroni utilizando el software GraphPad

Prism versién 4.00.
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Respuesta inflamatoria inducida por Brucella
abortus en monocitos/macrofagos




CAPITULO 1-Introduccién

INTRODUCCION

Los monocitos son originados en la médula 6sea a partir de un progenitor
mieloide comun que es compartido con los neutréfilos, y luego se dirigen a la
circulacion periférica en donde circulan durante varios dias antes de entrar en los
tejidos para repoblar el pool de macréfagos tisulares. Los macrofagos se
encuentran distribuidos en todos los tejidos del cuerpo humano, y de introducirse
un inoculo infeccioso por cualquier via, un macréfago se encontrara generalmente
muy proximo al microorganismo invasor. Todos los estimulos proinflamatorios,
metabdlicos e inmunes, generan un aumento en el reclutamiento de monocitos a
los sitios periféricos, en donde tendra lugar la diferenciaciéon a macréfagos y DC
[146].

Como se mencioné en la introduccion, los monocitos/macréfagos tienen un
rol central en la infeccién con Brucella [36, 56]. Estas bacterias son capaces de invadir
células del sistema reticuloendotelial, y pueden ser secuestradas por los macréfagos
en sitios especificos del hospedador, como el bazo, higado, cerebro, articulaciones,
corazén y médula 6sea. Los monocitos/macréfagos son ademas una de las células
con mayor capacidad de producir citoquinas. La importancia de las citoquinas en el
desarrollo de la respuesta inflamatoria ha sido bien documentada, y se ha
encontrado que las mismas estan involucradas en la fisiopatologia de la brucelosis
[107].

A pesar de que se ha documentado que el LPS de las enterobacterias juega
un rol central en la patogénesis de las infecciones con bacterias Gram-negativas
[147], la capacidad del LPS de Bracella de inducir una respuesta inflamatoria ha sido
cuestionada [111, 112, 121]. Por otro lado, las lipoproteinas bacterianas poseen
propiedades inmunoestimulatorias intrinsecas [127-129].

Para investigar el papel que tienen estos componentes bacterianos en la

inflamacion asociada a la infeccién con bacterias del género Brucella, comenzamos
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entonces por analizar la capacidad de dichas moléculas de inducir la activacion de
monocitos/macréfagos y la produccion de citoquinas proinflamatorias. Como
modelo de célula monocitica se utilizé la linea monocitica humana THP-1.
Ademas, la estimulacion con B. abortus, nos permitié inferir si las lipoproteinas o el

LPS son los principales estimulantes de monocitos/macréfagos en estas bactetias.
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RESULTADOS

El LPS no contribuye en la produccion de citoquinas inducida por B.

abortus

En primer lugar se evalué la contribuciéon del LPS de B. abortus en la
producciéon de citoquinas inflamatorias mediada por Brucella en monocitos. Células
THP-1 fueron incubadas con bacterias enteras muertas por calor (HKBA), LPS de
B. abortus, o LPS de E. coli utilizado como control, y luego de 24 hs. de cultivo, se
cuantificé la producciéon de 1L-6, IL-10, IL-12 y TNF-a en los sobrenadantes de
cultivo por ELISA. La producciéon de todas las citoquinas investigadas se vio
marcadamente aumentada en los sobrenadantes de cultivo provenientes de células
estimuladas con HKBA comparada con las células sin estimular. L.a produccién de
citoquinas aumenté en funcién de la cantidad de bacterias presentes en el cultivo.
Se detect6é un aumento significativo (P < 0.01) en los cultivos que contenian entre
1 x 10" y 1 x 10” bacterias/ml. La produccién de citoquinas en los cultivos con 1 x
10° bacterias/ml o menos cay6 dramaticamente al nivel de las células no
estimuladas (Figura 1) Por el contrario, el LPS de B. abortus resulté ser un inductor
débil de la produccién de citoquinas. En concentraciones comparables a las que se
suponen se encuentran presentes en 1 x 10" a 1 x 10” bacterias/ml, el LPS de B.
abortus indujo la secrecion de cantidades marginales de IL-10 y fue incapaz de
inducir la produccién de I1.-12 (1 x 107 células de B. abortus 2308 contienen una
cantidad de LPS estimada de 10 ng, cantidades similares de LPS fueron informadas
para las células de B. abortus RB51 [148]). En las células THP-1, el LPS de B. abortus
solo fue capaz de inducir la producciéon de IL-6 y TNF-a, sin embargo la
produccion en cantidades significativas de estas citoquinas (P < 0.01) se logré con
concentraciones de 100 ng/ml o superiores (Figura 1). Estos resultados indican

que HKBA es capaz de inducir la produccién de citoquinas pro y antiinflamatorias
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en células THP-1. También sugieren que dada su baja actividad biolégica, el LPS de

B. abortus no parece estar involucrado en desencadenar esta ultima respuesta.

Figura 1. HKBA induce la produccién de citoquinas pro y antiinflamatorias en

células THP-1 en mayor medida que el LPS de B. abortus.
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ncubadas durante 24 hs. con medio

, LPS de E. w/i (EcLPS) (ng/ml) o distintas
acterias/ml) y se determiné la producciéon de citoquinas en los
antes de cultivo por ELISA. Los resultados se expresan como la media (pg/ml) = S.E.M. Este
experimento fue realizado 3 veces por duplicado.
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Posteriormente, se llevaron a cabo experimentos para evaluar la
contribucién del LPS en la produccion de citoquinas mediada por HKBA. Con este
proposito las células THP-1 fueron incubadas con HKBA, LPS de B. abortus o LPS
de E. coli en presencia o ausencia de polimixina B, un inhibidor especifico de la
actividad del LPS [149], y luego de 24 hs. de cultivo se evalué por ELISA la
produccion de 1L-6 y TNF-a en los sobrenadantes de cultivo. Una vez mas, HKBA
indujo significativamente (P < 0.01) la produccién de IL-6 y TNF-a en forma
dosis-dependiente. La secreciéon de citoquinas no fue debida al LPS de B. abortus, ya
que el agregado de polimixina B al cultivo no tuvo efecto alguno en la producciéon
de citoquinas inducida por HKBA, en una concentracion tal que bloqueaba por
completo la produccion de citoquinas en respuesta a 100 ng/ml de LPS de E. /iy

1000 ng/ml de LPS de B. abortus (Figura 2).
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Figura 2. El LPS de B. abortus no esta involucrado en la producciéon de

citoquinas mediada por HKBA.
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Para corroborar la falta de contribucién del LPS en la producciéon de
citoquinas inducida por B. abortus, se evalu6 la produccion de TNF-a inducida por
HKBA en macro6fagos peritoneales de ratones C3H/He] que no responden al LPS
por poseer un receptor TLR4 no funcional [136]. Células provenientes de la cepa
salvaje C3H/HeN tratadas con LPS de B. abortus y LPS de E. coli, secretaron TNF-
o en forma dosis dependiente. Ambas preparaciones de LPS fueron incapaces de
inducit TNF-o en células provenientes de ratones C3H/HeJ (Figura 3). Por el
contrario, HKBA indujo las mismas cantidades de TNF-a (P > 0.05) en
macrofagos peritoneales de ambas cepas de ratones, indicando que la activacion
mediada por HKBA es independiente del LPS (Figura 3).

En su conjunto, estos resultados indican que el LPS de B. abortus no
contribuye en la producciéon de citoquinas inducida por HKBA. Los mismos
también indican que el LPS de B. abortus, pero no HKBA, activa a los macréfagos a

través de TLR4.

Figura 3. La produccién de TNF-« inducida por HKBA es independiente de

TLR4.
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La produccion de citoquinas inducida por HKBA es dependiente de TLR2

Para continuar examinando el rol de TLR4 y TLR2 en la produccién de
citoquinas inducida por HKBA en monocitos humanos, se pre-incubaron células
THP-1 con Acs monoclonales anti-TLR4 y anti-TLR2, o sus respectivos controles
de isotipo, y luego las células fueron estimuladas con HKBA o LPS de B. abortus.
Luego del cultivo se evalu6é la produccion de TNF-o, IL-6 e IL-12 en los
sobrenadantes de cultivo por ELISA. Como control se utiliz6 LPS de E. co/i y la
lipoproteina de Borrelia burgdorferi L-OspA, un ligando TLR2. Como era de
esperarse, la pre-incubacion de las células THP-1 con anti-TLR4 bloqued
significativamente (P < 0.01) la produccién de TNF-a, IL-6 e IL-12 mediada por el
LPS tanto de E. ¢o/i como de B. abortus, mientras que el Ac anti-TLR2 inhibio
significativamente (P < 0.001) la producciéon de las tres citoquinas mediada por L-
OspA (Figura 4). El Ac anti-TLR2 también bloqueé de manera significativa (P <
0.01) 1a producciéon TNF-a, IL-6 e IL-12 mediada por HKBA. En cambio, el Ac
anti-TLR4 no tuvo efecto alguno en esta respuesta (Figura 4). Los Acs utilizados
como control de isotipo no tuvieron efecto alguno en ninguna de las respuestas
estudiadas. Estos resultados indican que la activacién de monocitos y la produccion

de citoquinas inducida por B. abortus depende de TLR2.
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Figura 4. La producciéon de citoquinas inducida por HKBA es dependiente de

TLR2.
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Clonado, expresion y purificacion de las lipoproteinas de B. abortus Ompl6

y Omp19

Dado que la produccion de citoquinas inducida por HKBA procede a través
de TLR2 y teniendo en cuenta que las lipoproteinas bacterianas son potentes
inductores de citoquinas en una gran variedad de células [127-129] a través de una via
mediada por TLR2 [130], hipotetizamos que las lipoproteinas de Brucella podrian ser
las responsables de la estimulaciéon de citoquinas observada en las células THP-1
estimuladas con HKBA. Para probar esta hipotesis, se clonaron las lipoproteinas de
B. abortus Omp16 y Omp19, se expresaron en E. co/i y se purificaron con el fin de
ser usadas como estimulantes modelo de lipoproteinas de B. abortus. Ademas, para
investigar si el dominio activo de Omp16 y Omp19 era la porciéon aminoterminal
con un residuo de cisteina tripalmitoilada, también se clonaron y purificaron las
versiones no lipidadas de ambas Omps carentes del péptido sefial y la cisteina
aminoterminal. Las protefnas recombinantes fueron expresadas en la cepa de E. co/i
BL21 (DE3) y posteriormente purificadas por cromatografia de afinidad. Se obtuvo
una pureza mayor al 95% para cada una de las preparaciones resultantes (Figura
5A4). El analisis en geles de poliacrilamida revel6 que ambas proteinas tenfan un
peso similar al de las proteinas nativas (Figura 5B). La identidad de Omp16 y
Omp19 se verifico por “Western-blot” mediante el empleo de Acs monoclonales
especificos. E1 Ac monoclonal contra Omp16 detecté ademas una banda adicional
con un peso molecular ligeramente mayor en la preparaciéon de L-Omp16 (Figura
5B). Ya que el proceso de acilaciéon de las proteinas es una modificaciéon post-
traduccional, esta banda podria corresponder a una forma precursora de Omp16

[135].
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Figura 5. Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes de B. abortus

Ompl6 y Omp19.
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e las proteinas se verificé por SDS-PAGE seguido de tincion
. La identidad de L-Omp16 y L-Omp19 se confirmé por “Western blot” con los Acs
monoclonales anti-Omp16 y anti-Omp19 (B).

Las lipoproteinas de B. abortus Ompl6 y Omp19 inducen la produccién de

citoquinas pro y antiinflamatorias en células THP-1

A continuacién se determiné la capacidad de Omp16 y Omp19 para inducir
la secreciéon de citoquinas pro y antiinflamatorias en células THP-1. Las células
fueron incubadas con L-Omp16, U-Omp16, L-Omp19 o U-Omp19, y luego de 24
hs. de cultivo se evalu6é por ELISA la produccién de IL-6, 1L-10, IL-12 y TNF-«
en los sobrenadantes de cultivo. Nuevamente, se utilizé el LPS de E. w/ y la

lipoproteina L-OspA como controles. L-Omp16 y L-Omp19 indujeron, en forma
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dosis dependiente, la produccion de IL-6, I1L-10, IL-12 y TNF-a«. Concentraciones
tan bajas como 1 ng/ml de L-Omp19 desencadenaron la produccién significativa
(P < 0.05) de TNF-o, IL-10 e IL-6, y una produccion significativa (P < 0.05) de IL-
12 se observé a partir de concentraciones de 10 ng/ml de L-Omp19. La maxima
produccién de todas las citoquinas se alcanz6 con 1000 ng/ml de proteina (Figura
6). Ambas Omps fueron igualmente efectivas en la inducciéon de TNF-a.. L-Omp16
indujo cantidades significativas (P < 0.05) de IL-6, IL-10 e IL-12 a partir de una
concentracién de 100 ng/ml. La produccién de citoquinas por las células THP-1
estimuladas con estas lipoproteinas fue dependiente de la lipidaciéon de estas
moléculas, ya que U-Omp16 y U-Omp19 fueron incapaces de inducir IL-6, IL-10,
IL-12 o TNF-a en cualquiera de las concentraciones probadas (Figura 6).

Para asegurarnos de que la produccién de citoquinas no fuera debida al LPS
de E. coli que podria haber sido copurificado con las Omps, los cultivos fueron
hechos en presencia o ausencia de polimixina B. La secrecién de citoquinas no fue,
en efecto, debida a una contaminaciéon con LPS, ya que el agregado de polimixina
B no alteré en forma alguna la produccion de citoquinas inducida por L-Omp16 o
L-Omp19 en condiciones en las que si bloque6é completamente la produccion de
citoquinas en trespuesta a 100 ng/ml de LPS de E. cw/ (Figura 6). Como se
esperaba, L-OspA indujo altos niveles de todas las citoquinas analizadas y los
mismos no se vieron afectados por el agregado de polimixina B. Estos resultados
demuestran que las lipoproteinas de B. abortus inducen citoquinas pro vy
antiinflamatorias en células THP-1. También indican que la modificacién lipidica

de Omp16 y Omp19 es esencial para la induccién de citoquinas en monocitos.
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Figura 6. Las lipoproteinas de B. abortus inducen la producciéon de citoquinas

pro y antiinflamatorias.
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También se determiné la cinética de la produccion de citoquinas en células
THP-1 incubadas con L-Omp16, U-Omp16, L-Omp19, U-Omp19, L-OspA y LPS
de E. coli. La concentracion de citoquinas se determiné mediante ELISA a las 2, 4,
8, 16, 24, 48 y 72 hs luego de agregar los estimulos a los cultivos. U-Omp16 y U-
Omp19 fueron incapaces de inducir la producciéon de ninguna citoquina en
ninguno de los tiempos analizados (datos no mostrados). La produccion de todas
las citoquinas estudiadas aumenté rapidamente de manera significativa (P < 0.05)
en las primeras 20 hs. de estimulaciéon con L-Omp16, L-Omp19, L-OspA y LPS de
E. coli. Luego de este tiempo, la concentracion de citoquinas continué aumentando
a una tasa menor (IL-6 e IL-12) o decliné gradualmente (IL-10 y TNF-«) (Figura
7). La concentracion de TNF-a alcanzé su valor maximo a las 2 hs.
posestimulacién, para luego declinar rapidamente. La concentraciéon de IL-10
obtuvo valores maximos entre las 8 y las 16 hs. posestimulaciéon y luego decliné.
Las concentraciones de IL-6 e IL-12 aumentaron mas lentamente que las
citoquinas mencionadas anteriormente y alcanzaron una meseta a las 48 hs.

posestimulacion.
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Figura 7. Cinética de la produccion de citoquinas.
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incubadas con medio completo (RPMI),
spA (500 ng/ml), L-Omp19 (500 ng/ml) o L-Omp16 (500
, 12, 24, 48 y 72 hs. se determiné la producciéon de citoquinas en los
enadantes de cultlvo por ELISA. Los resultados se expresan como la media (pg/ml) £ S.E.M. Este
experimento fue realizado 3 veces por duplicado.

La produccién de citoquinas inducida por las lipoproteinas de B. abortus es

mediada por TLR2

Previamente, fue demostrado que TLR2 media las respuestas de las
lipoproteinas bacterianas en células de linaje monocitico [150]. Por lo tanto, se
estudi6 el rol de TLR2 en la produccién de citoquinas inducida por las
lipoproteinas de B. abortus. Las células THP-1 fueron pre-incubadas con Acs anti-

TLR2, anti-TLLR4 o los respectivos controles de isotipo, y luego estimuladas con



CAPITULO 1-Resultados

HKBA o L-Omp19. Posteriormente se evalué la produccion de IL-6 y TNF-a en
los sobrenadantes de cultivo por ELISA. La pre-incubacién de las células THP-1
con anti-TLR2 bloqued significativamente (P < 0.001) tanto la produccién de 1L-6
como de TNF-o« mediada por L-Ompl9. Este Ac también inhibi6
significativamente (P < 0.001) la produccién de ambas citoquinas mediada por
HKBA (Figura 8). Los Acs anti-TLR4 y controles de isotipo no tuvieron ningin
efecto en la respuesta investigada. Estos resultados indican que la produccion de

citoquinas inducida por las lipoproteinas de B. abortus es dependiente de TLR2.

La produccién de citoquinas inducida por las lipoproteinas de B.

abortus es dependiente de TLR2.
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experimento fue realizado 3 veces por duplicado. ***P < 0.001 vs. Sin Ac.
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DISCUSION

A pesar de que se encuentra documentado claramente que el LPS de las
enterobacterias tiene un rol central en la patogénesis de las infecciones con
bacterias Gram negativas [147], la capacidad del LPS de Brucella de inducir una
respuesta inflamatoria ha sido cuestionada [111, 112, 121]. En esta tesis presentamos
evidencias que indican que la produccién de citoquinas inflamatorias inducida por
B. abortus es independiente del LPS de Brucella. HKBA indujo la producciéon de
TNF-o e IL-6 en macrofagos peritoneales de ratones C3H/He] y C3H/HeN,
mientras que el LPS de B. abortus sélo estimul6 las células provenientes de ratones
C3H/HeN. Aun mas, la polimixina B, un inhibidor especifico de la actividad del
LPS 1149] fue incapaz de inhibir la producciéon de TNF-a e IL-6 inducida por
HKBA en células THP-1. Si bien el LPS de B. abortus altamente purificado en muy
altas concentraciones (1 pg/ml) indujo la produccién de IL-6 y TNF-a en
monocitos; estos resultados obtenidos 7 vitre, probablemente no sean relevantes a
nivel fisiolégico. Una concentraciéon bacteriana de 1 x 10° bacterias/ml indujo
niveles comparables de citoquinas, pero por una via que no fue inhibida por
polimixina B. Por tanto, ni siquiera esta alta concentraciéon de bacterias posee una
suficiente cantidad de LPS disponible para que el mismo sea funcionalmente
detectable.

Por otro lado, L-Omp16 y L-Ompl9 fueron igualmente potentes en la
inducciéon de TNF-a. L-Omp16 fue relativamente menos eficiente que L-Omp19
en la induccion de IL-6, IL-10 e IL-12. Las causas de estas diferencias podrian estar
relacionadas con la presencia de un precursor de lipoproteina no completamente
acilado en las preparaciones de Omp16 (Figura 5B). Ya que diferentes TLRs estan
involucrados en la sefializaciéon de lipoproteinas total y parcialmente lipidadas [151,
152], es posible que el conjunto de receptores TLRs involucrados en transducir la

sefial de Omp16 para la produccion de 1L-6, IL-10 e IL-12 sea menos eficiente con
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Omp16 parcialmente acilada que con Omp19, la cual esta acilada uniformemente.
Con respecto a esto, experimentos conducidos con ratones TLRs “knock-out”
indicaron que diferentes vias de sefializaciéon mediadas por TLRs podrian resultar
en la induccién selectiva de citoquinas antiinflamatorias o proinflamatorias [151].

Ciertos estudios han sugerido que las cepas de Brucella no inducirian la
producciéon de TNF-o en macréfagos humanos [153]. Ahmed y col. [154] ha
reportado niveles de TNF-a indetectables en el suero de pacientes con brucelosis
aguda. Sin embargo, en concordancia con nuestros resultados, otros experimentos
in vitro han demostrado que B. abortus induce la produccion de citoquinas anti y
proinflamatorias en monocitos humanos y murinos, como IL1-8 y TNF-a, siendo
TNF-o un co-estimulador de la produccion de IFN-y [87, 155] Demirdag y col. [107]
ha encontrado que los niveles de TNF-a se encuentran significativamente
aumentados en la etapa aguda de la enfermedad, en comparaciéon con los valores
posteriores al tratamiento o el grupo control. Aun mas, se observé que los elevados
niveles de TNF-a en la etapa aguda de la enfermedad se encontraban
correlacionados con un aumento en los niveles de IFN-y [107].

La contribucién relativa de TLR2 y TLR4 en la producciéon de citoquinas
mediada por B. abortus amerita cierta discusién. Nuestros resultados indican que
HKBA induce la produccion de IL-12, IL-6 y TNF-a via TLR2 en monocitos
humanos, y coinciden en este sentido con resultados obtenidos por Huang y col.
[112], los cuales demuestran que HKBA induce la producciéon de TNF-a via TLR2
en células murinas. Contrariamente, otros investigadores obtuvieron evidencias que
sugieren que la producciéon de TNF-a inducida por HKBA es dependiente de
TLR4 [68]. Ambos trabajos, al igual que el nuestro, coinciden en que el LPS de B.
abortus utiliza TLR4. Ademas, hemos demostrado que el LPS no es un mediador de
la actividad proinflamatoria de HKBA, y establecimos la prueba de concepto de
que las lipoproteinas de B. abortus serian el ligando TLLR2 que utilizan estas bacterias

para disparar la liberacién de mediadores pro y antiinflamatorios en monocitos.
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Nuestros resultados, sumados a estas evidencias, refuerzan el concepto de
que Brucella es capaz de inducir citoquinas  proinflamatorias  en
monocitos/macréfagos, y que las mismas juegan un rol importante en la
patogenia de esta enfermedad [156].

La estimulacion de TLR2 por las lipoproteinas de Brucella en células de linaje
monocitico podria ser suficiente para desencadenar la inflamacién asociada a la

infeccion.
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INTRODUCCION

La infecciéon con Brucella spp. induce la activacion de la inmunidad innata y
adaptativa desencadenando una potente respuesta proinflamatoria con producciéon
de IL-12, IFN-y, TNF-a y otras citoquinas. Esto manifiesta la habilidad de estos
microorganismos de reclutar y activar componentes celulares clave en la respuesta
inmune. La IL.-12, una citoquina fundamental en la infeccién, es producida por los
macrofagos y las DC, y dirige la respuesta inmune hacia un perfil Thl induciendo
la produccién de TFN-y en linfocitos T CD4" [s56]. Debido a su habilidad de inducir
una vigorosa respuesta Thl, induciendo la producciéon de IL-12 en células del
sistema inmune innato [110, 112], se ha propuesto a HKBA como un poderoso
adyuvante y “carrier” de vacunas. Esta reconocida habilidad de inducir una
respuesta Th1, indica que determinados componentes de Brucella serian capaces de
reclutar mecanismos proinflamatorios. Sin embargo, los medios por los cuales B.
abortus induce esta respuesta todavia no han sido completamente elucidados.

Las células dendriticas (DC) tienen un rol fundamental al influenciar la
naturaleza de la inmunidad adaptativa. Iz vive, las DC inmaduras residen en la
periferia donde sirven como centinelas en busqueda de Ags foraneos y patégenos
microbianos. Al interaccionar con un estimulo inflamatorio proveniente de los
microorganismos, inician un programa de maduracién critico en el cual las DC
modulan la expresion de moléculas de superficie y adquieren la capacidad de migrar
a los ganglios linfaticos regionales en donde fuertes interacciones con los LT van a
dictar el destino de la respuesta inmune [157]. Esta maduracién de DC inducida por
los microorganismos, provee el elemento crucial que se requiere para la induccion
selectiva de una respuesta Thl [157] y B. abortus tiene la habilidad de infectar y
reproducirse dentro de estas células [61].

La activacién y maduracion de DC inducida por componentes presentes en

los patégenos ha sido estudiada por mucho tiempo [158, 159], y si bien es sabido que
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algunos productos microbianos, en particular el LPS de enterobacterias, inducen la
maduracion de DC [160], el LPS de B. abortus no es un candidato probable para
inducir la maduracion de estas células, ya que como mostramos previamente es un
activador celular débil y un pobre inductor de citoquinas proinflamatorias en
células monociticas.

Habiendo demostrado que las lipoproteinas de B. abortus, y no su LPS, son
las moléculas responsables de la activacion de monocitos/macréfagos y la
consecuente respuesta proinflamatoria desencadenada por HKBA, nuestros
resultados previos sugieren que la habilidad de promover una respuesta Th1 podria
deberse a las lipoproteinas de Brucella.

Por tanto, teniendo en cuenta la relevancia de las DC en el desarrollo de la
respuesta inflamatoria y en la conexion entre la respuesta inmune innata y
adaptativa, y que la induccién de la maduraciéon de DC por los organismos del
género Brucella podria explicar el mecanismo por el cual estos organismos modulan
la respuesta inmune hacia un perfil Th1, en esta parte del trabajo nos enfocamos en
la interaccion entre B. abortus y DC humanas.

En primer lugar investigamos la habilidad de B. abortus de inducir los
cambios fenotipicos y funcionales asociados a la maduraciéon de DC. Ademas,
teniendo en cuenta que otras lipoproteinas bacterianas son capaces de activar las
DC 1], junto con el hallazgo realizado en nuestro laboratorio de que las
lipoproteinas de B. abortus pueden activar a las células del sistema inmune innato
[156], investigamos el rol de las lipoproteinas de Brucella en la maduracion de DC
inducida por B. abortus. Para ello, utilizamos la proteina recombinante de B. abortus,

Omp19, obtenida previamente, como modelo de lipoproteina de Brucella.
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RESULTADOS

B. abortus induce 1la maduracion de DC

En primer lugar investigamos la capacidad de B. abortus de inducir los
cambios fenotipicos asociados a la maduracién de DC. Para ello se infectaron DC
inmaduras derivadas de monocitos y se midié la expresion de marcadores de
maduracion por citometria de flujo. El fenotipo de las DC inmaduras fue
confirmado por la expresion de CD1a y DC-SIGN, y la ausencia de CD14 (Figura
9). La infeccién con B. abortus indujo la maduracién de DC como se evidencié por
un aumento significativo (P < 0.01) en la expresiéon de CD86, CD80, CCR7, CD83,
MHCI, MHCII y CD40 (Figura 104 y B). También se analiz6 la produccion de
citoquinas en los sobrenadantes de cultivo por ELISA. Al igual que con la
expresion de los marcadores de superficie, la infecciéon con B. abortus indujo
significativamente (P < 0.05) la produccién de 1L-12, IL-6, IL-10 y TNF-a (Figura
100). La infeccion con E. ek, utilizada como control positivo de maduracion,
también indujo un aumento en los marcadores de superficie y la producciéon de

citoquinas (Figura 10).

Figura 9. Fenotipo de DC inmaduras.
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1L-4. La expresion de CD14, CD1A y DC-SIGN fue determinada por citometria de flujo.
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Figura 10. B. abortus induce la maduraciéon de DC.
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Para evaluar si la viabilidad de la bacteria era necesaria para inducir la
maduracion de las DC, se examiné la capacidad de HKBA de aumentar la
expresion de los distintos marcadores de maduraciéon e inducir la secrecién de
citoquinas. Al igual que lo observado con la bacteria viva, HKBA indujo un
aumento significativo (P < 0.05) de la expresiéon de CD86, CD80, CCR7, CD83,
MHCI, MHCII y CD40. El nivel de expresiéon de estos marcadores fue
dependiente de la cantidad de bacterias presentes en el cultivo (Figura 114y B).
HKBA también indujo de manera significativa (P < 0.05) la produccién de 1L-12,
IL-6, IL-10 y TNF-a (Figura 11C) en forma dosis dependiente. El LPS de E. ¢/,
un estimulo de maduracién conocido, utilizado como control positivo, también
indujo el aumento en la expresion de los marcadores de superficie y en la
produccion de citoquinas (Figura 11C).

Estos resultados demuestran la capacidad de B. abortus de inducir la
maduracion de DC humanas. Ademas, el hecho de que HKBA también induzca la
maduracion, sugiere que este fendémeno estarfa mediado por un componente

estructural de la bacteria.
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Figura 11. HKBA induce la maduracién de DC.
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El LPS de B. abortus no esta involucrado en la maduracion de DC inducida

por HKBA

A continuaciéon analizamos la contribucion del LPS de B. abortus en la
maduracion de DC inducida por HKBA. Con este propésito, DC inmaduras
fueron estimuladas con HKBA o LPS de E. cw/i en presencia de polimixina B, un
inhibidor especifico de la actividad del LPS [143], y luego de 24 hs. de cultivo se
determiné la expresion de marcadores de maduracion de DC y la produccion de
citoquinas por citometria de flujo y ELISA, respectivamente. La expresion de los
marcadores de superficie (Figura 12A4) y la produccion de citoquinas (Figura 12B)
no se vieron modificadas por el agregado de polimixina B a los cultivos, en
condiciones en las cuales bloque6 completamente la respuesta a 10 ng/ml de LPS
de E. cli. Esto se observé para cualquiera de los marcadores de superficie o
citoquinas analizadas. Aun mas, el LPS de B. abortus altamente purificado, en
cantidades comparables a las que se estiman estan presentes en las concentraciones
de bacterias utilizadas [148], fue incapaz de inducir la maduraciéon de las DC (Figura
120.

En conjunto estos resultados indican que el LPS de B. abortus no contribuye

en la maduracién de DC inducida por HKBA.
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Figura 12. El LPS de B. abortus no esta involucrado en la maduraciéon de DC

inducida por HKBA
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Omp19 induce la maduracién de DC

Dado que el LPS no estaba involucrado en este fenémeno, analizamos si las
lipoproteinas de B. abortus podian inducir la maduraciéon de DC. Dado que Omp16
y Omp19 presentaban una actividad biologica similar en monocitos, y debido a que
esta dltima se obtenfa en mayor cantidad con mayor facilidad, y habiendo
demostrado que la actividad biologica de ambas proteinas residia en su dominio
lipidico, el cual era idéntico en ambas proteinas, decidimos continuar utilizando
Omp19 como modelo de lipoproteina de Bruce/la.

DC inmaduras estimuladas con L-Ompl9 sufrieron un aumento en la
expresion de CD86, CD80, CCR7, CD83, MHCI, MHCII y CD40 en forma dosis
dependiente (Figura 134). La maduracién de DC inducida por la lipoproteina de
Brucella fue dependiente del dominio lipidico de esta proteina, ya que la versién no
lipidada de la misma, U-Omp19, no aumenté la expresion de CD86, CD80, CCR7,
CD83, MHCI, MHCII ni CD40 en cualquiera de las concentraciones utilizadas. El
requerimiento de la lipidaciéon fue reforzado por el hecho de que Pam;Cys, un
lipohexapéptido sintético con una secuencia peptidica irrelevante, también
aumento la expresion de las moléculas investigadas (Figura 13A4). Por otro lado, las
DC estimuladas con L-Omp19 también secretaron 1L.-12, 1L-6, IL-10 y TNF-a. La
produccién de citoquinas resulté ser dependiente de la cantidad de lipoproteina
presente en el cultivo. Por el contrario, U-Omp19 no indujo la produccién de

citoquinas o soélo lo hizo levemente (Figura 13 B).
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Figura 13. Omp19 induce la maduracién de DC.
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Durante la maduracion, concomitante con un aumento en las funciones de
presentacion antigénicas, las DC sufren una reduccién de su capacidad de capturar
Ags a través de la via endocitica. Para determinar si los mecanismos de captura de
Ag también estaban siendo modulados por las lipoproteinas de B. abortus, se evalud
la actividad endocitica de las DC tratadas con L-Omp19 midiendo la endocitosis de
OVA-FITC por citometria de flujo. Las DC tratadas con L-Omp19, al igual que
aquellas estimuladas con LPS de E. w/, endocitaron menor cantidad de OVA-
FITC en comparaciéon con las DC inmaduras (Figura 14A4). Este resultado provee
mayor evidencia de que las lipoproteinas de B. abortus son capaces de inducir la
maduracion de DC.

Dado que observamos que tanto las DC maduradas con L-Omp19 como las
maduradas con HKBA presentaban altos niveles de moléculas co-estimulatorias asi
como de moléculas involucradas en la presentacion antigénica, quisimos determinar
si estos cambios fenotipicos se traducfan en cambios funcionales. Para ello,
determinamos la capacidad de estas DC estimuladas con HKBA y L-Omp19 de
estimular L'T en un cultivo mixto leucocitario (CML) comparada con la de las DC
inmaduras. Las DC estimuladas con HKBA, L-Omp19 o U-Omp19 fueron co-
cultivadas con PBMCs provenientes de un dador no relacionado. Las DC tratadas
con HKBA fueron mas eficientes que las células no tratadas (DC inmaduras) como
estimulantes en el CML, como se demuestra por un aumento en la proliferacién de
LT (Figura 14B). Una respuesta similar se obtuvo con las DC tratadas con L-
Omp19; mientras que por el contrario, las DC tratadas con U-Ompl9 no
modificaron la proliferacién de las células T. La mayor eficiencia de estimulacion
en el CML de las DC tratadas con HKBA y L-Omp19 con respecto a las células no
tratadas se correlaciona con la capacidad de estos estimulos de aumentar la
expresion de MHCII y MHCI.

En conjunto, estos resultados indican que B. abortus y sus lipoproteinas son
capaces de inducir no sélo los cambios fenotipicos sino también los cambios

funcionales necesarios para la maduracion de las DC. También indican que las DC
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tratadas con L-Omp19 aumentan la actividad estimulatoria de LT en igual medida

que las DC tratadas con HKBA.

Figura 14. Las DC estimuladas con Ompl9 presentan una menor actividad

endocitica y una mayor actividad estimulatoria de células T en un
CML.
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La produccion de citoquinas inducida por HKBA es dependiente de TLR2 y
TLR4

Habiendo demostrado que TLR2 media la respuesta a HKBA y las
lipoproteinas de B. abortus en monocitos, continuamos analizando el rol de TLR2
en la producciéon de citoquinas en DC inducida por HKBA y L-Omp19. DC
inmaduras fueron pre-incubadas con Acs monoclonales anti-TLR2, anti-TLR4 o el
correspondiente control de isotipo; estimuladas con HKBA o L-Ompl9, y
posteriormente se evalué la produccion de citoquinas en los sobrenadantes de
cultivo por ELISA. Nuevamente, se utilizo el LPS de E. w/ y la lipoproteina -
OspA como control. La pre-incubaciéon de las DC con anti-TLR4 bloqued
significativamente (P < 0.01) la producciéon de TNF-a, I1L-6, IL-12 e IL.-10 mediada
por el LPS de E. co/i; mientras que el Ac monoclonal anti-TLR2 bloque6 de manera
significativa (P < 0.01) la produccién de citoquinas mediada por L-OspA (Figura
15). La pre-incubacién de las DC con anti-TLR2 bloque6 la produccién de todas
las citoquinas analizadas mediada por L-Omp19 significativamente (P < 0.001).
Este Ac monoclonal también inhibié de manera significativa (P < 0.01) la
produccion de TNF-a, 1L-6, IL-12 e 1.-10 mediada por HKBA (Figura 15). Para
nuestra sorpresa, el Ac monoclonal anti-TLLR4 también bloqueé la produccion de
citoquinas (P < 0.01) en respuesta a HKBA. El Ac monoclonal utilizado como
control de isotipo no tuvo efecto alguno en ninguna de las respuestas investigadas.
Estos resultados sugieren que, en DC, la produccion de citoquinas inducida por B.
abortus depende de TLR2 y TLLR4. Los mismos sugieren fuertemente que el ligando
TLR2 en HKBA son las lipoproteinas de B. abortus. Ya que el LPS de B. abortus, que
sefializa por TLR4, no esta involucrado en la maduraciéon de DC, este hallazgo hace

suponer que habria otro ligando TLLR4 involucrado, distinto al LPS.
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Figura 15. La produccion de citoquinas inducida por HKBA en DC es

dependiente de TLR2 y TLR4.
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DISCUSION

La capacidad de las distintas especies de Brucella de inducir una respuesta
Th1 [56] pone de manifiesto la habilidad de estos microorganismos de reclutar y
activar componentes celulares clave de la respuesta inmune [158].

En este capitulo presentamos evidencias de que DC infectadas con B. abortus
aumentan la expresiéon de los marcadores de superficie CD86, CD80, CCR7,
CD83, MHCII, MHCI y CD40. Junto con el aumento de la expresion de moléculas
de superficie, B. abortus indujo también la produccion de citoquinas necesaria para
el inicio y modulacion de la respuesta inmune adaptativa. Este efecto fue
observado con una MOI de 5 y no fue debido a una reversion del fenotipo celular,
dado que aun después de la infeccion las células mantuvieron el fenotipo de DC
(CD14, CD1A" y DC-SIGN"). Tanto el aumento de los marcadores de
maduracién como la produccién de citoquinas no fueron dependientes de la
viabilidad de la bacteria, ya que los mismos fueron a su vez inducidos por la
exposicion de las DC a HKBA, sugiriendo que eran inducidos por un componente
bacteriano estructural.

Coincidiendo con los resultados obtenidos en monocitos/mactréfagos, la
producciéon de citoquinas inflamatorias resulté ser independiente del LPS de
Brucella en DC.

Al igual que su acciéon en monocitos, la actividad de Ompl19 en DC esta
relacionada con el dominio lipidico de la proteina, no encontrandose ninguna
modificacién en las DC estimuladas con la versioén no lipidada de la proteina, U-
Omp19.

Los resultados obtenidos en DC en este trabajo coinciden con los del trabajo
de Macedo y col, el cual demuestra que la exposicion de DC murinas a B. abortus
induce su maduracién [162]; pero difieren con los resultados obtenidos por Billard y

col. [163, 164] y Salcedo y col. [70]. Se han presentado discrepancias similares para
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Mycobacterium tuberculosis, para la cual varios estudios observaron que la infeccion de
DC murinas y humanas con esta bacteria inducia la maduracién de estas células [165,
166], mientras que otro estudio ha reportado una inhibicién de la maduracién en
DC infectadas con M. tuberculosis [167]. Si bien sélo podemos especular las razones
para estas diferencias, se deben tener en cuenta varias consideraciones: en primer
lugar, el uso de diferentes metodologias para el aislamiento de las células; en el
trabajo de Billard y col. los monocitos fueron aislados por seleccion positiva de las
células CD14" mientras que en nuestro caso utilizamos un gradiente de Percoll
para la purificacion de monocitos a partir de PBMCs. En segundo lugar, en
nuestros estudios las DC infectadas fueron incubadas en placas de 24 pocillos en
una concentracién de 1 x 10° DC/ml (5 x 10° células/ pocillo) a diferencia del
trabajo de Billard y col. en el cual solo se utilizaron 2 x 10° DC/pocillo, lo que
podria resultar en una reducida interaccioén entre las células y por consiguiente en
una menor estimulacién autdcrina. En tercer lugar, mientras que todos nuestros
experimentos fueron conducidos con B. abortus cepa salvaje en los de Billard y col.
las DC fueron infectadas con una cepa mutante de la bacteria que expresa la
proteina GFP. A pesar de estas diferencias, es también importante destacar que si
bien la expresion de los marcadores de maduracién se ve disminuida cuando se los
compara con los de Salmonella, utilizada como control positivo de la infeccion en el
trabajo de Billard y col., la expresién de estos marcadores en DC infectadas con B.
abortus se encuentran en niveles comparables a los de nuestros resultados si se los
compara con las células no infectadas [70, 163]. De hecho, la infeccién con B. abortus
indujo la produccién de niveles significativos de IL-12 [70]. Independientemente de
las diferencias en los distintos sistemas 7z vitro utilizados, la activacion de las DC
con B. abortus es probablemente relevante en el inicio de la respuesta inmune
cuando se dispara una respuesta Thl. En tiempos mas tardios Brucella podria ser
capaz de sortear esta respuesta Thl para establecer una infeccién crénica por

medio de distintos mecanismos de evasiéon como por ejemplo la modulacién de la
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expresion de MHCII en macréfagos [168] o incluso la inhibiciéon de la maduracion
de DC postulada por Billard y col [163].

De la misma manera hemos encontrado que la liberaciéon de citoquinas en
DC, incluyendo IL.-12, es dependiente de TLR2. Contrariamente, otros autores han
reportado que en DC murinas la produccion de IL-12 inducida por HKBA es
dependiente de TLRY [162, 169]. Esta aparente discrepancia puede ser explicada por
diferencias existentes entre las DC murinas y humanas [170, 171]. Mientras que las
DC murinas poseen considerable plasticidad en cuanto a la produccion de
citoquinas [172], las subpoblaciones de DC humanas se encuentran restringidas por
su patron de expresion de receptores [172]. En humanos, las DC mieloides expresan
TLR2 y TLR4, y las plasmocitoides solo expresan TLR7 y TLRY [170, 173]. Por tanto,
a diferencia de las DC murinas, las DC mieloides humanas; principales productoras
de citoquinas y disparadoras de la respuesta inmune adaptativa debido a su
capacidad de activar las células T; no expresan TLR9Y.

Estas diferencias entre las DC murinas y humanas se deben advertir al hacer
una mera extrapolacion de DC murinas al modelo humano, por ello es poco
probable que sea factible el modelo propuesto por Huang y col. en humanos. Sin
embargo, se puede suponer una contribuciéon de TLR9 en un tiempo mas tardio de
la infeccion posterior a la activacion de las DC plasmocitoides. En este contexto
serfa posible especular una colaboracién entre TLR2 y TLRY en el desarrollo de la
respuesta inmune en la infeccion con Brucella como fue reportado para M.
tuberculosis por Bafica y col. [174].

Por otro lado, a diferencia de lo observado en monocitos, la produccion de
citoquinas en DC resulto ser dependiente no sélo de TLR2, sino también de TLR4.
Un posible ligando TLR4 podria ser la enzima lumazina sintetasa de Brucella spp.
(BLS), la cual se ha demostrado recientemente es capaz de inducir la maduracién
de DC murinas a través de TLR4 [175].

En suma, este estudio demuestra la capacidad de B. abortus de inducir la

maduracion de DC humanas, no sélo a nivel de expresion de marcadores de
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superficie, sino también a nivel de produccién de citoquinas y cambios funcionales.
Ademas, utilizando Ompl9 como modelo, revelamos la capacidad de las
lipoproteinas de B. abortus de inducir los cambios fenotipicos y funcionales
asociados a la maduracion de DC [176].

Nuestros resultados coinciden en este sentido, con otros estudios que
demuestran la capacidad de otras lipoproteinas bacterianas de inducir la
maduracién de DC [138, 161, 177]. Los mismos también indican que la habilidad de B.
abortus de promover una respuesta Thl mediada por IL.-12 podria deberse a sus

lipoproteinas.
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INTRODUCCION

Como se menciond anteriormente, las formas localizadas de la brucelosis se
suelen presentar con infiltrado celular, formacioén de granulomas e inflamacion [103,
104]. La complicacion osteoarticular es la presentaciéon mas frecuente de las formas
localizadas de la enfermedad, la cual puede afectar articulaciones periféricas,
articulaciones sacroiliacas o la columna vertebral [98, 100, 101, 104]. Como ocurre con
otras infecciones articulares, la persistencia de la enfermedad en la articulacion
infectada puede resultar en dafio tisular. El dafio en las articulaciones esta
frecuentemente asociado con la presencia de Brucella en dichas articulaciones, como
se demostrd por el cultivo 7z vitro de fluido y tejido sinovial [178, 179] demostrando
que los sintomas son causados por una verdadera infeccién de la articulacion.

Ademas de los monocitos/macrofagos y las DC, que tienen un rol central en
las infecciones con Brucella, otras células de la inmunidad innata son reclutadas e
influenciadas por las interacciones entre la bacteria y el hospedador [107]. Es
importante destacar que el tejido sinovial revela, caracteristicamente, un infiltrado
celular compuesto principalmente por monocitos y neutroéfilos, e hiperplasia de las
células sinoviales [179-182]. Por otra parte, se ha reportado la presencia de un
infiltrado neutrofilico en otros sitios de focalizacién de la enfermedad [183-185].

Ademais de las funciones microbicidas, los neutréfilos también secretan una
variedad de mediadores [186] capaces de inducir una respuesta inflamatoria en las
articulaciones, y por lo tanto, la activacion de los neutroéfilos podria conducir a una
serie de eventos patologicos, siendo las células con el mayor potencial para causar
un dafio severo en las articulaciones afectadas por la enfermedad [186].

La activaciéon de neutréfilos incluye un amplio rango de cambios fenotipicos
y funcionales que ocurren en varias etapas [187]. Algunos cambios tempranos
incluyen la modulacién de receptores de superficie que interviene en la adhesion

vascular y la diapédesis, en la unién a microbios y opsoninas, y en la unién de
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quimioatractantes. CDG62L (una L-selectina) es altamente expresado en los
neutrofilos en reposo, media las interacciones neutréfilos-endotelio previas a la
diapédesis, y su expresion es disminuida por “shedding” durante la activaciéon de
los neutréfilos y la migracion a los sitios extravasculares. CD11b/CD18 (CR3) es
una integrina que se localiza dentro de vesiculas intracelulares de los neutréfilos en
reposo, y es transferido a la membrana plasmatica durante la activacion. CD35
(CR1) es almacenado en vesiculas secretorias y une las moléculas del complemento
C3b y C4b. La activacion de los neutréfilos da como resultado la desgranulacion y
el incremento de la expresion en superficie de CD35 y CD11b al igual que una
disminucién en la expresion de CDG62L [187-189]. Posteriores cambios durante la
activacion de neutréfilos incluyen la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS). La produccién de ROS se encuentra altamente regulada en neutréfilos,
requiriendo una estimulacion sensibilizante para una respuesta apropiada detectable
[190, 191]. También es sabido que los productos bacterianos retardan la tasa de
apoptosis constitutiva de los neutréfilos como consecuencia de la activacién celular
[192, 193].

A pesar de que se han llevado a cabo algunos estudios en relacién con la
capacidad de Brucella de sobrevivir dentro de los neutréfilos [194, 195], la capacidad
de estas bacterias de activar estas células confiriéndoles un rol potencial en el dafio
tisular y la inflamacién no ha sido investigada ain. Habiendo ya demostrado el
efecto de B. abortus y sus lipoproteinas en uno de los dos tipos celulares
mayoritarios de los infiltrados celulares presentes en los tejidos inflamados; los
monocitos; en esta ultima etapa del trabajo, nos propusimos estudiar el efecto de B.
abortus 'y sus lipoproteinas en la respuesta del otro componente celular

predominante; los neutréfilos.
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RESULTADOS

B. abortus induce la activacion de neutrofilos

Para determinar si Brucella es capaz de inducir la activacion de neutréfilos
humanos, evaluamos en primer lugar la expresion de CD62L, CD11b y CD35 en
neutrofilos estimulados con bacterias vivas. Las células incubadas con B. abortus
experimentaron una reduccion en la expresion de la L-selectina al igual que un
aumento en la expresiéon de CD11b y CD35 en forma dosis y tiempo-dependiente
(P < 0.01). Estos cambios fueron comparables a los observados luego de la
estimulacién con E. o/, utilizado como control positivo de la activaciéon de
neutrofilos (Figura 164y B).

La activaciéon temprana de neutrofilos es seguida por la induccién de la
producciéon de IL-8, un quimioatractante critico para el reclutamiento de
neutroéfilos. La concentracion de esta quemoquina fue significativamente (P < 0.05)
aumentada en los sobrenadantes de células incubadas con B. abortus, al igual que en

los provenientes de células incubadas con E. co/i (P < 0.01) (Figura 16 C).
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Figura 16. B. abortus induce la activacion de neutrofilos.
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Una vez mas, encontramos que la respuesta de B. abortus no estaba ligada a la
viabilidad bacteriana. La estimulacién con HKBA también indujo la modulacién de
la expresion de los marcadores de superficie celular y la produccion de IL-8 en
forma dosis dependiente en cantidades comparables a aquellas obtenidas con un

estimulo de activacion conocido como el LPS de E. «w/; (Figura 17).
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La cinética de la expresion de las moléculas de superficie también es
relevante para una rapida respuesta celular. La activacion de los neutréfilos por la
bacteria viva y HKBA ocasioné un rapido aumento significativo (P < 0.05) de
CD11b y CD35, empezando a los 30 min. posestimulacién y aumentando
posteriormente, mientras que una disminucién significativa de CD62L (P < 0.01)
resultd evidente tan pronto como a las 15 min posestimulacién (Figura 16B 'y
17 B).

La produccion de I1L-8 en respuesta a HKBA, al igual que la expresion de los
marcadores de superficie, fue tiempo-dependiente (Figura 17C y D). la
concentracion de IL-8 comenzo6 a aumentar significativamente (P < 0.05) a las 8 hs.
posestimulacién, y continué incrementandose posteriormente.

Estos resultados indican que la exposiciéon de los neutrdfilos a Brucella
estimula el “shedding” de L-selectina, el aumento de CD11b y CD35 y la
produccion de IL-8, todas ellas respuestas consideradas caracteristicas de la
activacion de neutrofilos. Estos fendmenos se siguieron observando al utilizar
bacterias muertas, indicando que los mismos podrian ser logrados por un

componente estructural de la bacteria.

86



CAPITULO 3-Resultados

Figura 17. HKBA induce la activacion de neutrofilos.
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Las lipoproteinas de B. abortus mimetizan la activacion de neutroéfilos

inducida por Brucella

Dado que Omp19 era capaz de activar monocitos y DC, a continuacién
evaluamos su impacto en los neutréfilos. L-Omp19 promovié una disminucion en
la expresion de CDO62L en la superficie celular, y un aumento en la expresion de
CD11b y CD35 (Figura 184 y B) al igual que una mayor produccién de IL-8 de
forma dosis y tiempo-dependiente (P < 0.05) (Figura 18Cy D). La activacion de
los neutréfilos inducida por L-Omp19 se vio abolida cuando la proteina estaba
desprovista de su dominio lipidico (U-Omp19). Pam,Cys indujo una respuesta casi
idéntica a la inducida por L-Omp19 (Figura 18), todo esto confirmando una vez
mas la dependencia de la lipidacién para la actividad biolégica de esta proteina. Por
otro lado, la cinética de la respuesta a L-Omp19 fue similar que la observada para
HKBA, mientras que U-Ompl9 fue ineficiente en cualquiera de los tiempos
ensayados (Figura 18 By D).

En conjunto, estos resultados demuestran que las lipoproteinas de Brucella

purificadas mimetizan la activacién de neutréfilos inducida por bacterias vivas y

HKBA.
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Figura 18. Omp19 induce la activaciéon de neutroéfilos.
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B. abortusy Omp19 prolongan la sobrevida de los neutréfilos

Se sabe que los productos de la pared celular bacteriana son capaces de
retardar la tasa de apoptosis constitutiva de los neutréfilos como consecuencia de
la activaciéon celular [193]. Dado que nuestros resultados indican que las
lipoproteinas de Brucella son capaces de modular los receptores de superficie y
aumentar la producciéon de ROS, fenémenos asociados a un fenotipo inflamatorio
de los neutréfilos; y considerando que el dafio en las articulaciones en brucelosis
esta relacionado con la presencia de bacterias en las articulaciones afectadas,
investigamos a continuacion el efecto de Brucella y sus lipoproteinas en la apoptosis
de neutrofilos. Las células fueron estimuladas con LPS de E. o/, diferentes
concentraciones de HKBA, Pam,Cys, L-Omp19 o U-Omp19. Posteriormente, se
determiné la exposicion de fosfatidilserina en la superficie celular por Anexina V
(AV)-FITC. El analisis por citometria de flujo mostré que luego de un periodo de
72 hs. hasta un 80% de los neutréfilos demostraban evidencias de apoptosis. El
nivel de las células AV" disminuy6 significativamente (P < 0.05) en los neutréfilos
estimulados con HKBA (Figura 20). A mayor concentracién de bacterias, mayor la
diferencia observada en la apoptosis de neutrofilos entre las células no tratadas y las
estimuladas con HKBA. Sin embargo, en presencia de HKBA el porcentaje de
células apoptoticas aun continuéd creciendo desde un 30% (a las 6 hs.) hasta un
65% (a las 72 hs.), indicando que la sefial de supervivencia inducida por HKBA
retardaba pero no prevenia la apoptosis. Un retraso similar en la apoptosis
espontanea de los neutréfilos se observé con L-Ompl9, la cual en una
concentracion de 1000 ng/ml prolongé la sobrevida de los neutréfilos de manera
significativa (P < 0.05); por el contrario, U-Omp19 fue incapaz de inhibir o
retardar la progresion de la muerte celular por apoptosis (Figura 20). Los presentes
resultados proveen evidencia de un mecanismo por el cual las lipoproteinas de
Brucella podrian contribuir a la inflamacién retardando la apoptosis de los

neutréfilos y extendiendo asi el tiempo de vida funcional de los mismos.
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Figura 20. B. abortus y Omp19 prolongan la sobrevida de los neutréfilos.
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B. abortus y Omp19 inducen la migracion de neutréfilos

Los neutréfilos son células con una vida media relativamente corta. Incluso
aun si la apoptosis fuese retardada, son capaces de sobrevivir en un estado
funcional sélo por unos cuantos dias [196]. Entonces, para que los neutréfilos
puedan contribuir en el proceso de inflamacién localizada a largo plazo, tiene que
haber un subsiguiente y continuo reclutamiento de nuevas células desde la
circulacion. La infiltracion de las articulaciones por las células inmunes requiere de
la produccién local de quimioatractantes. Considerando que los neutréfilos
activados tanto por B. abortus viva, HKBA y L-Ompl9 secretan una de las
sustancias quimioatractantes mas poderosas, como IL-8, y modulan a su vez
importantes moléculas que median la adhesiéon de los neutréfilos al endotelio
vascular (Figura 16, 17 y 18), se realizaron experimentos para evaluar si HKBA y
L-Omp19 son también capaces de inducir la migraciéon de neutréfilos. Con este
proposito, neutréfilos purificados fueron colocados en la camara superior de placas
de microquemotaxis y los distintos estimulantes fueron colocados en la camara
inferior de las placas. La migracion fue cuantificada contando el nimero de células
que alcanzaron la camara inferior luego de un periodo de 2 hs. de incubaciéon. El
namero de células que migraron fue significativamente mayor (P < 0.01) en los
pocillos conteniendo HKBA (59 *+ 4.6 células/pocillo y L-Omp19 (100 + 7.5
células/pocillo) que los niveles basales (14 £ 4 células/pocillo), mientras que los
pocillos conteniendo U-Omp19 se mantuvieron igual (10 + 2 células/pocillo) que
los niveles basales. Pam;Cys, de forma similar a L-Omp19, aumenté el nimero de
células migratorias (50 £ 3 células/pocillo), y también lo hicieron los controles
utilizados, fMLP (78 £ 13 células/pocillo) y LPS de E. co/i (80 £ 10 células/pocillo)
(Figura 214). Consecuentemente, los sobrenadantes provenientes de neutréfilos
tratados con HKBA, L-Omp19, Pam;Cys y LPS de E. ¢/, indujeron la migracion
de los neutréfilos, mientras que el sobrenadante de las células tratadas con U-
Omp19 no promovieron la movilizacion celular (Figura 21B). Esto puede indicar

que la produccién de IL-8 derivada de las células estimuladas con HKBA y L-
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Omp19 podria tener un papel importante en la regulaciéon de la inflamacion

localizada debido a su funcién como quimioatractante, reclutando mas neutréfilos

al sitio de la infeccién.

Figura 21. B. abortus y Omp19 inducen la migraciéon de neutrofilos.
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DISCUSION

La patofisiologia de la artritis por Brucella es desconocida. Gotuzzo y col.
sugirieron dos mecanismos patogénicos: una forma séptica y otra forma reactiva.
La artritis séptica pareciera ser mas probable ya que Brucella se extiende a través de
la sangre, y por lo tanto la artritis es probablemente adquirida a través del flujo
sanguineo, como ocurfe en otras artritis bacterianas [180]. Ademas, el aislamiento de
Brucella del fluido sinovial o tejidos sustenta la teorfa de la forma séptica. La
diferencia entre las presentaciones clinicas de las llamadas formas séptica y reactiva
podrian deberse a diferencias en la virulencia de estos microorganismos en los
distintos pacientes. La ausencia de secuelas destructivas en las articulaciones de
algunos pacientes podria deberse a un diagnodstico y tratamiento mas temprano
[197].

Por otro lado, también se ha reportado una predominancia de linfocitos en
el liquido sinovial de pacientes con brucelosis en contraste a una predominancia de
neutrofilos en pacientes con artritis séptica [197].

La acumulacién y supervivencia de los neutréfilos en el foco inflamatorio ya
ha sido implicada en la patologia de otras enfermedades inflamatorias como la
artritis, meningitis y peritonitis [198-200]. B. abortus indujo un aumento en la
expresion de CD35 y CD11b y una disminucién en la expresion de CDO62L,
acompafiada de la produccion de IL-8, una respuesta compatible con la activacion
de neutrofilos. La lipoproteina de Brucella Ompl9 mimetizé los cambios
fenotipicos y funcionales inducidos por la bacteria viva y HKBA. Nuestra
observacion de la capacidad de una lipoproteina purificada de B. abortus de activar
directamente a neutréfilos humanos extiende el rol potencial de las lipoproteinas de
Brucella en la induccién y mantenimiento del proceso inflamatorio. Las
lipoproteinas de B. abortus podrian contribuir a la patogénesis de la brucelosis

mediante el reclutamiento y activacion de los neutréfilos [2011. A su vez, al
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prolongar la sobrevida de estas células, se estarfa limitando la resolucién de la
inflamaciéon al no haber remocion de neutréfilos apoptéticos por células
fagociticas. De esta forma, se podria exacerbar el trafico leucocitario a los tejidos
inflamados llevando al dafio tisular por la continua liberacion del contenido de los
granulos citotoxicos de los neutréfilos. De hecho, el aumento en la produccién de
ROS en respuesta a HKBA o a2 Omp19 es compatible con el aumento reportado
en la producciéon de ROS en neutréfilos de pacientes con bacteremia [202]. Aun
mas, los neutréfilos estimulados con B. abortus 'y Ompl9, al igual que los
sobrenadantes de estas células aumentaron la capacidad migratoria de los
neutroéfilos, sustentando el reclutamiento de neutréfilos al foco inflamatorio. Esto
ultimo esta en concordancia con un aumento en la movilidad de neutrofilos hallada
en pacientes con brucelosis [202].

Por lo tanto, las lipoproteinas de Brucella poseen propiedades
proinflamatorias que podrian contribuir al dafio tisular localizado e inflamacién por
medio de la activacion directa de los neutréfilos. La cooperacion entre estas células
y los macréfagos o la activacion directa de los macrofagos por las lipoproteinas
también podria intensificar el microambiente nocivo desencadenado por los

neutrofilos.
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La brucelosis es una de las zoonosis mas frecuentes. En los ultimos 30 afos,
ha progresado mucho nuestro entendimiento de la brucelosis animal, sin embargo,
nuestro conocimiento sobre la patogénesis de la enfermedad en el hombre sigue
siendo rudimentario. A pesar de los avances utilizando modelos murinos de
brucelosis, aun queda mucho por conocer en relacion con los componentes
celulares de la respuesta inmune innata y adaptativa inducidos por la infeccién con
Brucella en el hombre. Si bien es tentador extrapolar los resultados obtenidos en
animales a la enfermedad humana, hay que tener ciertas precauciones al hacerlo [11].
La patofisiologfa de la infeccion humana difiere en muchos aspectos de la
enfermedad inducida en animales. En rumiantes domésticos, la infeccion resulta
principalmente en abortos en las hembras y orquitis en los machos [95] mientras
que en ratones, la infecciéon se asemeja a la septicemia y no se hace realmente
cronica [203].

La falta de una terapia apropiada durante la etapa aguda de la enfermedad
puede resultar en la localizacién de la bacteria en varios tejidos llevando a una
enfermedad cronica que puede presentar severas manifestaciones clinicas [8]. Las
manifestaciones de la brucelosis son en algunos casos mas pronunciadas o
limitadas a 6rganos o sistemas especificos, cuando esto ocurre en el transcurso de
la infeccién aguda se denomina complicacién; cuando ocurre en ausencia de otros
signos de enfermedad sistémica, es denominada brucelosis localizada [97]. Dado que
Brucella se localiza dentro de tejidos que son ricos en elementos del sistema
reticuloendotelial, no es sorprendente que la infecciéon involucra regularmente
nédulos linfaticos, bazo, higado y huesos [97]. Todas las manifestaciones clinicas de
la enfermedad, tanto en la etapa aguda como cronica, se presentan con un gran
componente inflamatorio.

Las preguntas que aun requieren ser contestadas entre la relacién de los
aspectos de la respuesta inmune y las manifestaciones clinicas de la brucelosis

humana incluyen [11]:
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- ¢Cuales son los componentes de Brucella responsables de
desencadenar la respuesta inflamatoria?

- ¢Cuales son las células efectoras de esta respuestar

- ¢La inmunidad tiene algin papel en la patogénesis de la enfermedad o
en las lesiones en brucelosis?

Existen muy pocos estudios en cuanto al rol de los mecanismos inmunes en
la patogénesis de las lesiones [11]; y muchos menos atn en cuanto a los efectores
inmunes en la fisiopatologia de la brucelosis humana. Parece razonable que los
factores involucrados en la defensa inmune también estén involucrados en la
formacion de las lesiones patolégicas. En muchas infecciones, las manifestaciones
clinicas de la enfermedad resultan de la interacciéon entre el organismo y la
respuesta inmune del hospedador. El granuloma sirve para localizar la infeccion,
pero a expensas de dafio tisular. Por lo tanto, a veces es dificil separar los efectos
protectores de los efectos patogénicos de la respuesta inmune [11].

A pesar de los diversos signos y sintomas que evidencian la presencia de un
fuerte componente inflamatorio en la brucelosis humana, los medios que utilizan
estas bacterias para desencadenar el proceso inflamatorio son desconocidos.

Las citoquinas parecen tener un rol importante en la patogénesis de la
brucelosis, y un balance Th1/Th2 podtia estar involucrado en la susceptibilidad o
resistencia a la enfermedad [204]. Algunos estudios han confirmado que las
citoquinas estan involucradas en la patofisiologia de la brucelosis y que se
encuentran estrechamente relacionadas con la activaciéon inflamatoria de la
enfermedad [107].

Por otro lado, también se ha asociado la presencia de Brucella con el
desarrollo de la inflamacién en los tejidos afectados. La prueba definitiva de esta
asoclacion, es el aislamiento de la bacteria de estos tejidos [178, 179]. Diferentes
trabajos han demostrado que, de hecho, la infeccion con Brucella induce una
respuesta Th1 [68, 86,107, 109]. Esto sumado al aislamiento de la bacteria de los sitios

inflamatorios, sugiere que algin componente de la bacteria es el responsable de
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activar a las células del sistema inmune innato induciendo una respuesta
inflamatoria.

Las células encargadas de originar la respuesta innata y de inducir una
respuesta  inflamatoria son células de origen mieloide como los
monocitos/macréfagos, DC y neutréfilos. Focalizindonos en la interaccion de
Brucella con estos tipos celulares clave en el desarrollo de la respuesta innata, hemos
demostrado que B. abortus es capaz de inducir un perfil inflamatorio por medio de
la activaciéon y producciéon de citoquinas inflamatorias en monocitos/macrofagos,
DC y neutréfilos. Si bien las concentraciones necesarias para modular la activacion
de DC y neutréfilos de bacteria muerta por calor fueron mayores que las requeridas
al utilizar la bacteria viva, HKBA fue de todas formas efectiva en la induccion de la
activacion celular. Aunque desconocemos las razones por las cuales B. abortus viva
puede tener mayor estimulacion, este efecto también se ha reportado para otras
bacterias que inducen una mayor producciéon de citoquinas proinflamatorias en
respuesta a los organismos vivos comparados con la bacteria muerta o lisados de
bacterias [205]. El contacto temprano de Brucella con las células fagociticas involucra
un desplazamiento en la superficie celular con un “ruffling” generalizado de
membrana [206]. Durante estas interacciones tempranas las bacterias son capaces de
secuestrar “lipid rafts” [207], facilitando el reconocimiento de los componentes
bacterianos a través de los TLRs confinados en los mismos [208]. Ademas, se ha
demostrado que Brucella forma microcolonias durante la adhesion a la superficie
celular a través de interacciones con residuos de acido sialico [26]. Una mayor
eficiencia por parte de la bacteria viva para realizar cualquiera de estas interacciones
celulares tempranas podria dar cuenta de las diferencias observadas entre la bacteria
viva y muerta. Por ejemplo, la bacteria viva podria ser mas eficiente para
movilizarse en la membrana celular desde el sitio de contacto inicial dada su
habilidad de desplazarse sobre la membrana celular, resultando en un mayor
reclutamiento de TLRs a los “lipid rafts” pudiendo llevar a un aumento en el

reconocimiento de la sefial. En forma alternativa, una mayor activaciéon celular
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podria reflejar diferentes eventos de sefalizacion luego de la internalizacion de la
bacteria. En cualquier caso, el hecho de que HKBA también sea capaz de inducir la
activacion celular demuestra que por lo menos uno de los ligandos celulares
estimulatorios es un componente estructural de la bacteria; la bacteria viva podria
ser mas eficiente para presentar este ligando o podria valerse de mecanismos
estimulatorios adicionales, sin embargo no podemos discriminar entre estas dos
posibilidades.

En relacién al componente de Brucella responsable de inducir esta respuesta
inflamatoria, nuestras observaciones experimentales sumadas a las de otros
investigadores sugieren que el LPS de B. abortus no ejerce efecto alguno en la
patogenia inflamatoria de la brucelosis.

Por otro lado, utilizando proteinas de la membrana externa de B. abortus
como modelo, hemos demostrado la capacidad de las lipoproteinas de Brucella de
inducir una respuesta proinflamatoria, a través de la induccién de cambios
fenotipicos y funcionales asociados a la activacion de distintos tipos celulares:
monocitos/macréfagos, DC y neutréfilos. El uso de éstas, o cualquier otra
lipoproteina como modelo se encuentra justificado por el hecho de que los efectos
inmunolégicos son desencadenados por el dominio lipidico de las mismas, y no por
la porcién proteica. Este dominio lipidico es probablemente compartido por todas
las lipoproteinas bacterianas. El hecho de que Ompl9 mimetice los efectos de
HKBA en los distintos tipos celulares nos permite inferir que las lipoproteinas son
uno de los principales estimulantes de estas células en la bacteria.

La acilacion de las lipoproteinas es esencial para desencadenar una respuesta
inflamatoria. Las modificaciones lipidicas en las lipoproteinas de B. abortus son
probablemente idénticas en todas las moléculas de lipoproteina de este organismo.
Esto implica que otras lipoproteinas también tendrian potencialmente la capacidad
de activar los distintos tipos celulares e inducir la produccién de citoquinas
inflamatorias. Dado que el genoma de B. abortus contiene al menos 80 genes que

codifican para lipoproteinas [209], se deduce que la concentraciéon local de las
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lipoproteinas de Brucella en microambientes confinados de los tejidos serfa
suficiente para ejercer sus efectos biologicos. En este contexto, se puede
hipotetizar que cualquier lipoproteina de Brucella expuesta en la superficie serfa
relevante mas alla de ensayos 7 vitro y no una unica lipoproteina sino mas bien una
combinacion de ellas llevarian al desarrollo de la respuesta proinflamatoria. En este
caso, la produccién de mediadores proinflamatorios inducidos por las lipoproteinas
podrian ser lo suficientemente potentes como para explicar porque la inflamaciéon
en brucelosis se puede manifestar aun cuando es dificil de detectar la bacteria en
lesiones o fluidos corporales.

Es dificil determinar la verdadera concentracién de lipoproteinas presentes
in vivo bajo condiciones fisiopatoldgicas, pero las mismas probablemente se
acumulen en niveles de bioactividad significativa. Se ha demostrado que las
lipoproteinas son las proteinas mas abundantes en la pared celular de ciertas
bacterias Gram negativas, pudiendo superar al LPS como componente de la pared
celular en hasta 4 veces [193]. Se deduce entonces que las lipoproteinas representan
un Ag ubicuo que podria contribuir a la regulaciéon inmune. Las lipoproteinas son
uno de los componentes mayoritarios en la pared celular de Brucella, y también
podrian ser liberadas en niveles significativos en el medio circundante, como ocurre
con otras lipoproteinas bacterianas [210, 211]. Existe la posibilidad entonces, de que
las lipoproteinas liberadas 7 vivo por las bacterias en crecimiento o bacterias lisadas
también contribuyan a inducir la respuesta inflamatoria.

Nuestros resultados indican que la habilidad de Bracella de desencadenar una
respuesta inflamatoria podria deberse, por lo menos en parte, a las lipoproteinas de
Brucella. Estos resultados también sugieren que la respuesta inmune innata, junto
con la persistencia bacteriana en los tejidos, podrian conducir a la patologia
inflamatoria en la brucelosis.

Para poder comprender cual serfa el rol de las lipoproteinas en el desarrollo

de la respuesta inflamatoria en brucelosis, nosotros proponemos el siguiente
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escenario basado en nuestros resultados y en las evidencias acumuladas en el
campo de la brucelosis:

Las bacterias penetran al hospedador a través de las mucosas o la piel
lesionada en sitios como brazos, manos, orofaringe, conjuntiva o pulmones. Luego
de cruzar el epitelio escamoso en el sitio de entrada, los microorganismos son
rapidamente fagocitados por neutrofilos y macrofagos. Si el inoculo es pequeno,
puede ser completamente eliminado por estas células; sin embargo, cuando el
inoculo es grande, algunos microorganismos pueden tener acceso a los vasos
linfaticos, y alcanzar los nédulos linfaticos regionales, donde seran fagocitados por
los macréfagos. En los casos en los que el inoculo es tan elevado que los
mecanismos de defensa locales y regionales son incapaces de contener la infeccion,
muchos de éstos microorganismos pueden alcanzar el flujo sanguineo resultando
en bacteremia [97, 106].

Asi, Brucella puede diseminarse en distintos tejidos, con tropismo por el
sistema reticuloendotelial [30]. La invasién del bazo, cerebro, articulaciones,
corazén, higado y médula 6sea por Bracella permitirfa la introduccién de las
lipoproteinas en estos tejidos. La interaccion de Omp16 y Omp19, o cualquier otra
lipoproteina de B. abortus, con los macréfagos y neutrdfilos, podria causar la
produccién de citoquinas, proliferacion y reclutamiento de células inflamatorias,
llevando a la inflamacioén tisular. Por otro lado, la activacion de DC mediada por las
lipoproteinas de Brucella, explicaria el desarrollo de una poderosa respuesta
adaptativa hacia un perfil Thl.

De esta manera, en la etapa inicial de la infeccién, la interacciéon de las
lipoproteinas con los macrofagos residentes de los tejidos a través del
reconocimiento por TLR2, induce la produccién de citoquinas inflamatorias.
Posteriormente, otras células del sistema inmune innato también serian capaces de
producir estas citoquinas inflamatorias en respuesta a las lipoproteinas, como son
los neutréfilos y las DC. Sin embargo, la principal fuente de citoquinas en la etapa

inicial de la infeccién con Brucella en humanos sea probablemente los

103



Discusion General

monocitos/macréfagos [146]. A su vez, la activacion a través de TLR2 también
podria disparar una rapida diferenciacion de monocitos a macréfagos y DC [212].
Los monocitos migran desde la sangre al sitio inflamatorio y generan mediadores
proinflamatorios y quemoquinas que modulan la actividad de otras células de
origen mieloide, en particular los neutréfilos [213].

Los neutréfilos son los primeros leucocitos en migrar a través del endotelio
de tejidos en respuesta a agentes quimiotacticos. La adhesion, diapédesis y
migracion de los neutrofilos al foco de inflamacién comienza en las primeras horas
posinfeccion: el endotelio activado por 1L-8, factor activador de plaquetas (PAF),
leucotrieno B4 y otros quimioatractantes de neutréfilos como las lipoproteinas de
Brucella, inducirian la expresion de moléculas de adhesion que detienen y activan a
los neutréfilos. Una vez en el foco de infeccion, los mismos pueden ser activados
por las lipoproteinas de Brucella a través del reconocimiento por TLR2, iniciando la
producciéon de sustancias proinflamatorias y mecanismos microbicidas que en
ultima instancia podrian llevar a ocasionar el dafio tisular. Los neutréfilos asi
activados por las lipoproteinas aumentan la producciéon de IL-8 que modula la
funcionalidad de los neutrofilos de forma autdcrina y favorece el reclutamiento de
estas células al foco inflamatorio.

Coincidiendo con este modelo, el dafio tisular en brucelosis se asocia con
una fuerte presencia de un infiltrado inflamatorio con predominio de neutréfilos
[97, 104, 179, 182, 183, 185]. Los macrofagos, y en mayor medida las DC, también inician
la respuesta inmune adaptativa presentando Ags a los LT CD4" via MHCII. A
través de la interacciéon con TLR2, las lipoproteinas de Brucella tendrian la habilidad
de iniciar una respuesta inmune adaptativa mediante la activaciéon de células
presentadoras de Ag profesionales, como son las DC. En este contexto, la I1L.-12
generada por macrofagos y DC en respuesta a las lipoproteinas tiene un rol

importante dirigiendo las células T hacia un perfil Thl, y por lo tanto en la

produccion de IFN-y.
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Brucella actuaria en el sistema inmune estimulando las DC via TLR2 para
secretar citoquinas proinflamatorias, induciendo la maduracién de las DC seguida
de la migracion hacia los nédulos linfaticos aferentes. Es posible que, dado que los
neutréfilos poseen una vida media corta, y los macréfagos se supone que no
abandonan el sitio de infeccion local, las DC transporten las bacterias y los
productos de las bacterias a los nédulos linfaticos, en donde las respuestas de las
células T se desarrollaran para controlar la infeccion. El ligando TLR2 en Brucella
serfan sus lipoproteinas. Las DC en las zonas T de los ganglios estimuladas por
Brucella via TLLR2, secretarfan I1.-12 que a su vez activa a las células T cercanas para
diferenciarse a células Thl y secretar IFN-y. Alternativamente, las DC también
podrian ser estimuladas a través de TLLR4 por la BLS o de TLR9 por el ADN de
Brucella.

A pesar de una continua activacién por las lipoproteinas que contribuye a
generar la inflamacién localizada, este microorganismo también es capaz de generar
una infecciéon cronica evadiendo la eliminacién completa de la bacteria en el
hospedador. Si bien la respuesta inmune desencadenada es capaz de eliminar a la
mayoria de las bacterias dentro de los macréfagos; algunas bacterias logran
sobrevivir y se replican. Dentro de los macrofagos, Brucella evade la fusion
fagolisosomal alterando los procesos de maduracion del fagosoma. [214].

Alli; la exposicion prolongada a la bacteria podria inhibir ciertos mecanismos
inmunes. Una sefializaciéon prolongada de TLR2 por Brucella podria inhibir ciertas
respuestas de los macréfagos a IFN-y, en particular aquellas relacionadas con la
presentacion de Ags por MHCII. Esta inhibicion promoveria la evasion de Brucella
de las respuestas de células T y la persistencia de la infeccién en brucelosis [168]. La
inhibiciéon de las respuestas inducidas por IFN-y le permitiria a esta bacteria
intracelular la evasion de la vigilancia inmune por las células T, contribuyendo a
mantener una infecciéon cronica. Brucella podria ser particularmente eficiente en
inducir y explotar esta inhibicion de las respuestas a IFN-y. En primer lugar,

Brucella reside dentro de los macréfagos, un tipo celular que expresa TLR2 y exhibe
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modulacién de varios genes involucrados en la defensa inmune dependientes de
IFN-y. En segundo lugar, Brucella posee mecanismos que le permiten resistir los
mecanismos innatos microbicidas agudos, permitiendo la persistencia dentro de los
macrofagos por el tiempo suficiente para proveer una exposicion cronica a ciertos
PAMPs, como las lipoproteinas de Brucella. En tercer lugar, las lipoproteinas
podrian ser liberadas de las bacterias viables intracelulares, estando disponible para
estimular TLR2 el cual se encuentra presente y es reclutado a los compartimientos
fagosomales. La persistencia intracelular de Brucella y sus lipoproteinas serfan
medios efectivos para la estimulacién crénica de TLR2 y la consecuente inhibicion
de los genes modulados por IFN-y. Esta inhibiciéon de las respuestas a IFN-y a
través de la exposicion prolongada de agonistas TLRs pareciera ser discordante con
el rol de los TLRs en la activacién inmune aguda, pero esta inhibicién representa
un mecanismo contra regulatorio para promover la homeostasis inmune.

De esta manera, la sefializacién aguda a través de TLR2 inducida por las
lipoproteinas de Brucella producen las respuestas inmunes proinflamatorias que
contribuyen en la defensa inmune, mientras que ciertos aspectos de estas
respuestas pueden ser disminuidos en forma tardia luego de la fase aguda;
cumpliendo también de esta manera las lipoproteinas de Brucella un rol importante
en la homeostasis de la respuesta inmune. Durante la infeccién aguda con Brucella
se dispararian as{ las funciones inmunes innatas. Sin embargo, Brucella es capaz de
sobrevivir esta fase aguda de la inmunidad innata y persistit dentro de los
macrofagos. La sefializacion prolongada a través de TLR2 reducirfa luego la
presentacion antigénica en los macréfagos infectados que luego serviran como
nichos en los cuales Brucella persistiria sin la deteccion de células T CD4". Si incluso
una pequefia proporcion de los macréfagos proveen estos nichos, esto crearia un
mecanismo efectivo de evasiéon inmune para promover la infeccién cronica, incluso
con una continua presentacion antigénica por otras células.

Es probable que se induzcan mecanismos contra regulatorios luego de una

estimulacién prolongada a través de los TLRs para limitar potenciales reacciones
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inflamatorias excesivas. La sefializaciéon de las lipoproteinas via TLR2 induce no
s6lo 1L-12, promoviendo la respuesta Thl, sino también IL-10, que puede
contrarrestar los efectos de IL-12 suprimiendo el desarrollo de la respuesta inmune
contra este patéogeno. Mediante la produccion de IL-10 se previene la activacion
excesiva de la respuesta inmune limitando la patologia inmune, pero también en
forma alternativa previniendo la erradicaciéon completa de Brucella inhibiendo la
inmunidad Thl. La capacidad de las lipoproteinas de B. abortus de inducir no sélo
citoquinas inflamatorias, sino también IL-10, wuna potente citoquina
antiinflamatoria, en el mismo tipo celular, y el hecho de que estas citoquinas
pudiesen actuar concertadamente en el mismo microambiente del tejido infectado
con Brucella, acentia la nocién de que IL-10 podria tener una participacion en el
control de la inflamacién en brucelosis [111]. Aun mas, la capacidad de las
lipoproteinas de B. abortus de inducir citoquinas antiinflamatorias, tales como IL-10,
podria explicar la naturaleza focal y transiente de los episodios inflamatorios
durante las infecciones con Brucella [97].

Dentro del brucelosoma, las bacterias se replican sin ocasionar dafio celular.
La extensiva replicaciéon bacteriana eventualmente genera necrosis luego de la
liberacién de las bacterias de las células, con el proceso inflamatorio concomitante.
Luego de que las bacterias han sido liberadas, puede proceder la infeccién a otras
células [155].

Considerando que en el sitio de infecciéon al mismo tiempo va a haber
macrofagos activados, induciendo una respuesta inflamatoria, y macréfagos en los
cuales la bacteria ha alcanzado ya su nicho replicativo, evadiendo la respuesta
inmune, en este escenario tendra lugar un delicado balance entre las células
activadas y las células inhibidas por Brucella para generar una respuesta inmune
especifica o limitar la inflamacion.

Es importante destacar, que al momento de iniciar esta tesis, subyacia en el
area de investigacién una linea de pensamiento destinada a develar los mecanismos

de interaccién y reconocimiento de Brucella spp. por el sistema inmune innato.
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Varios trabajos presentes en el dominio publico proponian al LPS de Brucella como
un débil inductor del sistema inmune y sugerian que algin otro componente de
Brucella podria ser el responsable de inducir la producciéon de citoquinas
proinflamatorias [112, 169]. Los resultados de este trabajo vinieron a develar esta
incognita, postulando a las lipoproteinas de Brucella como poderosas moléculas
inmunomoduladoras de la respuesta inflamatoria. En su conjunto, los resultados
obtenidos en monocitos/macréfagos, DC y neutréfilos implican a las lipoproteinas
de Brucella en la patologia inflamatoria de la brucelosis humana.

Finalmente, los resultados de esta tesis sustentan un modelo en el cual por lo
menos tres factores contribuyen en el desarrollo de la patologia inflamatoria en
brucelosis. Estos factores son la invasion y persistencia de la bacteria en los tejidos,
la interacciéon de las lipoproteinas con células efectoras, y la regulacion de este
efecto por citoquinas moduladoras producidas en el microambiente del tejido
invadido. Podria ser que el destino de la patologia en brucelosis, en particular la
naturaleza transiente y recurrente de los episodios inflamatorios de la enfermedad,
dependiera de un delicado balance entre citoquinas pro y antinflamatorias

inducidas por las lipoproteinas de Brucella.
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