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RESUMEN

La brucelosis es una zoonosis de distribucion mundial causada por bacterias del género Brucella. La
afeccion hepatica es una manifestacion frecuente en los pacientes con brucelosis; sin embargo, los
mecanismos implicados en el dano hepatico no han sido dilucidados. El objetivo general del presente
trabajo fue determinar cuales son los mecanismos implicados en el dafio hepatico y en la modulacion de

la respuesta inmune desarrollada en el higado frente a la infeccion por Brucella abortus.

Los resultados obtenidos demostraron que B. abortus es capaz de invadir y multiplicarse en las células
hepaticas estrelladas humanas (LX-2) y que las activa e induce la adquisicion de un fenotipo fibrogénico,
caracterizado por la deposicion de colageno y la inhibicion de la actividad de la metaloproteasa de matriz

(MMP)-9 por un mecanismo que implica la secrecion de TGF-B1.

Los estudios de la interaccion de las células estrelladas con monocitos y hepatocitos revelaron que
los sobrenadantes de los hepatocitos y de los monocitos infectados con B. abortus inducen la secrecion
de MMP-9 e inhiben la deposicion de colageno por parte de las células LX-2 no infectadas. Sin embargo,
cuando los sobrenadantes de los monocitos y de los hepatocitos infectados fueron agregados a las células
estrelladas previamente infectadas con B. abortus, la infeccion de las células LX-2 revirtid el efecto
inducido por los sobrenadantes de los monocitos y de los hepatocitos infectados con B. abortus. La
respuesta de las células estrelladas puede ser inflamatoria o fibrogénica de acuerdo a si las células LX-2

estan infectadas o no y de su interaccion con otros tipos celulares.

La activacion de las células LX-2 mediada por B. abortus fue dependiente de la presencia de su sistema
de secrecion de tipo 4 (S5T4) y de la proteina efectora BPEOO5 por un mecanismo que involucra la via de
senalizacion AMPc/PKA.

La respuesta fibrogénica que se desencadena frente a la infeccion con B. abortus esta asociada a la
activacion de la via autofagica. La bacteria induce la expresion de los marcadores de autofagia Beclin-
1, LC3 Il y p62 y al bloquear la via se revierte el fenotipo fibrogénico adquirido por las células estrelladas,
mediante un mecanismo dependiente del SST4 y BPE005, confirmando asi la correlacion entre fibrosis y
autofagia. Luego de la activacion de la via autofagica la infeccion induce la muerte por apoptosis de las
células estrelladas. Esta podria ser una estrategia para que el deposito de matriz extracelular se produzca
de manera controlada y autolimitada, tal como se observa en los pacientes con Brucelosis, en los que el

desarrollo de cirrosis es un evento raro.

Estos mecanismos estudiados in vitro fueron corroborados in vivo utilizando el modelo murino. Los
higados de los ratones infectados con B. abortus presentaron simultaneamente focos con infiltrado
inflamatorio y regiones de tejido fibrético, siendo las células estrelladas las principales productoras de
TGF-B en respuesta a la infeccion. A su vez, los higados de los ratones infectados con B. abortus mutante
para la proteina BPEOO5 presentaron menos fibrosis que aquellos provenientes de los infectados con la
bacteria wild type, demostrando que BPE0O5 tiene un papel preponderante en la modulacion del fenotipo

fibrotico.
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En conjunto, estos resultados indican que B. abortus via el SST4 y la proteina secretada BPE005
modula a las células LX-2 hacia un fenotipo fibrotico mediante una via que involucra la activacion de la
via autofagica, PKA y AMPc; y que lleva en ultima instancia a la muerte de las células LX-2 por apoptosis.
Todos estos mecanismos contribuyen a explicar al menos en parte los mecanismos involucrados en el

dafo hepatico observado en la brucelosis humana.
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BRUCELOSIS

GENERALIDADES

La Brucelosis es una zoonosis endémica de distribucion mundial que afecta tanto al hombre como a
los animales domésticos y la fauna silvestre, es causada por bacterias Gram negativas del género Brucella
[1, 2]. Debido a su potencial epidémico, la ausencia de una vacuna humana, y la eficiencia de la infeccion
por aerosoles, Brucella es clasificada como un patégeno de nivel de bioseguridad 3 y es considerado un

potencial agente de bioterrorismo [3].

Las consecuencias de esta enfermedad en la salud publica y en el sector agropecuario son de gran
relevancia. La disminucion de la capacidad reproductora y abortos en el ganado, el parto de crias débiles
y la contaminacion de lacteos y carne, limitan las posibilidades de comercializacion internacional,
influyen negativamente en la rentabilidad de las explotaciones ganaderas, en la calidad de los productos
y en el consumo, provocando de esta manera cuantiosas pérdidas economicas. En la Argentina, a pesar
de que el control y erradicacion de la brucelosis fue declarado de interés nacional en 1996 (LEY 24.696),
la enfermedad es endémica y las pérdidas econdmicas anuales en el afio 2002 se han estimado en US$
60.000.000 [4, 5].

EPIDEMIOLOGIA

La brucelosis es considerada la zoonosis mas comun a nivel mundial con 500.000 nuevos casos por aio
y recientemente fue definida por la Organizacién Mundial de la Salud en el afo 2014 como una “zoonosis
olvidada y desatendida” [6]. El mapa global de la enfermedad se modifica constantemente debido a
razones socioeconomicas, sanitarias y politicas [7]. En la mayoria de los paises los casos de brucelosis
humana deben ser notificados al sistema de salud local, sin embargo la enfermedad no siempre es
informada y los nimeros oficiales solo constituyen una fraccion de la incidencia real de la enfermedad.

Por lo tanto, la verdadera incidencia de la brucelosis humana es desconocida [8, 9].

Entre los paises declarados libres de brucelosis por la Union Europea se encuentran Suecia, Dinamarca,
Finlandia, Reino Unido, Austria, Paises Bajos, Bélgica, Luxemburgo, Noruega y Suiza. Francia representa
un buen ejemplo de control exitoso, en el ano 1976 fueron reportados 800 casos y para el ano 2000 el
numero de casos disminuyo a 44. Por otro lado, a pesar de los esfuerzos realizados, Espaia es uno de los

paises con mayor incidencia anual en Europa y constituye un foco endémico [7].

El Medio Oriente ha sido considerado histéricamente como zona endémica, de hecho 5 de los 10 paises
con mayor incidencia de casos de brucelosis humana en el mundo se encuentran en ésta zona, la lista
esta encabezada por Siria con 1603.4 casos anuales por millon de habitantes seguido por Iraq con una

incidencia de 278.4 y Turquia con 262.2 casos anuales por millon de habitantes [7] (Imagen 1).
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Imagen 1: Mapa global de la incidencia de brucelosis humana, modificado de [7].

En América Latina, la brucelosis ha sido notificada desde el siglo XX y a pesar de los esfuerzos
realizados para su control, actualmente es considerada como una de las infecciones zoondticas mas
importantes debido a su impacto en la salud pUblica y en la economia regional. La principal causa de las
infecciones en humanos esta dada por 3 especies: B. melitensis, B. suisy por B. abortus [10]. Se considera

que los paises mas afectados son México, Argentina, Per( y Brasil [7, 11, 12].

En Argentina, la enfermedad fue descripta por primera vez en 1922, en el afo 1930 se realizd el
primer aislamiento de una cepa de B. melitensis de un paciente infectado y en 1932 la brucelosis fue
incluida entre las enfermedades profesionales [4, 13]. Por ser una enfermedad de notificacion
obligatoria, el Sistema de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE), de la Direccion de Epidemiologia del
Ministerio de Salud Publica informa semanalmente los casos detectados por provincia y regiones
sanitarias. En los afos 1992 y 1997 fueron reportados mas de 600 casos de brucelosis humana y a partir
del afo 2002 el nimero de casos fue disminuyendo hasta valores que actualmente no superan los 300
anuales (Imagen 2) [2, 13]. En este punto es importante remarcar que si bien en nuestro pais es una
enfermedad de notificacion obligatoria, las estadisticas oficiales no reflejan el nimero real de personas
infectadas, por lo que se estima que la verdadera incidencia seria de 10 a 25 veces mas alta que la
indicada [13].

La distribucion geografica de la brucelosis humana esta intimamente relacionada a la brucelosis
animal y la industria ganadera. En nuestro pais se conoce la infeccion por B. abortus (ganado bovino), B.
ovis (ganado ovino), B. melitensis (ganado caprino) y en menor medida, B. suis (ganado porcino) y B.
canis (caninos) [13]. En cuanto a la brucelosis bovina, un estudio realizado por el Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) en el afo 2014 revel6 una prevalencia animal de 0.81% y una
prevalencia de predios de 12.4% en establecimientos de cria y mixtos en la zona de mayor produccion
bovina del pais (Buenos Aires, Chaco, Cordoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, La Pampa, Salta, San
Luis, Santa Fe y Santiago del Estero). La situacion epidemiolégica de la brucelosis caprina y ovina no es
del todo conocida ya que hay escasos trabajos publicados con datos oficiales. En Salta, se detecto una

prevalencia de brucelosis caprina del 14,9 %, en el departamento de Malargiie en Mendoza se reporté
5
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una prevalencia del 3,83 % y en Formosa del 12,6% [14-16]. Por otro lado, si bien no hay un relevamiento

nacional de brucelosis ovina por B. ovis, se estima que la prevalencia varia entre un 4 y un 21% [17].
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Imagen 2: Casos de brucelosis informados en Argentina durante el periodo 1992-2005 [13].

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

La brucelosis humana se caracteriza por presentar sintomas diversos e inespecificos, debido a esto su
deteccion no es sencilla [18]. Por lo tanto, para un diagnostico eficiente se deben realizar estudios
bacteriologicos y seroldgicos considerando la historia clinica del paciente y sus antecedentes

epidemiologicos [2, 8, 19].

El diagnostico de certeza de la enfermedad en humanos es el aislamiento de la bacteria [19] a partir
de médula o6sea, sangre, liquido cefalorraquideo, liquido articular o biopsias [2]. Se considera que el
método mas adecuado es el mielocultivo ya que la concentracion de la bacteria es alta en la médula
osea; sin embargo, su aplicabilidad esta limitada por ser una técnica dolorosa e invasiva. Por otro lado,
si bien los hemocultivos son de facil obtencion, su sensibilidad es muy variable ya que el porcentaje de

casos con cultivo positivo oscila en un rango del 15 al 70% [18].

Entre las pruebas serologicas, la técnica de aglutinacion en tubo es la mas antigua y la mas utilizada
para el diagnostico de la brucelosis en fase aguda por permitir la deteccion de anticuerpos séricos IgM,
IgA e IgG. Por otra parte, la prueba de aglutinacion 2-mercaptoetanol y la técnica de fijacion del
complemento son utilizadas para la deteccion de anticuerpos I1gG que predominan en casos cronicos [2,
8].

Una alternativa a las técnicas convencionales es la PCR (de sus siglas en inglés polymerase chain
reaction), es mas sensible que el cultivo y mas especifica que las pruebas seroldgicas, entre las ventajas
cabe destacar que permite el diagnostico temprano de la enfermedad y la deteccion de Brucella en

muestras de diversos origenes como leche y queso [19, 20].

El tratamiento de los pacientes con brucelosis incluye la combinacion de antibidticos con efecto
sinérgico, administrados durante varias semanas para reducir la aparicion de recaidas. Las combinaciones
mas usadas son las propuestas por la Organizacion Mundial de la Salud que contemplan dos opciones;

ambas incluyen la doxiciclina durante 6 semanas, combinada con estreptomicina durante 2 a 3 semanas,

6
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o rifampicina durante 6 semanas [18]. Si bien ambos esquemas poseen un elevado promedio de curacion
(mayor al 95%), el tratamiento de eleccion es doxiciclina/estreptomicina por presentar el indice mas

bajo de pacientes con recaidas [21].

En la actualidad no existe una vacuna para el control de la brucelosis en humanos, sin embargo se
han desarrollado diferentes vacunas para prevenir la enfermedad en el ganado, las mas utilizadas
provienen de cepas vivas atenuadas. Para inmunizar al ganado bovino se utilizan principalmente las
vacunas B. abortus cepa 19 (S19) y la cepa rugosa B. abortus RB51, para el ganado caprino se emplea la
vacuna atenuada Rev-1, derivada de la cepa virulenta B. melitensis 6056. El mayor inconveniente de
estas vacunas es que son patogenas para el hombre, pueden causar abortos en animales gestantes y
ademas la 519 y Rev-1 interfieren con la serologia utilizada para el diagnéstico de la enfermedad [22,
23].

FUENTES Y VIAS DE TRANSMISION

Brucelosis en humanos

Los animales domésticos infectados con Brucella constituyen la principal fuente de infeccion para el
hombre, principalmente los bovinos, caprinos, porcinos y ovinos. Los perros y animales salvajes (liebres,

conejos, zorros, etc) también son reservorios naturales y por lo tanto una fuente de contagio [24].

Es considerada una enfermedad ocupacional ya que afecta a los trabajadores rurales, veterinarios,
matarifes y ganaderos; también puede afectar a trabajadores de laboratorio o de servicios de salud. Sin
embargo, en las zonas endémicas el peligro de infeccion no esta limitado a las ocupaciones de riesgo
[25].

El hombre puede infectarse con Brucella por el contacto de la piel erosionada, conjuntiva 0 mucosa
nasal con tejidos de animales infectados o sus productos como sangre, orina, semen, secreciones
vaginales, fetos abortados y en especial placentas. Este mecanismo es el mas frecuente en el medio rural
y puede llegar a ser el responsable del 60%-70% de todos los casos registrados. Otra forma de transmision
es la ingesta de alimentos no pasteurizados de origen animal, como leche y sus derivados (quesos, crema,
manteca, helados). La bacteria también puede ingresar al organismo por el sistema respiratorio, al
inhalar aerosoles contaminados, o por la inoculacion directa de material contaminado [2]. Si bien es poco
frecuente, otra via de transmision es la transplacentaria originada cuando una mujer embarazada

contagia al feto a través de la placenta produciendo el aborto o el nacimiento de nifos infectados [25].

Brucelosis animal

En el ganado, la principal forma de contagio es por via digestiva, esta se produce cuando los animales
lamen fetos abortados, placentas, terneros recién nacidos o los genitales de otros animales. También es
importante la ingestion de alimentos y bebidas contaminadas con secreciones vaginales y leche de

hembras enfermas [26]. La infeccidén también puede ocurrir a través las mucosas oculares y nasales [22].
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Aunque poco frecuente, otras vias de ingresos de la bacteria son las mucosas: anal, prepucial, mamaria
y uterina. Asimismo, la brucelosis puede transmitirse a través de la inseminacion artificial y via
congénita, de la madre a las crias y estos animales quedar persistentemente infectados [22]. En bovinos,
la brucelosis no es una enfermedad venérea, sin embargo los caninos y porcinos pueden infectarse por

via sexual [26].

MANIFESTACIONES CLIiNICAS

Brucelosis en humanos

La brucelosis es una enfermedad proteiforme y sistémica que no presenta un cuadro clinico
caracteristico que permita la deteccion precoz del infectado. Esto favorece la evolucion a la cronicidad,
complicando las alternativas terapéuticas y la curacion definitiva. Si bien la mortalidad por brucelosis es

baja, puede dejar secuelas discapacitantes de magnitud variable [21, 27].

La brucelosis puede ser clasificada como aguda, subaguda o cronica en base al tiempo de evolucion
de la misma [28, 29]. La virulencia y la tendencia a la cronicidad varian entre especies de Brucella,
siendo B. abortusy B. suis las de mayor propension a la cronicidad. Por el contrario, B. melitensis produce
las infecciones mas severas, tanto en humanos como en animales [28]. La etapa aguda se manifiesta con
fiebre elevada, escalofrios, sudoracion de olor caracteristico, dolores musculares y articulares [29]. Es
dificil la identificacion de la enfermedad en esta etapa, ya que los signos y sintomas pueden ser comunes
a otras enfermedades como la fiebre tifoidea, la tuberculosis y la leptospirosis. El recuento de células
en sangre se caracteriza usualmente por una leucopenia moderada y una relativa linfocitosis, junto con
una leve anemia y trombocitopenia [18]. La tercera parte de los pacientes presenta tos seca o productiva,
el 30% estrenimiento, 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. La severidad de la enfermedad estd dada por las manifestaciones focales o
complicaciones que se producen como consecuencia de la localizacion de la bacteria en un sitio

anatomico particular [25].

La brucelosis osteoarticular es la complicacion mas frecuente, puede presentarse como artritis
periférica, sacroileitis, espondilitis, osteomielitis y bursitis [27]. En el sistema genitourinario, la
localizacion mas comun es en testiculo y epididimo, también puede afectar a los rifilones provocando
nefritis, oliguria y albuminuria. En la mujer, la infeccion adquirida durante el embarazo constituye un
riesgo de aborto espontaneo [25]. Por otro lado, si bien el sistema nervioso central y el sistema
cardiovascular son localizaciones poco frecuentes de la bacteria, cuando se ven afectados las
consecuencias pueden ser severas y permanentes, siendo la complicacion cardiovascular la principal
causa de mortalidad en pacientes con brucelosis [25]. También se han descrito afecciones oculares como

inflamacion de la cornea y Uvea, queratoconjuntivitis, neuritis optica, y cataratas [2].
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La mayoria de los pacientes con brucelosis, indistintamente de la ruta de infeccion, experimentan
sintomas gastrointestinales que incluyen anorexia, pérdida de peso, nauseas, vomitos y dolor abdominal
[27]. Estos pacientes pueden presentar manifestaciones clinicas como esplenomegalia, hepatomegalia,
hepatitis granulomatosa y en ocasiones abscesos hepaticos, inflamacion de la vesicula biliar, del

peritoneo y pancreas, obstruccion o perforacion intestinal y colitis erosiva [25].

Brucelosis animal

En los animales, después de la infeccion, las hembras adultas en gestacion desarrollan una placentitis
que conduce al aborto en periodos avanzados de la gestacion [22]. También se puede observar
infertilidad, retencion placentaria, nacimientos prematuros o a término de crias débiles o muertas,
camadas pequenas en el caso de las hembras politocas (perra y cerda), metritis y disminucién de la
produccion lactea. En general, las hembras adultas no gestantes infectadas son asintomaticas [2]. La
infeccion en los machos puede producir orquitis que cursa con inflamacion de las tlnicas vaginales y
escroto distendido por la presencia de exudado hemorragico y/o fibrinopurulento. También pueden estar
afectados el epididimo y la vesicula seminal. La afeccion del sistema reproductivo conduce a la pérdida
temporal o permanente de la fertilidad [26]. También puede presentarse  hepatomegalia,
esplenomegalia, artritis, discoespondilitis, alteracion oftalmologica, decaimiento y anorexia en periodos

de bacteriemia [2].

ETIOLOGIA: BRUCELLA SPP.

Taxonomia

Las especies del género Brucella pertenecen a la clase a-proteobacteria, orden Rhizobiales, familia
Brucellaceae [30]. El género Brucella esta compuesto por cocobacilos Gram negativos pequeiios, aerobios
estrictos y de crecimiento lento. No poseen capsulas ni flagelos, tampoco forman esporas y pueden
sobrevivir en medio bacterioldgico o en el medio ambiente aunque su nicho preferencial es el intracelular
[31]. A diferencia de muchas otras bacterias, su genoma esta compuesto por 2 cromosomas circulares y
carece de plasmidos [32]. La Unica excepcion dentro del género lo constituye la biovariedad 3 de B. suis
que cuenta con un Unico cromosoma de gran tamano [33]. Brucella presenta varias caracteristicas que
la diferencian del resto de las bacterias respecto a la virulencia; no cuenta con factores clasicos de
virulencia como capsulas, fimbrias, exotoxinas, exoenzimas incluyendo exoproteasas, citolisinas, formas

de resistencia, variaciones antigénicas, plasmidos y fagos lisogénicos [34].

El género Brucella es un género en expansion. Histdricamente constaba de 6 especies clasicas
clasificadas de acuerdo a variaciones antigénicas y a su hospedador preferencial. Estas eran: B.
melitensis, B. suis, B. abortus, B. neotomae, B. canis y B. ovis. Actualmente también se reconocen
biovariedades dentro de las 3 especies clasicas mas importantes: B. abortus cuenta con 8, B. melitensis
con 3y B. suis posee 5 biovariedades [31]. Las primeras nuevas incorporaciones al género correspondieron
a especies aisladas de animales marinos: B. pinnipedae y B. ceti [35]. En 2008 se reportaron otras 2

nuevas especies: B. microti, aislada en un primer momento de ratones salvajes [36] y luego encontrada
9
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también en zorros rojos [37] y como contaminante en el suelo [38], y B. inopinata, la cual fue aislada de
un implante mamario infectado de una mujer de 71 afos con sintomas de brucelosis [39, 40]. A su vez,
también se aislo la cepa de B. inopinata BO2 de un paciente con enfermedad pulmonar crénica y se
determindé que tiene una gran similitud a B. inopinata [41]. En el afio 2014 se estableci6 una nueva
especie aislada a partir de crias nacidas muertas de mandriles, B. papionis [42]. La incorporacion mas
reciente es B. vulpis aislada de los nodulos linfaticos de zorros rojos en Austria en el afno 2016 [43]. En
los Ultimos afos, se han logrado secuenciar la mayoria de los genomas de las especies de Brucella y esto
permitiéo demostrar que el género es altamente homogéneo. Los genomas de las 6 especies clasicas de

Brucella tienen una homologia mayor al 90% [31].

De las especies clasicas de Brucella solo 4 son patogenas para el hombre: B. melitensis, B. abortus,
B. suis y B. canis. De ellas, como se menciond previamente, las tres primeras son responsables de la
mayoria de los casos de brucelosis humana [44-46]. En los Gltimos afos también se reconocio el potencial
zoonotico de las especies marinas y su aparente tendencia a las formas complicadas de la enfermedad
como la neurobrucelosis [47, 48]. Por otra parte, B. inopinata fue aislada de un caso humano si bien no

se conoce su reservorio natural ni su ecologia (Tabla 1) [39, 40].

Las especies de Brucella se clasifican generalmente como lisas o rugosas de acuerdo al aspecto de las
colonias que forman en medio solido (Tabla 1). Estas diferencias en el fenotipo de la colonia se deben a
diferencias en la composicion quimica del lipopolisacarido (LPS) expresado en la superficie bacteriana.
Ademas, existe una relacion entre el tipo de colonia y la virulencia, siendo las cepas lisas mas virulentas
[49].

10
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] HOSPEDADOR
CLASIFICACION ESPECIE PREFERENCIAL NIVEL DE PATOGENICIDAD EN HUMANOS
B. melitensis Capr1no§, ovinos, Elevada.
camelidos
B. abortus BOYmOS’ camehdos, Moderada.
bufalos, bisontes
B. suis Po_rqnos, renos, Moderada.
caribues, roedores
B. neotomae Roedores No reportada
Especies . . Moderada. Reportes de manifestaciones
. B. pinnipedae | Focas, lobos marinos . . s
Lisas complicadas (neurobrucelosis, espondilitis).
. - Moderada. Reportes de manifestaciones
B. cetaceae Delfines, focénidos . . L
complicadas (neurobrucelosis, espondilitis).
B. microti Roedores salvajes No reportada.
B. inopinata Desconocido Aislada de un caso humano.
B. papionis Mandriles No reportada.
B. vulpis Zorro rojo No reportada.
Especies B. ovis Ovinos No reportada.
Rugosas B. canis Caninos Moderada.

Tabla 1: Caracteristicas de las especies del género Brucella [46, 50, 51].

Composicion de la envoltura y estructura antigénica

Al igual que el resto de las bacterias Gram negativas, las bacterias del género Brucella poseen una
envoltura celular formada por una membrana interna y una membrana externa, las cuales delimitan un
espacio periplasmico intermedio. Este espacio contiene componentes solubles y un gel glucopeptidico

denominado peptidoglicano [52] (Imagen 3).

La membrana externa de Brucella contiene proteinas, fosfolipidos y un LPS, considerado como el
principal antigeno en las bacterias Gram negativas [53]. EL LPS es una molécula anfipatica que consta de
una parte exclusivamente polisacaridica dirigida hacia el exterior, y otra parte glucolipidica (lipido A)
inserta en la membrana externa y por lo tanto no expuesta a la superficie. La parte polisacaridica del
LPS se divide en dos secciones: un oligosacarido intermedio, llamado nicleo; y la cadena O. Esta Gltima

es la estructura antigénica mas expuesta de la bacteria, la cual esta ausente en el LPS de cepas rugosas.

Las bacterias del género Brucella poseen un LPS atipico en comparacién con el clasico LPS de las
enterobacterias como Escherichia coli [54]. La estructura basica del lipido A esta formada por un
disacarido 2,3-diamino-2,3-dideoxi-D-glucosa (diaminoglucosa) unido en configuracion B1-6, y también

por acidos grasos saturados de cadena larga ligados mediante uniones éster o amida(C16:0 a C18:0) e
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hidroxilados (3-OH-C12:0 a 29-OH-C30:0). Se encuentra inmerso en la capa lipidica actuando como
soporte o union del resto de la molécula a la superficie bacteriana. El lipido A de Brucella, a diferencia
del lipido A de la mayoria de las enterobacterias se caracteriza por su alta hidrofobicidad, su bajo grado
de sustitucion y por poseer cadenas alifaticas mas largas [55]. El nucleo esta compuesto por glucosa,
manosa, 2-amino-2,6-dideoxi-D-glucosa (quinovosamina), 2-amino-2-deoxi-D-glucosa (glucosamina),
acido 3-deoxi-D-mano-2-octulosénico (KDO) y otros azlcares aun no identificados. La cadena O de las
cepas lisas es un homopolimero no ramificado compuesto por 4,6-dideoxi-4-formamido-a-D-
manopiranosilo unidos en configuracion a-1,2 usualmente con una longitud de cadena media de 96 a 100
subunidades glicosilicas [56]. Las moléculas de LPS de las especies clasicas de Brucella se caracterizan
también por su heterogeneidad, no solo de la cadena O, sino también a nivel del nlcleo y del lipido [57].
Asimismo, se describid la presencia de moléculas de LPS atipicas en las nuevas especies de Brucella

emergentes en particular a nivel de los epitopes antigénicos dominantes Ay M [51].

Asociadas al LPS y formando parte de la membrana se encuentran proteinas de la membrana externa
(Omps, de sus siglas en inglés Outer membrane proteins ), muchas de las cuales han sido caracterizadas
desde el punto de vista genético, inmunologico, estructural y funcional [58]. Estas proteinas se han
dividido en 3 grupos de acuerdo a su peso molecular: grupo 1 (88-94 kDa); grupo 2 (36-38 kDa) y grupo 3
(25-27 y 31-34 kDa) [59]. Las Omps del grupo 2 fueron clasificadas como porinas y lipoproteinas que
tienen semejanza a la lipoproteina de Braun de E. coli [60]. A su vez, las proteinas de los grupos 2 (Omp2a
y Omp2b) y 3 (Omp25 y Omp31) 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 (Omp19, Omp16 y
Omp10), son denominadas Omps “menores” [52]. 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 (Imagen
3) [61]. A través de diversos estudios se ha confirmado la inmunogenicidad de las Omps y su posible

utilidad como vacunas [62, 63].

Ademas de las diferencias en cuanto a su LPS, existen diferencias sutiles pero notables en cuanto a
la membrana externa de las bacterias del género Brucella con respecto a las de otras Proteobacterias
Gram negativas [64]. En varios estudios se report6 la incapacidad de extraer la envoltura celular de
Brucella por los métodos estandares y también se determind que estas bacterias son sensibles al uso de
medios estandares utilizados para otras bacterias Gram negativas. La membrana externa de Brucella
tiene la tendencia a generar evaginaciones (blebs) espontaneas las cuales contienen componentes de la
superficie celular y del espacio periplasmico [65]. A su vez, la membrana externa de Brucella forma una
bicapa mas estable comparada a la de otras bacterias Gram negativas, debido tal vez a una mayor
presencia del lipido fosfatidilcolina en la composicion de su membrana externa en comparacion a
fosfatidiletanolamina en otras bacterias Gram negativas. Los acidos grasos en Brucella tienden a tener
cadenas de acilos mas largas por lo cual se propuso un modelo de membrana mas extenso que el de
bacterias Gram negativas convencionales [52]. Las interacciones entre las proteinas de la membrana
externa de Brucella y los otros componentes de la membrana externa también tienden a ser mas
hidrofobicas que en otras bacterias Gram negativas. A su vez, las Omps de Brucella poseen un dominio

hidrofobico que les permite la interaccion con la capa de peptidoglicano y la superficie [66]. Por otra
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parte, se propuso que una porcion de las Omps de Brucella podria estar covalentemente anclada a la
capa de peptidoglicano [67, 68]. Si bien la inactivacion de Brucella por calor causa el colapso de la
membrana interna, la membrana externa mantiene su morfologia intacta lo que sugiere que esta posee
una mayor rigidez en comparacion a la de otras bacterias Gram negativas [64]. Debido a las
caracteristicas del LPS, sustratos hidrofdbicos facilmente permean la membrana externa de Brucella [60,
69]. Ademas, su resistencia a los policationes también le confiere resistencia a los sistemas bactericidas

independientes del oxigeno de los fagocitos [69, 70].
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Imagen 3: Esquema representativo de la membrana de las especies lisas de Brucella spp.

MEMBRANA INTERNA

Biologia de Brucella spp. y trafico intracelular

Mecanismos de invasion celular

Las bacterias de este género se comportan como patogenos intracelulares facultativos capaces de
sobrevivir y replicar dentro de células fagociticas profesionales como macrofagos y células dendriticas.
La principal via de ingreso son las membranas mucosas del tracto respiratorio e intestinal, luego las
bacterias se diseminan a tejidos preferenciales por medio de un tropismo celular, por ejemplo, hacia las
células trofoblasticas placentarias en hembras embarazadas, al pulmén fetal, al sistema
reticuloendotelial y al tracto reproductivo [44, 71, 72]. Si bien se considera que el nicho intracelular
preferencial de las bacterias son las células fagociticas y los trofoblastos placentarios, también son
capaces de infectar in vitro otros tipos celulares como células endoteliales, osteoblastos, osteoclastos,

hepatocitos, linfocitos By T y células gliales del sistema nervioso [73-79].

Los mecanismos de ingreso de la bacteria a todos estos tipos celulares no han sido del todo
investigados. Sin embargo, el trafico intracelular en células epiteliales y macrdofagos ha sido
intensamente estudiado en los Ultimos anos. En cuanto a los hallazgos obtenidos en células epiteliales,
Brucella induce un mecanismo de tipo cremallera (zipper-like) para su internalizacion. La entrada ocurre
a los pocos minutos de la interaccion con la superficie de las células epiteliales y requiere de la activacién

de la via de sefalizacion de proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPKs) [80]. Brucella sobrevive
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y replica dentro de células fagociticas no-profesionales por hasta 72 hs in vitro y se mueve a través del
epitelio in vivo evadiendo la funcion de barrera epitelial para facilitar la migracion transepitelial de las
bacterias [72, 81].

En cuanto a las células macrofagicas, Brucella ingresa a ellas a través de sitios en la membrana celular
ricos en colesterol conocidos como microdominios lipidicos (lipid rafts) [82]. Este mecanismo de entrada
a través de los microdominios lipidicos pareciera ser clave para la supervivencia de las bacterias en los
macraéfagos infectados, ya que su disrupcion farmacoldgica lleva a una fagocitosis independiente de los

mismos y a la posterior eliminacion de todas las bacterias fagocitadas [82].

Por otro lado, se han propuesto dos receptores a través de los cuales los macrofagos internalizan a
Brucella. Uno de ellos es el receptor Scavenger de clase A (SR-A) que interactUa con el LPS y la proteina
celular pridnica (PrPC), la cual se une a la molécula Hsp60 presente en la superficie de B. abortus [83].
Sin embargo, el rol de este Ultimo receptor en la entrada de la bacteria no se extenderia a todas las
especies de Brucella ya que en otro estudio se demostro que no participaba en la ingreso de B. suis [84].
Por otro lado, tanto en células epiteliales como en macrofagos se ha demostrado que Brucella se une a

receptores de superficie que contienen acido sialico y residuos sulfatados [73].

En el caso de bacterias opsonizadas, éstas ingresan dentro de los macrofagos a través de receptores
Fc para IgG y por lo tanto, de manera independiente de los microdominios lipidicos. A pesar de esto,
tanto las bacterias opsonizadas como las no opsonizadas son capaces de replicar si bien la naturaleza del
compartimiento replicativo donde residen es distinta [85]. La opsonizacion permite el ingreso de mas
bacterias dentro de las células pero a la vez, disminuye su capacidad de crecimiento intracelular [86,
87].

Ciclo intracelular de Brucella spp

Una vez dentro de las células macrofagicas, estos microorganismos residen en una vacuola
denominada vacuola conteniendo a Brucella (VCB), la cual interactla con las vias endocitica y secretorias
para asegurar la supervivencia bacteriana. La VCB recién formada interacta con endosomas tempranos
y adquiere marcadores como el antigeno endosomal temprano 1 (EEA1) y la proteina de union a GTP Rab5
(VCBe) [88-90]. Estas interacciones ocurren inmediatamente luego de la internalizacion y son
transitorias. Experimentos realizados con macrofagos murinos infectados con B. abortus demostraron
que hay una disminucion inicial del nimero 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 [91] (Imagen 4).

La VCB luego adquiere marcadores endociticos tardios/lisosomales como Rab7 y su efector la proteina
lisosomal que interactia con Rab (RILP), LAMP-1 y CD63. Los eventos de fusion con endosomas
tardios/lisosomas son limitados y controlados. Sin embargo, tanto estas interacciones como también la
acidificacion del VCB son importantes para la correcta maduracion del compartimiento replicativo [92].
La disminucion del pH del VCB facilita la expresion de genes que son necesarios para la supervivencia y

division intracelular de Brucella. El factor de virulencia mas importante que se induce por la acidez del
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medio es el sistema de secrecion tipo 4 (55T4), el cual esta codificado por el operén VirB [93, 94]. Este
aparato de secrecion es esencial para la supervivencia de Brucella dentro de macrofagos y células
epiteliales, ya que mutantes que carecen de cualquiera de los genes virB son incapaces de replicar

intracelularmente [93, 95, 96].

Después de su paso por el endosoma tardio, la VCB se asocia al reticulo endoplasmatico (RE) rugoso y
la replicacion de las bacterias tiene lugar en VCBs que contienen una Unica bacteria y sus membranas
cargadas de ribosomas (VCBr) [90]. EL VCB es capaz de interceptar vesiculas membranosas que trafican
hacia el aparato de Golgi, provenientes de los sitios de salida del RE [97, 98]. La captacion de membranas
y componentes del RE por parte del VCB se acompaia de una fuerte reorganizacion tanto estructural

como funcional del RE [90] (Imagen 4).

Por ultimo, a las 48 horas post-infeccion, el VCB adquiere caracteristicas autofagicas y vuelve a entrar
en la via endocitica para completar su ciclo de vida intracelular (VCBa). En esta etapa, el VCB vuelve a
ser positivo para el marcador LAMP-1, envuelve a varias bacterias a la vez y posee multiples membranas.
La formacion de las VCBa requiere de las proteinas de iniciacion de la autofagia: Beclin1, ULK1 y Atg14L
pero no de las proteinas implicadas en la etapa de elongancion (Atg5, Atg7, LC3B, Atg16L, Atg4B). La
formacion de este VCB autofagico seria necesaria para promover la liberacion de las bacterias y contribuir

a la infeccion de células adyacentes (Imagen 4) [99].
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Imagen 4: Modelo del trafico intracelular de Brucella. Modificado de [100].
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Sistema de Secrecion de Tipo 4

Trdfico intracelular de la bacteria y respuesta inmune del hospedador

EL SST4 es un factor de virulencia de gran relevancia para algunas bacterias Gram negativas patdgenas,
como Agrobacterium tumefaciens, Helicobacter pylori, Bordetella pertussis, Legionella pneumophila y
las del género Brucella [101, 102]. Estos sistemas conforman complejos multiproteicos que atraviesan la
envoltura celular de las bacterias y participan en la transferencia de material génico y en la exportacion

al medio extracelular o a la célula hospedadora de sustratos proteicos [103, 104].

Este aparato de secrecion es imprescindible para la supervivencia y virulencia de Brucella, esta
implicado en el trafico intracelular de la VCB y en el control de la respuesta inmune del hospedador [93,
105, 106]. La integridad del sistema de secrecion es fundamental. Se encuentra constituido por 12
proteinas, denominadas VirB1 a VirB12, siendo los componentes VirB2-VirB6 y VirB8-11 imprescindibles
para su funcion [87, 90, 96, 102, 107-110]. En cuanto a la organizacion génica, el aparato esta codificado
por el operodn virB que se localiza en el cromosoma Il y esta constituido por 12 marcos abiertos de lectura
(virB1 a virB12) [94]; el operdn virB esta regulado por un Unico promotor corriente arriba de virB1 y se

encuentra conservado entre las diferentes especies de Brucella [103].

Se ha demostrado que el 55T4 es esencial para la multiplicacion intracelular de Brucella en células
epiteliales humanas (células Hela), en macrofagos murinos derivados de médula 6sea, en diferentes
lineas de células monociticas y en hepatocitos [75, 90, 96, 105, 111-113]. Si bien in vitro la mutante virB
es eliminada intracelularmente luego de 24 hs, en experimentos in vivo, realizados tanto en modelo
murino como en hospedadores naturales (caprinos y bovinos), se ha demostrado que el SST4 no es
necesario para la colonizacion sistémica inicial pero si lo es para la persistencia cronica [81, 87, 105,
114-117]. En particular, al infectar ratones con la mutante virB se puso en evidencia que su capacidad
de colonizacion es la misma a la de la bacteria wild type (WT), es capaz de diseminarse a diferentes
sitios como nddulos linfaticos, higado y bazo; no obstante, su niUmero comienza a declinar luego del dia
5 post-infeccidn poniendo en evidencia que el sistema es fundamental para la persistencia de la infeccion
[87, 118].

El mecanismo por el cual el SST4 contribuye a la supervivencia y multiplicacion de la bacteria se basa
en la manipulacion del trafico intracelular para establecer el nicho replicativo en el RE y evadir la
degradacion lisosomal [119]. Las bacterias deficientes en el SST4 son capaces de invadir a la célula
hospedadora y pueden interactuar con los endosomas tempranos y tardios, la VCB que la contiene
adquiere los marcadores EEA1 y LAMP-1 respectivamente [90, 95]. No obstante, a diferencia de Brucella
WT, la VCB que contiene a la mutante no excluye a LAMP-1 y permanece positiva para dicho marcador,
por lo tanto son un blanco para los lisosomas y eventualmente las bacterias son degradadas [90, 95, 111].
En consecuencia, la mutante virB no completa el ciclo intracelular, no logra escapar de los endosomas

tardios para alcanzar el RE, multiplicarse y utilizar las vacuolas autofagicas para sobrevivir [99, 106].

Con el objetivo de estudiar el papel del S5T4 en la modulacién de la respuesta inmune del hospedador

y en la persistencia crénica de la infeccion, Roux y colaboradores analizaron la expresion génica de
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esplenocitos de ratones durante la infeccion con Brucella. De esta forma demostraron que a diferencia
de Brucella WT, que estimula la expresion de genes involucrados en la respuesta inmune e inflamacion,
la infeccidn con la mutante virB no es capaz de inducir cambios en el perfil transcriptomico de los genes
asociados a la inmunidad [120]. Asimismo, se ha demostrado que el SST4 contribuye a la polarizacion de
la respuesta inmune del hospedador hacia un perfil Th1, ya que los ratones infectados con la mutante
virB presentan niveles séricos mas bajos de 1gG2a, interferon gamma (IFN-y) y de Interleuquina (IL)-
12p40 respecto de los infectados con la bacteria WT [121]. Ademas, se ha descripto que el SST4 es
esencial para la completa activacion del inflamasoma y la consecuente produccion de IL-1B8 en

macrofagos murinos [122].

Sustratos del SST4 de Brucella

Los sustratos que son translocados por el S5T4 son denominados “efectores” debido a que son capaces
de modular la respuesta de las células infectadas [103]. Hasta el momento se han identificado solo 15
efectores que son transportados de forma dependiente del sistema VirB de Brucella [103, 119]. En la
mayoria de los casos, la estructura, funcion y blanco molecular de estos sustratos es ampliamente
desconocida [119]. Al realizar un analisis de los genes coregulados por VjbR, el regulador del operon virB,
se identificaron los primeros sustratos VceA y VceC. El efector VceC contiene una region rica en prolina
capaz de unirse a una chaperona del RE (Bip/Grp78), ademas se ha descripto que VceC activa la respuesta
a proteinas desplegadas, causa estrés del RE e induce una respuesta inflamatoria durante la infeccion
[123].

RicA (de sus siglas en inglés Rab2 Interacting Conserved protein A) es una proteina de 175 aminoacidos
capaz de unirse a GDP-Rab2, una GTPasa necesaria para el trafico intracelular de la bacteria. Aunque la
deplecion de RicA no modifica la capacidad de Brucella de ingresar y sobrevivir en células Hela, las
mutantes inducen un reclutamiento menor de Rab2 en la VCB y excluyen mas rapidamente a LAMP-1,
mostrando una cinética del trafico intracelular alterado y una mayor proliferacion bacteriana que
Brucella WT [103, 124].

Ademas, se han identificado dos proteinas de Brucella que contienen dominios TIR y son secretadas
por el SST4 a la célula hospedadora donde participan en el control de la respuesta inflamatoria al inhibir
la sefalizacion de los TLRs (de sus siglas en inglés Toll like receptors). La proteina BtpA (también
denominada Btp1 y TcpB) fue la primera en ser descubierta y ha sido intensamente estudiada [117, 125,
126]. Se ha demostrado que BtpA inhibe la maduracion de las células dendriticas, la activacion de NF-kB
inducida por MAL asi como también la sefalizacion de TLR2 y TLR4 [117, 127-130], sin embargo el
mecanismo de accion no ha sido completamente dilucidado. En este sentido, trabajos recientes
demostraron que BtpA interactila con MAL, MyD88 y TLR4 y sugieren que BtpA estaria compitiendo con
MAL por la union con TLR4 [125, 129-131] y no con MyD88 como fue sugerido por otros autores [117].
Ademas de BtpA, Brucella posee una segunda proteina con dominio TIR denominada BtpB. In vitro, BtpB
es un inhibidor potente de TLR2, TLR4, TLR5 y TLR9 y en conjunto con BtpA participa en el control de la

maduracion de las células dendriticas [132].
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Las proteinas efectoras BPE123, BPE275, BPEOO5 y BPE043 fueron identificadas por Marchesini y
colaboradores a través de analisis bioinformatico y ensayos con el sistema reportero de la adenilato
ciclasa (CyaA) [133]. Estos sustratos se encuentran conservados entre las diferentes especies de Brucella
y hasta el momento su funcion es desconocida. El efector BPEOO5 es una proteina de 143 aminoacidos
que contiene un dominio de unién a nucleoétido monofosfato ciclico (NMPc) y se especula, por lo tanto,
que es una proteina de union a nucleétidos ciclicos y que podria actuar como una subunidad reguladora
de quinasas dependientes de NMPc, funcionar como subunidad regulatoria de algiin complejo proteico o
podria actuar secuestrando NMPc. Por otro lado, BPE275 es un miembro de la familia romboide, un grupo
de serina proteasas, mientras que BPE123 presenta un motivo dimérico “coiled-coil”, una estructura
implicada en las interacciones proteina-proteina que participa en varios procesos celulares. Respecto de

BPE043, su estructura predicha indica que posee 2 dominios transmembrana y 4 de apolipoproteina [133].

Asimismo se identificaron 5 proteinas efectoras que son transportadas por el SST4 de Brucella
(lamadas BspA, BspB, BspC, BspF y BspE (del inglés Brucella secreted proteins) utilizando un estrategia
similar a la empleada por Marchesini y colaboradores [134]. A través de la expresion ectopica se ha
puesto en evidencia que estos efectores presentan diferentes patrones de localizacion intracelular: BspA
y BspB se localizan en el RE, BspC en el aparto de Golgi, BspE forma vesiculas discretas ubicadas
predominantemente en el area perinuclear mientras que BspF se encuentra en el citoplasma y en la
membrana plasmatica. En cuanto a su funcion, BspA, BspB y BspF inhiben la secrecion proteica durante
la infeccion y contribuyen a la biogénesis de la VCBr, a la replicacion de Brucella en macrofagos y a la

persistencia cronica de la bacteria en el higado de ratones infectados [134].

Hasta el momento, el Gltimo sustrato dependiente del SST4 de Brucella en ser descripto es SepA. Esta
proteina es secretada por el complejo VirB en un proceso de dos etapas que involucra un intermediario
en el espacio periplasmatico. La mutante deficiente de SepA presenta alterada la multiplicacion
intracelular debido a su capacidad reducida de evitar la fusion con los lisosomas, sin embargo son mas

invasivas que la bacteria WT [135].

RESPUESTA INMUNE CONTRA BRUCELLA SPP.

Inmunidad innata

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa frente a patogenos invasivos. Dentro de
sus componentes se incluyen barreras anatomicas (la piel y epitelios internos), moléculas secretorias
(citoquinas y quemoquinas, el sistema del complemento y distintas opsoninas) y poblaciones celulares
tales como los fagocitos (neutréfilos, monocitos/macréfagos y células dendriticas), y las células linfoides

innatas (células natural killer (NK) y células T yd).

Las células del sistema inmune innato contribuyen a controlar las infecciones, no sélo por su rol como
células efectoras, sino también porque inician y dirigen la respuesta inmune adaptativa hacia un perfil
funcional determinado. En particular, los linfocitos T CD4* pueden diferenciarse en distintos perfiles

(Th1, Th2, Th17 y Treg, entre otros), los cuales se caracterizan por la produccion de diferentes citoquinas
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y median diferentes funciones inmunitarias. Las principales células que realizan esta tarea son los
macrofagos y las células dendriticas, a través de su habilidad de producir mediadores proinflamatorios
(IL-12, IL-23, etc) y expresar determinadas moléculas coestimulatorias (CD80/CD86, CD40, etc) [136].

En estadios tempranos de la infeccion por Brucella, el rol de la respuesta innata es prevenir la
replicacion y reducir el nimero inicial de bacterias promoviendo un ambiente adecuado para generar
una respuesta adaptativa robusta. Los macrofagos, las células dendriticas, los neutrofilos y el
complemento participan con distintos roles en esta fase temprana de la respuesta a la invasion frente a

este microorganismo [137].

Células de la inmunidad innata

Los macrofagos juegan un papel fundamental en la inmunidad frente a Brucella. Como fue
mencionado anteriormente, el nicho preferencial de Brucella son las células fagociticas, en particular
los macréfagos. Estas células cumplen un papel dual en la infeccion frente a Brucella: por un lado,
permiten la replicacion y supervivencia de las bacterias durante las etapas tempranas de la infeccion;
no obstante, en los estadios tardios y, en particular una vez que se establecio la inmunidad adaptativa,
los macréfagos activados son los principales responsables de la eliminacion de Brucella. Esta actividad
bactericida es inducida principalmente por el IFN-y, y en segundo lugar por el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF)-a y reside en la capacidad de estas células de realizar el estallido respiratorio mediante la

generacion de intermediarios reactivos del oxigeno y nitrogeno [138, 139].

Por su parte, las células dendriticas humanas y murinas son susceptibles a la infeccion por Brucella
[127, 140, 141]. A su vez, en nuestro laboratorio demostramos que la infeccion con B. abortus induce la
expresion de las moléculas CD86, CD80, CCR7, CD83, CD40 y complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase | y clase Il, como también la secrecion de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12. No sdlo eso, sino que
las lipoproteinas de la membrana externa de B. abortus serian las que inducen la maduracion de estas

células generando una respuesta de tipo Th1 [142].

En cuanto a las células NK, in vitro se demostro que el cocultivo de estas células con macrdfagos
infectados con B. suis activa a las NK para producir IFN-y y TNF-a y destruir a dichos macrofagos [143].
Las células NK también parecen ser importantes para la activacion de células B y la consecuente
produccion de anticuerpos [144]. A pesar de estos antecedentes, estas células no tendrian un rol crucial
en el control de la brucelosis murina, ya que su deplecion in vivo no afecta el curso de la infeccion en
ratones [145] como asi tampoco en humanos, donde se describi6é una disminuida actividad citotdxica por

parte de células NK en pacientes con brucelosis aguda [146].

Finalmente, en nuestro laboratorio demostramos que B. abortus es capaz de activar neutrofilos
humanos y prolongar su sobrevida in vitro. Este efecto también es mediado por las lipoproteinas de la
membrana externa de Brucella y estaria asociado a la patogénesis de la brucelosis ya que contribuiria al
dano tisular e inflamacion localizada caracteristicas de la enfermedad [147]. El rol de los neutrofilos en
el control de la brucelosis in vivo también es controversial. En primer lugar, se demostro que estas células

no parecieran tener un rol significativo en la eliminacion de Brucella en las etapas tempranas de la
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infeccion en ratones [148] y por otra parte, la deplecion de neutrofilos permite la eliminacion de las

bacterias de manera mas eficiente durante los estadios tardios de la enfermedad [149].

Citoquinas y quemoquinas de la inmunidad innata

Durante las etapas tempranas de la infeccion con Brucella una de las primeras citogquinas en ser
secretada es el TNF-a [86, 150]. Macrofagos activados por TNF-a son capaces de inhibir la replicacion in
vitro de Brucella [86] y ademas, esta citoquina junto con la IL-12 estan directamente involucradas en la
resistencia a la brucelosis murina [151, 152]. El rol de la IL-12 también es de clara importancia, no sélo
porque esta citoquina juega un rol preponderante en la induccion de una respuesta de tipo Th1 con la
consecuente produccion de IFN-y, sino porque los esplenocitos provenientes de ratones depletados de
IL-12 tienen una menor capacidad de generar el estallido respiratorio [151]. Asimismo, también ha sido
reportada la secrecion de IL-6, IL-18 e IL-10 durante las primeras etapas de la infeccion [150, 153, 154].
Mas alla de dichas citoquinas, tanto macrofagos como células dendriticas infectados son capaces de
producir quemoquinas en respuesta a la infeccion con Brucella, entre ellas MIP-1a, MIP-18, MCP-1,
RANTES, Gro-a e IL-8 [155, 156].

Receptores de la inmunidad innata

La primera linea de defensa comienza con el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs) por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Existen diferentes clases
funcionales de PRR, la mejor caracterizada comprende a los TLRs, receptores transmembrana que censan
diversos productos microbianos [157]. El rol de los TLRs en la resistencia contra la infeccion por Brucella
ha sido intensamente estudiado durante estos ultimos afos. El TLR2 no pareceria tener un rol
preponderante en el control de la infeccion con B. abortus en ratones in vivo [158, 159]. A pesar de esto,
la sefalizacion a través de este receptor contribuye a la produccion de citoquinas proinflamatorias por
parte de las células inmunes innatas [142, 147, 150, 160]. En contraste, se demostrd el requerimiento
de TLR9 para la eliminacion de B. abortus en ratones infectados ejerciendo un papel fundamental en el
control de la infeccion [161]. Por otra parte, se han reportado resultados controversiales en la literatura
con respecto a TLR4. Mientras algunos autores muestran que el receptor TLR4 seria esencial para
controlar la infeccion [158], otros muestran que si bien la secrecion de TNF-a durante la infeccion
depende de TLR4, este receptor no seria necesario para la eliminacion del patégeno [159]. Por ultimo,
los ratones deficientes en el adaptador MyD88, (MyD88-/-), comln a todos los receptores de tipo TLR
menos TLR3, son muy susceptibles a la infeccion con Brucella [159, 161, 162]. Los ratones MyD88-/-
presentan defectos en la maduracion de las células dendriticas y ausencia de produccion de IL-12 y TNF-
a por los macrdfagos y células dendriticas en respuesta a Brucella [161]. Existen otros receptores de la
inmunidad innata capaces de reconocer y montar una respuesta frente a patdgenos intracelulares.
Recientemente se han reportado distintos roles tanto de los receptores tipo NOD (NLRs) y los

inflamasomas [163] como de los IFN de tipo | y el receptor IFN-aBR [164] en la infeccion con B. abortus.
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Inmunidad adaptativa

A pesar de todos los componentes y mecanismos de la inmunidad innata que se activan frente a la
infeccion con B. abortus, estos no siempre son suficientes para su erradicacion y es absolutamente

necesario el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa que combata a la infeccion [139].

Se han identificado 3 mecanismos de la respuesta inmune adaptativa esenciales para el control de la
infeccion por Brucella: primero, el IFN-y producido por células T CD4*, CD8* y y0 activa las funciones
bactericidas del macréfago inhibiendo la supervivencia intracelular de las bacterias [165-168]; segundo,
la citotoxicidad T CD8* y y0 puede destruir al macrdfago infectado [169-173]; y por ultimo, los isotipos

de anticuerpos de tipo Th1 como IgG2a e IgG3 opsonizan al patogeno y facilitan su fagocitosis [174, 175].

Células T CD4* y CD8*

Los antigenos de B. abortus son capaces de ser presentados por MHC-l y Il, y de esta manera activar
tanto a células T CD4* como T CD8* [169, 176, 177]. La mayoria de los estudios sefala a las células T
CD4* como las principales productoras de IFN-y [153, 154, 165], aunque también hay produccion de esta

citoquina por parte de linfocitos T CD8*, y0 y células NK [178].

La infeccion con B. abortus genera una poderosa induccion hacia el desarrollo de una respuesta de
tipo Th1 [139, 179]. La importancia de las células Th1 en la respuesta frente a Brucella se determiné en
primer lugar en el modelo murino. Diversos estudios demostraron que los ratones deficientes en
elementos clave de la respuesta Th1 como el IFN-y o la IL-12 eran mas susceptibles a la infeccion, y
asimismo se determin6 que la administracion de estas citoquinas de manera exogena favorecia el
desarrollo de una respuesta protectora en dichos ratones [151, 165, 167]. Mas aun, los estudios en
pacientes con brucelosis también sefialan la importancia del desarrollo de una respuesta de tipo Th1 para
combatir la infeccion, ya que existe una correlacion entre disminuidas respuestas Th1 y recaidas o
estadios cronicos de la enfermedad [180-183] asi como una asociacion entre determinados polimorfismos
0 mutaciones genéticas que afectan a este tipo de respuesta y una mayor susceptibilidad a la brucelosis
[184].

Las células T CD8* no solo contribuyen a la respuesta frente a Brucella mediante la secrecion de IFN-
Y, sino que su funcion principal es la de eliminar células infectadas mediante la interaccion Fas-FasL o
la secrecion de perforinas y granzimas [169-171]. Ademas de las células T CD8* citotoxicas,
recientemente se ha descripto el potencial citotoxico de las células T CD4* frente a B. abortus en ratones
[185].

A pesar de las vigorosas respuestas T CD4* y CD8* generadas por B. abortus, esta bacteria utiliza
distintas estrategias para evadir la vigilancia inmunoldgica y persistir dentro de las células de su
hospedador por muchos afos, estableciendo una infeccion crénica. Se demostré que B. abortus por
contacto directo inhibe la proliferacion y produccion de IL-2 e IFN-y por parte de las mismas. Por otra
parte, B. abortus mediante la secrecién de TNF-a es capaz de inducir la apoptosis de linfocitos T [79].
Ademas, la infeccion de monocitos/macrofagos humanos con B. abortus es capaz de inhibir la expresion
inducida por IFN-y de MHC-1I, MHC-I y del receptor de tipo | para la porcion Fc de IgG (FcyRI o CD64).
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[186-188]. Como consecuencia, los macrdfagos infectados presentan disminuida capacidad de

presentacion antigénica a los linfocitos T CD4* y disminuida fagocitosis restringida al FcyRI.

Las células T y0 también cumplirian una importante funcién en la inmunidad frente a Brucella. El
numero de células T Vy9Vd2 aumenta en sangre periférica de pacientes con brucelosis aguda y declina
luego de un tratamiento exitoso [189, 190]. Por otra parte, ratones deficientes en células T yd poseen
una aumentada susceptibilidad a la infeccion con B. abortus, lo cual se relacioné a una falla en la
inmunidad innata desarrollada por estos ratones frente a dichas bacterias, lo que sugeriria que la funcion
protectora de estas células transcurre durante los estadios tempranos de la enfermedad [172]. Asimismo,
células T y0 activadas por antigenos no peptidicos controlan el nimero de bacterias intracelulares debido
a que secretan TNF-a e IFN-y activan las funciones bactericidas del macréfago. Estudios in vitro sugieren
que las células T Vy9V32 también serian capaces de lisar a las células infectadas, ya sea por contacto
directo o de manera indirecta a través de la secrecion de un factor bactericida, la catelicidina LL-37
[191, 192].

Respuesta humoral

La contribucion de la inmunidad humoral en la respuesta frente a la brucelosis no ha sido del todo
esclarecida. Tempranamente en la infeccion aparecen anticuerpos que suelen permanecer detectables
en el suero durante afos. Estos anticuerpos estan dirigidos contra varios componentes del
microorganismo, pero especialmente contra los antigenos superficiales, particularmente el LPS [193].
Desde el punto de vista clinico, la deteccion de anticuerpos dirigidos contra el LPS es (til para el
diagnéstico, y seguimiento de la infeccion. En ratones se observo un cierto nivel de proteccion conferido
por anticuerpos contra la cadena O del LPS de Brucella [194-196]. No obstante, si bien la opsonizacion
de las bacterias por anticuerpos aumenta su fagocitosis y por lo tanto, disminuye el nivel inicial de
infeccion, la naturaleza intracelular de Brucella hace que este efecto sea limitado y que de cualquier
manera progrese la enfermedad [85]. Asimismo, un estudio reciente demostré que células B murinas
pueden establecerse como un nicho intracelular para B. abortus opsonizadas por IgM o el complemento
[78].

Citoquinas

Una de las citoquinas de mayor relevancia en la infeccion por Brucella es el IFN-y. Dicha molécula
tiene un rol central en la inmunidad frente a Brucella principalmente mediante la activacion de las
funciones bactericidas del macrofago, la induccion de la expresion de moléculas de MHC y
coestimulatorias en las células presentadoras de antigenos profesionales, la estimulacion de la
citotoxicidad por parte de células T citotoxicas y la potenciacion de la muerte de los macrdfagos
infectados [169]. Como ya fue mencionado previamente, la importancia del IFN-y en la resolucion de la
infeccion por Brucella fue demostrada en estudios con ratones deficientes en el gen de esta citoquina.
Estos ratones mueren 6 semanas después de la infeccion con B. abortus [166]. 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 los ratones infectados [197, 198]. Otros estudios han sugerido que la

activacion con IFN-y impide que Brucella establezca su nicho replicativo y que, por lo tanto, si las
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bacterias ya estan localizadas intracelularmente, el IFN-y no tiene efecto alguno [91]. La produccion
temprana durante la infeccion de una citoquina inmunomoduladora como IL-10 podria explicar en parte

este fenomeno [199].
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EL HIGADO

El higado es un sitio anatomica e inmunoldgicamente Unico en el cual la sangre rica en antigenos
proveniente del tracto gastrointestinal es capturada en una red de sinusoides y monitoreada por las
células presentadoras de antigeno y linfocitos. La organizacion estructural del drgano tiene una gran
implicancia en su funcion inmune, facilitando la presentacion directa o indirecta de los linfocitos,
modulando la respuesta inmune contra patoégenos hepatotréficos y contribuyendo a algunas de las

propiedades inmunologicas Unicas de este drgano como su capacidad de tolerancia antigénica [200].

ANATOMIA DEL ORGANO

El higado es el segundo 6rgano mas grande del cuerpo, pesa aproximadamente 1.5 kg en el adulto y
esta ubicado por debajo del diafragma, ocupa la mayor parte del hipocondrio derecho y parte de la
region epigastrica de la cavidad abdominopélvica [201]. Se encuentra completamente cubierto por el
peritoneo visceral y por una capa densa de tejido conectivo llamada capsula de Glisson. Esta compuesto
principalmente por células epiteliales especializadas poliédricas, los hepatocitos (que representan el 80%
de la poblacion celular del tejido); ademas contiene células endoteliales de los sinusoides, células del
epitelio biliar, células estrelladas, y células inmunes como macrofagos (células de Kupffer), células

dendriticas y linfocitos [202].

El parénquima hepatico esta organizado en lobulillos hepaticos, es decir laminas fenestradas de
hepatocitos dispuestos de forma radiada en torno a una vena central; en los angulos de los lobulillo se
encuentra el espacio porta o triadas constituidas por una rama de la arteria hepatica, una rama de la
vena porta y un conductillo biliar [201]. Entre las laminas de hepatocitos se encuentran los sinusoides
hepaticos, por donde circula la sangre de forma centripeta desde la triada hacia la vena central (Imagen
5A) [202]; a su vez, entre la pared de los sinusoides y la lAmina de hepatocitos existe un estrecho espacio
perisinusoidal denominado espacio de Disse donde se encuentran las células hepaticas estrelladas

inmersas en una matriz extracelular (MEC) laxa (Imagen 5B) [202].

j i Canaliculos
s avens  Siusoide / biliares
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Arteria hepatica LY
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Imagen 5: (A) Organizacion estructural del Higado. Modificado de [201]. (B) Localizacion de las células hepaticas
estrelladas en el espacio de Disse. Modificado de [203].
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SISTEMA INMUNE HEPATICO

El higado tiene un suministro sanguineo Unico, proveniente tanto de la circulacion sistémica como del
intestino, por lo tanto las células hepaticas estan constantemente expuestas a productos microbianos y
antigenos derivados del tracto gastrointestinal [204, 205]. En consecuencia, el higado posee un sistema
inmune altamente organizado y con caracteristicas distintivas, como por ejemplo una gran abundancia
de células NK y células natural killer T (NKT) asi como también de macréfagos residentes [206]. Ademas
de las células inmunes tradicionales, existen multiples poblaciones celulares no-hematopoyéticas como
las endoteliales de los sinusoides, los hepatocitos y células estrelladas que tienen un papel activo en la

respuesta inmune del 6rgano [205].

Células inmunes hematopoyéticas

En condiciones fisioldgicas el higado contiene la poblacion de macrofagos mas abundantes del
organismo, de hecho representan el 80-90% de la totalidad de macrofagos [207]. Las células de Kupffer
tienen receptores de PAMPs, receptores del complemento y receptores Fc mediante los cuales pueden
responder incrementando su capacidad fagocitica y produciendo citoquinas proinflamatorias [208-211].
Tienen un papel esencial en la regulacion inmune, en la reparacion del tejido y la regeneracion hepatica
y son capaces de responder frente al estimulo con citoquinas o de los TLRs, receptores tipo RIG y
receptores NOD [212-214]. Debido a la localizacion estratégica de las células de Kupffer en los sinusoides
hepaticos, éstas puedan interactuar con los hepatocitos, con las células estrelladas y las endoteliales asi

como también con otras células inmunes [200].

La poblacion de células dendriticas en el higado en condiciones no patologicas incluye tanto a las
mieloides como a las células dendriticas plasmocitoides [205]. Fenotipicamente son descriptas como
inmaduras aunque en determinadas situaciones pueden inducir una robusta respuesta de las células T
[215]. Ademas, en el higado normal existe una poblacion de células supresoras que se caracteriza por
producir citoquinas inmunosupresoras como IL-10 y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
[216, 217]. Por otro lado, los granulocitos, como neutrofilos, no se encuentran en el higado normal pero

si en condiciones inflamatorias [218].

En el higado humano hay aproximadamente 100 linfocitos, los cuales incluyen a las células NK, NKT
y células T CD4* y T CD8* [219]. Las células NK estan localizadas en los sinusoides hepaticos en estrecha
proximidad con las células no parenquimaticas y constituyen la poblacion linfocitaria predominante del
higado; comprenden mas del 50% del total de linfocitos en el higado normal [220]. En condiciones
patoldgicas se produce un incremento significativo de la poblacion celular, las NK periféricas que ingresan
al higado adquieren caracteristicas especificas y Unicas, como un nivel de citotoxicidad mayor respecto
de las NK periféricas [204, 221].

De la misma forma que las NK, las células NKT se localizan en los sinusoides hepaticos y son mas
abundantes en el higado que en cualquier otro 6rgano [222]. Dada su capacidad de liberar rapidamente
grandes cantidades de IFN-y e IL-4, las células NKT tienen un papel preponderante en la polarizacion de

la respuesta adaptativa local y sistémica hacia un perfil proinflamatorio o antiinflamatorio frente al dafo
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hepatico [200]. Ademas, las células NKT tienen una funcion critica frente a las infecciones en el higado,
se ha demostrado que ratones deficientes en células NKT son mas susceptibles a ciertos virus y bacterias
asi como la activacion de las NKT con un ligando sintético resulta en la produccion de IFN-y y en el

control de la multiplicacion del virus de la hepatitis B en un modelo murino [223-226].

La poblacion de linfocitos de la inmunidad adaptativa comprende a las células T restringidas al
complejo mayor de histocompatibilidad CD4* y CD8* y células B [205]. El higado esta particularmente
enriquecido en células T CD8"*, células T activadas y de memoria [227, 228]. Las células B representan el
8% de la poblacion linfoide en condiciones fisiologicas [219]. Ha sido demostrado que subpoblaciones
especificas de los linfocitos B, como los B CD5*, pueden expandirse durante infecciones con virus
hepatotroépicos [229, 230].

Células inmunes no-hematopoyéticas

Ademas de las células inmunes, las células no hematopoyéticas del higado tienen un papel critico en
los procesos inflamatorios y en la respuesta inmune innata local y sistémica [205]. Las células endoteliales
de los sinusoides, los hepatocitos y células estrelladas expresan un amplio repertorio de receptores de
reconocimiento de patrones [213, 231, 232]. La expresion de TLRs, receptores de carbohidratos y
receptores scavenger por parte de células no inmunes complementa la deteccion y la eliminacion de los
antigenos y toxinas provenientes del sistema porta y regula la produccion de mediadores inflamatorios
por parte de éstas células [205]. Ademas, las células endoteliales de los sinusoides, los hepatocitos y
células estrelladas son capaces de procesar y presentar antigenos y se ha demostrado que estan

implicadas en los mecanismos de inmunotolerancia [220, 233, 234].

RESOLUCION DE LOS PROCESOS INFLAMATORIOS

El higado es un 6rgano donde predomina un microambiente con caracteristicas tolerogénicas, en estas
condiciones el sistema inmune hepatico debe ser capaz de responder rapida y controladamente frente a
células tumorales y microorganismos patogénicos [205]. Un amplio espectro de patdgenos han sido
implicados en diferentes formas de infecciones hepaticas asi como también, microorganismos sistémicos
pueden afectar al higado durante el curso de la infeccion [235]. Una respuesta inmune local es esencial
para detectar y eliminar a éstos patdgenos hepatotroficos. Parte de la respuesta inmune que se
desencadena en respuesta al dafio tisular incluye a la reparacion del tejido danado y a la fibrosis, la cual

es precedida en la mayor parte de los casos por inflamacion [236].

El desarrollo de la fibrosis hepatica es un proceso dinamico que provoca la interrupcion de las
funciones hepaticas con disfuncion del organo debido a la excesiva produccion de proteinas de la MEC
[236-238]. Generalmente, se produce como una respuesta a la lesion hepatocelular cronica, provocada
por el abuso de bebidas alcohdlicas, infecciones cronicas, enfermedades biliares y afecciones congénitas
metabolicas, entre otras, y puede llegar a conducir a largo plazo al desarrollo de cirrosis y carcinoma
hepatocelular [239]. Sin embargo, la fibrosis no siempre es patologica, en ocasiones es un fenémeno

autolimitado, esencial para la reparacion y restauracion de la homeostasis tisular frente al dafo [236].
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Protege a los hepatocitos que sobrevivieron a la injuria reduciendo las sefales pro-apoptéticas e

incrementando la resistencia hacia un rango de toxinas [240].

Los miofibroblastos son los reguladores maestros de la respuesta fibrogénica debido a su capacidad
de producir componentes de la MEC, de ser altamente proliferativos, migratorios, contractiles,
inmunodulatorios y con capacidad fagocitica. Los miofibroblastos del higado derivan casi exclusivamente
de las células hepaticas estrelladas quiescentes, mientras que la contribucion de los fibrocitos o células

mesenquimales derivadas de la médula 6sea es minima [236, 241, 242].

CELULAS ESTRELLADAS DEL HIGADO

Las células estrelladas representan un tipo celular muy versatil que posee un papel preponderante en
la fibrogénesis y en la remodelacion de la MEC; ademas participan en el desarrollo y diferenciacion del
higado, en la regeneracion, en la respuesta a xenobidticos, inmunoregulacion y en el control del flujo
sanguineo. Debido al amplio espectro de intermediarios moleculares que son capaces de producir y
secretar, particularmente luego de ser activadas, las células estrelladas estan implicadas en diversas

patologias hepaticas [243].

Estan localizadas en el espacio subendotelial (espacio de Disse), entre la superficie basolateral de los
hepatocitos y la cara antiluminal de las células endoteliales y se encuentran tanto en la zona
centrolobulillar como en el area porta donde son mas abundantes [243, 244]. En condiciones fisiologicas,
representan una poblacion celular reducida, constituyendo entre el 5-8% de la poblacion celular total
[243]. Estructuralmente se caracterizan por poseer un RE moderadamente desarrollado, un aparato de
Golgi pequeno y procesos citoplasmaticos largos que rodean a los sinusoides en el espacio de Disse [243].
En condiciones fisioldgicas, son la principal fuente de almacenamiento de retinoides en el higado,
contienen “gotas” citoplasmaticas con vitamina A en forma de retinil-palmitato [244]. Las células
estrelladas constituyen una poblacion heterogénea y con gran plasticidad en el higado adulto, pueden
contener una cantidad variable de vitamina A y diferentes combinaciones de filamentos intracelulares
dependiendo de su ubicacion en el lébulo hepatico, la especie animal en estudio, si el 6rgano es normal

o esta dafado y la naturaleza de la injuria [244].

Frente al dano hepatico, las células estrelladas se activan, es decir que del estado de reposo en el
que se encuentran en condiciones normales se diferencian a miofibroblastos caracterizados por la pérdida
de las gotas lipidicas, por un aumento en la proliferacion y migracion, por la secrecion de proteinas de
MEC y por la produccion de mediadores proinflamatorios y profibrogénicos como TGF-B [236]. Las células
activadas expresan marcadores de células mesenquimaticas como actina-a de musculo liso (a-SMA) y
pierden los marcadores neurales como la proteina acida fibrilar glial (GFAP) que poseen en estado
quiescente [236]. Una vez activadas, se perpetlan por un bucle de retroalimentacion positiva en el que
participan los receptores de TGF-B, el receptor B del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDFGr-B) y los de angiotensina Il [245, 246]. En particular, TGF-B promueve la supervivencia de las
células hepaticas estrelladas activadas a través de la activacion de las quinasas de adhesion focal y de
AKT [247].
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La autofagia es una via de degradacion intracelular por la cual organelas y proteinas son encerradas
en una vesicula de doble membrana llamada autofagosoma, posteriormente ésta se fusiona con los
lisosomas dando como resultado la degradacion del contenido luminal y el reciclado de las
macromoléculas resultantes [248]. Recientemente, se ha demostrado que un factor esencial para la
activacion de las células estrelladas es la induccion de la via autofagica [249-251]. Thoen y colaboradores
demostraron que el flujo autofagico se encuentra incrementado durante la activacion de las células
estrelladas en cultivos primarios murinos y que al bloquear la via con bafilomicina A1, cloroquina o 3-
metiladenina la proliferacion, la expresion génica de a-SMA, colageno de tipo | y PDGFr-B es inhibida,
indicando la ausencia de activacion [251-253]. Por otro lado, en los trabajos publicados por Hernandez-
Gea y colaboradores se puso en evidencia que la autofagia esta involucrada en la hidrolisis de las gotas
lipidicas ya que al inhibir la via, mediante inhibidores farmacologicos o utilizando ratones knockdown
Atg5 y Atg7, no solo observaron una reduccion de la fibrosis hepatica sino que ademas demostraron que
se incrementa el contenido lipidico en las células estrelladas [249, 250]. Por lo tanto, la activacion de la
autofagia proveeria de la energia necesaria para la iniciacion y perpetuacion de las células hepaticas

estrelladas activadas y fibrogénicas a través de la degradacion de las gotas lipidicas (lipofagia) [249].

La proliferacion de las células estrelladas ocurre principalmente en respuesta a PDGF (de sus siglas
en inglés platelet derived growth factor), el mitdogeno mas potente de estas células, ademas otros
factores mitogénicos que actlan sobre las células estrelladas son el factor de crecimiento endotelial
vascular, el factor de crecimiento epitelial, TGF-a, factor de crecimiento de queratinocitos y el factor
de crecimiento de fibroblastos basico [254-260]. Las células activadas pueden migrar a los focos
inflamatorios en respuesta a PDGF, MCP-1 y CXC3, en contraste, la adenosina inhibe la quimiotaxis y

conlleva a la inmovilizacion de las células una vez que alcanzaron el sitio dafiado [261-265].

Durante la fibrosis hepatica hay un desbalance entre la produccion de proteinas de matriz y su
degradacion y en consecuencia hay una acumulacion excesiva de MEC [238, 239]. El principal componente
de la matriz fibrotica es el colageno de tipo | y este es producido principalmente por las células hepaticas
estrelladas [244]. Por otro lado, un elemento critico en la remodelacion de la matriz son las MMPs (de
sus siglas en inglés matrix metalloproteinases) una familia de endopeptidasas dependientes de Zn*2 y
Ca*? que degradan proteinas de la MEC. Hasta el momento se conocen al menos 23 MMPs en humanos, las
cuales se encuentran clasificadas segun su especificidad de sustrato en colagensas (MMP-1, -8, -13 y -
18), gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), estromelisinas (MMP-3, -10, -11 y -17), matrilisinas (MMP-7 y -26),
MMPs de union a membrana (MT-MMPs, MMP-14, -15, -16, -17, -24 y -25) que pueden degradar gelatina,
fibronectina y laminina, y otras MMPs que no pueden ser incluidas en ninguna de las clases mencionadas
[173, 266-269]. En el higado, las células estrelladas son la principal fuente de MMP-2, MMP-9, MMP-13 y
estromelisinas [270-276]. La regulacion de la actividad de las MMPs se encuentra estrictamente regulada
en diferentes niveles, uno de los cuales implica la inactivacion por parte de inhibidores endégenos, los
TIMPs (de sus siglas en inglés, tissue inhibitor of metalloproteinases). Los TIMPs son una familia de 4
proteinas secretadas (TIMP-1 a TIMP-4) que se unen no covalentemente al dominio catalitico de las MMPs

inhibiendo su actividad [277]. Las células estrelladas son capaces de producir TIMP-1 y TIMP-2 durante el
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dano hepatico inhibiendo la actividad de las colagenasas y reduciendo la degradacion de la MEC [239,
278].

Las células estrelladas secretan TGF-B en respuesta a la injuria hepatica, la citoquinas mas importante
durante la fibrogénesis. La misma actla de forma autocrina y paracrina, siendo su accion autocrina la
mas relevante. TGF-B es liberado al medio extracelular asociado de manera no covalente con el péptido
asociado a la latencia (LAP) formando un complejo biolégicamente inactivo con la proteina de union a
TGF-B (LTBP) [279, 280]. Una vez liberado, el complejo puede ser clivado por proteasas como plasmina,
MMP-2, MMP-9 y trombospondina [281]. Luego del clivaje, la citoquina activa es capaz de unirse al
receptor TGFR2, el cual recluta a TGFR1 que activa la via de sefalizacion de Smad y de éste modo induce
la transcripcion de moléculas profibroticas como a-SMA, colageno tipo |y TIMP, estimulando la deposicion
de MEC [282].
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BRUCELOSIS HEPATICA

El higado desempeia un rol preponderante en la respuesta inmune innata, siendo la primer linea de
defensa contra microorganismos y toxinas que ingresan por via oral, cruzan la barrera intestinal y llegan
al higado por la vena porta [220]. Debido a que una de las principales rutas de ingreso de Brucella en el
hombre es precisamente la via oral y que en el higado hay una gran poblacion de macréfagos (nicho
preferencial de Brucella) éste 6rgano podria estar implicado en todos los casos de brucelosis [283-285].
En algin momento durante el curso de la enfermedad, la mayoria de los pacientes con brucelosis
desarrollan lesiones inflamatorias en el parénquima hepatico descriptas como areas focalizadas de
inflamacion celular con minima necrosis de células hepaticas y granulomas con células gigantes. Ademas,
se considera que en los casos donde no hay evidencias de disfuncion hepatica, la hepatitis no debe ser

calificada como una complicacion si no como parte del curso normal de la enfermedad [284, 286].

La manifestacion mas comuln hallada en los pacientes con dafo hepatico es el agrandamiento
patologico del érgano; en general la hepatomegalia es leve o moderada y ha sido descripta en el 30-65%
de los casos [285, 287, 288]. Asimismo, los pacientes con brucelosis pueden exhibir alteraciones no
especificas en las pruebas de funcionalidad hepatica, como niveles elevados de transaminasas y de
fosfatasas alcalinas séricas [285, 288, 289]. Otro parametro que puede verse alterado en el curso de la
brucelosis es el nivel de bilirrubina en sangre, los pacientes pueden adquirir una coloracion amarillenta
en la piel y mucosas debido al incremento de los valores fisiologicos de dicho pigmento; de acuerdo a los
valores de bilirrubina considerados para definir ictericia, los casos pueden alcanzar el 24% [285, 288,
290, 291].

En cuanto a los hallazgos histopatologicos, gran parte de los pacientes que cursan la enfermedad
desarrollan granulomas hepaticos indistinguibles de aquellos encontrados en otras enfermedades como
sarcoidosis, tuberculosis e histoplasmosis; aunque en ocasiones pueden ser mas pequefos y menos
definidos [283, 285, 288, 292-295]. En un trabajo realizado por Cervantes y colaboradores [288], se ha
demostrado que el 90% de las biopsias de higado, de pacientes con afeccion hepatica, presentaban
hepatitis reactiva no especifica; también detectaron granulomas en el 70% de los casos, estos fueron
descriptos como simples o multiples, de localizacion principalmente lobular, compuestos de linfocitos,
histiocitos, células epitelioides y en ocasiones de células multinucleadas. En concordancia con estos
resultados, Akritidis y colaboradores [285], han reportado que todos los pacientes con dafo hepatico, en
los cuales se realizaron biopsias, presentaban granulomas con caracteristicas similares a las encontradas
por Cervantes y colaboradores (Imagen 6A y B); ademas, muchos exhibian infiltrado inflamatorio, y la

mitad de ellos presentaban necrosis moderada y localizada del parénquima hepatico.

Es importante tener en cuenta que existe gran discrepancia en la literatura respecto de la apariencia
y caracteristicas histologicas del higado en la brucelosis humana. Esto puede deberse a que no siempre
se reporta cual es la especie de Brucella infectante y a que muchos estudios son retrospectivos y no
poseen una confirmacion bacteriologica; ademas hay que considerar que no siempre es posible realizar

biopsias del 6rgano y que no existe un consenso sobre el criterio para definir granulomas [284].
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La presencia de granulomas estaria asociada al desarrollo de fibrosis periférica [285, 287] y si bien
hay algunos reportes sobre la relacion causal entre cirrosis y la infeccion con Brucella, algunos autores
consideran que es improbable que la infeccién pueda generar suficiente tejido fibrotico como para
provocar cirrosis. Hasta el momento, la correlacion entre brucelosis y cirrosis no ha sido comprobada y

solo hay 5 casos reportados con una posible asociacion [285, 288].

Imagen 6: Biopsia hepatica. (A) Granulomas epiteloides con localizacion intraparenquimatica. (B) Infiltrado
linfocitario en el area porta. Tincion con Hematoxilina-eosina, 200X [285].

En los casos mas severos, el tejido hepatico se ve alterado por la formacion de abscesos supurativos;
generalmente ésta complicacion es detectada en pacientes adultos que tuvieron brucelosis aguda no
diagnosticada o sin tratar [296]. Los abscesos son definidos como lesiones con un diametro mayor a 5 cm,
calcificados irregularmente, con presentacion clinica subaguda o crénica [287]. Son el resultado de la
necrosis caseosa Yy calcificacion del tejido granulomatoso inducida por la persistencia de Brucella en los
macrofagos, algunos autores los denominan “Brucelosomas” [283, 297]. En un estudio realizado por Ariza
y colaboradores [298], que consistio en el analisis por tomografia computada de 985 pacientes afectados
con brucelosis, encontraron que 14 de ellos presentaban lesiones localizadas en el higado, con
calcificacion central o periférica. Por otro lado, Morata y colaboradores estudiaron a 805 pacientes y
determinaron que 7 de ellos habian desarrollado abscesos hepaticos; éstas lesiones tenian un diametro
en el rango de 6 a 15 cm, de bordes poco definidos, algunos presentaban cavitaciones, calcificaciones 'y
pus [287].

Clasicamente la formacion de abscesos supurativos ha sido asociada a la infeccion con B. suis [299,
300], no obstante también se han descripto casos de abscesos hepaticos causados por B. melitensis [289,
301-303], en cuanto a B. abortus, conlleva a la formacion de granulomas pero no caseosos. [300]. El
tratamiento de eleccion para los pacientes con abscesos supurativos consiste en la combinacion de un
régimen adecuado de antibioticos durante varios meses sumando al drenaje percutaneo de los abscesos
caseosos [299, 304-306]; en general se produce una evolucion favorable de los pacientes aunque hay
casos donde no es posible hacer un seguimiento luego del tratamiento y no se puede descartar la
posibilidad de una recaida futura [306-308].

Si bien la afeccién hepatica durante el curso de la brucelosis ha sido descripta a nivel clinico y existen
numerosos estudios histopatoldgicos, hasta el momento no han sido completamente dilucidados los
mecanismos inmunes implicados en la generacion del daio hepatico causado por la infeccion con Brucella

spp. [75, 309]. Alli radica la importancia de este trabajo.

31



Hipotesis y Objetivos

32



Hipdtesis y Objetivoy

La afeccion hepatica en los pacientes con brucelosis activa es muy frecuente, se manifiesta como
hepatomegalia y hepatitis granulomatosa caracterizada por la presencia de infiltrado inflamatorio y
necrosis del parénquima hepatico, pudiendo provocar en los casos mas graves el desarrollo de abscesos
supurativos. A pesar de que se han realizado numerosas descripciones bioquimicas e histopatolagicas del
higado de pacientes con brucelosis los mecanismos celulares y moleculares implicados en las lesiones

hepaticas causadas por Brucella spp. no han sido completamente dilucidados aun.

Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo de tesis es determinar cuales son los mecanismos

implicados en el dafo hepatico y en la modulacién de la respuesta inmune desarrollada en el higado
frente a la infeccion por Brucella abortus. Sostenemos que la inflamacion es un factor clave en la
patogénesis de la brucelosis en estadios iniciales de la infeccion, y que la modulacion de la respuesta
inmune generada es primordial para el establecimiento cronico de la enfermedad. La hipétesis de
trabajo a ser analizada es que B. abortus puede causar inflamacién y esta inflamacion causar dafio
hepatico mediante diversos mecanismos. El dafio ocasionado puede inducir la generacion de tejido
fibrético debido a las alteraciones ocasionadas en las células estructurales e inmunes presentes en

el higado.

Para poner a prueba nuestra hipotesis, formulamos los siguientes objetivos especificos:

1. Investigar si B. abortus es capaz de activar e inducir una respuesta fibrogénica por parte de
las células estrelladas de higado. En particular, analizar la produccion de colageno de tipo |,

metaloproteasas de matriz y de citoquinas profibrogénicas frente a la infeccion.

2. Estudiar la interaccion entre las células estrelladas de higado con los hepatocitos y los

monocitos/macrofagos en el contexto de la infeccion con B. abortus.

3. Estudiar si el SST4 codificado por el operdn virB de Brucella esta implicado en los fenomenos

de fibrogénesis desencadenados por la bacteria.

4. Determinar si la adquisicion de un fenotipo fibrético por parte de las células hepaticas

estrelladas infectadas por B. abortus involucra la activacion de la via autofagica.
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Capitulo-I:

“B. abortus induce la deposicion de colageno e inhibe la produccién de
MMP-9 por parte de las células hepaticas estrelladas por un mecanismo
dependiente a TGF-B”
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INTRODUCCION

La fibrosis es una respuesta dinamica y altamente coordinada que se desencadena frente a la injuria
tisular, puede ser autolimitada y homeostatica siendo esencial para la reparacion del tejido danado, o
descontrolada y excesiva afectando las funciones del organo [236, 310]. La persistencia de un estimulo
infeccioso, como la infeccion por Brucella, y la consecuente respuesta inflamatoria pueden conllevar al

desarrollo de fibrosis debido a las alteraciones en las células inmunes y estructurales [310].

La fibrosis hepatica se produce por la acumulacion de proteinas de la MEC, especialmente colageno
de tipo |, asi como también de otros componentes como proteoglicanos, fibronectina y laminina [311].
Esta acumulacion es consecuencia del desequilibrio entre la produccion de los componentes de la MEC y
su degradacion [312]. Las MMPs son las principales enzimas implicadas en la degradacion de la MEC, son
endopeptidasas dependientes de Zn*?2 y Ca*2 y estan categorizadas en 5 grupos de acuerdo a su
especificidad de sustrato (colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas y MMPs de union a
membrana) [313]. La actividad proteolitica de las MMPs esta rigurosamente regulada por los TIMPs, los
cuales se unen de forma no covalente a las MMPs impidiendo su actividad [314-317]. Por lo tanto, la
capacidad de degradar matriz depende del balance entre los niveles de MMPs y la disponibilidad de los

TIMPs extracelulares siendo este un evento critico en la remodelacion de la MEC [238, 318].

Los miofibroblastos profibrogénicos, derivados casi exclusivamente de las células estrelladas de
higado quiescentes, tienen un papel central en la fibrosis hepatica [242]. Estas células son los reguladores
maestros de la respuesta fibrogénica debido a que frente al dafo tisular se activan y adquieren capacidad
proliferativa, migratoria, contractil, inmunomodulatoria, fagocitica y de producir componentes de la
MEC [236]. Las células estrelladas activadas producen las citoquinas profibrogénicas IL-6 y TGF-B, siendo
esta Ultima la citoquina mas importante en la fibrogénesis y actia tanto de forma autocrina como
paracrina sobre las células estrelladas induciendo su activacion y la expresion de colageno de tipo |, a-
SMA y de los TIMPs [319-321].

Durante el curso de la brucelosis, gran parte de los pacientes desarrollan lesiones inflamatorias en el
parénquima hepatico que consisten en areas focalizadas de inflamacion celular, necrosis de células
hepaticas, infiltrado inflamatorio y granulomas con células gigantes [283, 285, 288]. Hasta el momento
no han sido completamente dilucidados los mecanismos que generan el dafio hepatico observado en los
pacientes. En trabajos previos realizados en nuestro laboratorio demostramos que B. abortus es capaz
de infectar y multiplicar en una linea humana de hepatocitos, las células mas abundantes del higado.
Los hepatocitos infectados con B. abortus tendrian un papel preponderante en el reclutamiento de
monocitos y neutrdéfilos al sitio de infeccidn, generando de esta forma un microambiente inflamatorio

caracterizado por la produccion de citoquinas y MMPs [75].

Como ha sido mencionado, la produccion de factores fibrogénicos por parte de las células estrelladas
de higado activadas puede contribuir a la resolucion del proceso inflamatorio. En este contexto nos

propusimos investigar si B. abortus es capaz de activar y de inducir una respuesta fibrogénica por parte
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de las células estrelladas de higado. En particular, analizar la produccion de colageno de tipo |, MMPs y
de citoquinas profibrogénicas frente a la infeccion. Ademas, nos plantemos estudiar la interaccion entre
las células estrelladas de higado con los hepatocitos y los monocitos/macrafagos en el contexto de la

infeccion con B. abortus.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de bacterias

B. abortus S2308 (B. abortus) fue crecida durante 18 hs en 10 ml de medio tripteina de soja en
agitacion constante de 150 rpm a 37°C. Las bacterias se centrifugaron por 15 min a 6000g a 4°C y fueron
lavadas dos veces en 10 ml de buffer fosfato salino (PBS, de sus siglas en inglés Phosphate Buffered
Saline). La concentracion de bacterias en cultivo fue estimada comparando la densidad dptica a 600 nm
con una curva estandar. Para preparar los inoculos, los cultivos fueron diluidos en PBS a la concentracion
deseada en base a la densidad 6ptica medida. La concentracion precisa fue determinada por recuento
de unidades formadoras de colonia (UFC) en placas de agar tripteina de soja (TSA, de sus siglas en inglés
Tryptic Soy Agar). La manipulacion de las bacterias viables fue realizada en instalaciones con un nivel
de bioseguridad 3, localizados en el Instituto de investigaciones bioldgicas en retrovirus y SIDA (INBIRS),
CONICET, Facultad de Medicina, Universidad de Buenos Aires, gracias a un convenio de colaboracion

establecido con el Dr. Horacio Salomon.

Cultivo celular

La linea celular inmortalizada de células estrelladas de higado humano LX-2 fue gentilmente cedida
por el Dr. Scott L. Friedman (Mount Sinai School of Medicine, New York, NY). Esta linea celular conserva
las principales caracteristicas de las células estrelladas de higado: expresa a-SMA, vimentina, GFAP,
PDGFr-B, proliferan en respuesta a PDGF y expresan colageno de tipo | en respuesta a TGF-B8 [322]. Las
células LX-2 fueron cultivadas en DMEM (de sus siglas en inglés Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco)
suplementado con 2 mM de L-glutamina (Gibco), 5% de suero fetal bovino (SFB, Gibco), 100U de
penicilina/ml (Sigma-Aldrich), y 100 pg de streptomicina/ml (Gibco) (medio completo).

Para estudiar la interaccion con hepatocitos y monocitos, utilizamos las lineas celulares de hepatoma
humano HepG2 y la linea celular monocitica humana THP-1, ambas fueron obtenidas de ATCC (de sus
siglas en inglés American Type Culture Collection). Las células HepG2 fueron cultivadas en DMEM
suplementado con 2 mM L-glutamina, 10% de SFB, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina
y las THP-1 en RPMI 1640 (Gibco) suplementado con SFB al 10%, aminoacidos y antibioticos como se
describio previamente. Para inducir la maduracion las células THP-1, estas fueron cultivadas con 0,05
UM de 1,25-dihidroxivitamina D3 (Calbiochem Merck Millipore) por 72 hs. Todas las lineas celulares fueron

cultivadas a 37°C en una atmosfera de 5% de CO,.

Infeccion celular

Las células LX-2 fueron cultivadas durante 24 hs en placas de 24 pocillos a una densidad de 5x10*
células/pocillo y las THP-1 y HepG2 a una densidad de 5x10° células/pocillo en medio completo sin
antibidticos y fueron infectadas con B. abortus a las multiplicidades de infeccion (MOI, de sus siglas en
inglés Multiplicity Of Infection) 100, 250, 500 y 1000 en el caso de las células estrelladas y a MOl 100
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para los monocitos y hepatocitos. Una vez dispensada la suspension de bacterias, las placas fueron
centrifugadas durante 10 min a 1000g y luego incubadas por 2 hs a 37°C en una atmosfera con 5% de CO,.
Las células fueron lavadas con medio y luego incubadas en DMEM suplementado con SFB a las
concentraciones indicadas para cada tipo celular, 100 pg/ml de gentamicina (Gibco) y 50 pg/ml de

estreptomicina para eliminar las bacterias extracelulares.

Para evaluar la actividad de las MMPs en los sobrenadantes de cultivo, las células fueron incubadas
en medio sin SFB (el SFB contiene a2-macroglobulina, un inhibidor de las MMPs [267, 323]) y
suplementado con 0,01% de albumina sérica bovina (BSA, de sus siglas en inglés Bovine Serum Albumin,
Gibco), aminoacidos no esenciales (Gibco), 0,1 % de glucosa (Baker Analyzed), 100 ug/ml de gentamicina
y 50 pg/ml de estreptomicina para eliminar las bacterias extracelulares. Este medio de cultivo permitio
el crecimiento sostenido de las células asi como también la produccion de citoquinas en los mismos

niveles que utilizando el medio con SFB.

Para evaluar la replicacion intracelular de B. abortus, las células infectadas fueron lavadas y lisadas
a distintos tiempos post-infeccion (2, 4, 6, 24 y 48hs) con 0,2% (vol/vol) de triton X-100. El nimero de
bacterias viables intracelulares fue determinado mediante el recuento de UFC/ml a partir de diluciones
seriadas al décimo en placas de TSA. Los sobrenadantes de los cultivos infectados fueron recolectados a
las 24 hs post-infeccion para ser utilizados como medio condicionado o para medir la produccion de

citoquinas y quemoquinas.

Estimulacion con medio condicionado

Los sobrenadantes de cultivos de los monocitos y de los hepatocitos infectados fueron recolectados a
las 24 hs post-infeccion, esterilizados mediante un filtro de nitrocelulosa con un tamafo de poro de 0,22
pm y utilizados para estimular a las células estrelladas. Los sobrenadantes fueron empleados en dilucion
1/2, 1/5 y 1/10 en medio completo. Luego de las 24 hs, los sobrenadantes de cultivo de las células
estrelladas estimuladas fueron recolectados para medir MMPs y TGF-B1, por otro lado los cultivos fueron

tefidos con Rojo sirio a los 7 dias para evaluar la deposicion de colageno.

Evaluaciéon de la muerte celular por apoptosis

Las células estrelladas fueron infectados con B. abortus a MOl 1000. Luego de 24 hs, el porcentaje de
células apoptoticas fue evaluado por tincion con Anexina V-FITC (ImmunoTools) y con loduro de propidio,
el analisis se realizo por citometria de flujo. La apoptosis también fue analizada por microscopia de
fluorescencia luego de marcar las células con la técnica de TUNEL (de sus siglas en inglés Terminal
deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP-biotin Nick End Labeling) utilizando el kit fluorescein-
FragEL DNA fragmentation detection kit (Calbiochem) o con el colorante nuclear Hoechst 33342. Como

control positivo de apoptosis se utilizé paraformaldehido (PFA) al 4% o 200 uM de peroxido de hidrogeno.
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Medicion de la concentracion de citoquinas y de TIMP-1

Las citoquinas humanas IL-6, TNF-ay TGF-81, las quemoquinas IL-8 y MCP-1 (BD Pharmingen) y TIMP-
1 (Invitrogen) fueron medidas en los sobrenadantes de cultivo obtenidos a las 24 hs post-infeccion
mediante ELISA sandwich, usando anticuerpos monoclonales especificos segln las instrucciones del
fabricante. Ademas, en extractos de higado de ratones infectados con B. abortus se midio la citoquina
de raton TGF-B1 por ELISA (BD Biosciences).

Zimografia

La actividad gelatinolitica de las MMPs fue evaluada mediante el método de Hibbs et. al [324]. La
técnica consistio en la siembra de 20 pl de sobrenadante de cultivo mezclado con 5 ul de buffer de
siembra [0,25 M tris (pH 6,8), 50% de glicerol, 5% de dodecil sulfato de sodio (SDS), y Azul de Bromofenol]
en un gel de SDS-PAGE (de sus siglas en inglés Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) al 10% conteniendo 1 mg de gelatina (Sigma-Aldrich)/ml. Luego de la electroforesis, los
geles fueron lavados con 500 mM tris-HCL (pH 7,5)- 2,5% triton X-100 durante 45 min en agitacion, luego
con 500 mM tris-HCL (pH 7,5)- 2,5% triton X-100- 5 mM CaCl,. 10 mM ZnCl, por 45 min y por ultimo con 50
mM tris-HCL (pH 7,5) 10 mM CaCl; -200 mM NaCl durante 24 hs a 37°C. La incubacion con estos buffers
permite la desnaturalizacion/renaturalizacion de las MMPs promoviendo su actividad. Los geles fueron
tefidos con azul de coomassie y decolorados con 10% de acido acético y 25% de isopropanol. Las bandas
sin tenir indicaron la presencia de actividad gelatinolitica, y la identificacion de la enzima involucrada
(MMP-9 6 MMP-2) se determino por comparacion con un marcador de peso molecular. La identidad de la

MMP candidata fue confirmada mediante un ensayo de ELISA como se explica a continuacion.

Cuantificacion de los niveles de MMP-9

La concentracion de MMP-9 presente en los sobrenadantes de cultivo fue determinada mediante ELISA

de sandwich utilizando anticuerpos monoclonales segln las instrucciones del fabricante (R&D Systems).

Actividad gelatinolitica en condiciones nativas

La actividad gelatinolitica en los sobrenadantes de cultivo en condiciones nativas fue medida con el
kit EnzChek gelatinasa/colagenasa (Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante. El kit contiene
gelatina DQ conjugada con altas concentraciones de fluoresceina inactiva. Cuando éste sustrato es
digerido por gelatinasas o colagenasas se producen péptidos fluorescentes, por lo tanto el incremento
de la fluorescencia es proporcional a la actividad proteolitica. Como enzima control se utilizo la
colagenasa purificada de Clostridium histolyticum que provee el kit. Las placas fueron leidas en un lector
de fluorescencia (Victor3; Perkin-Elmer, Waltham, MA). Para medir la actividad gelatinolitica en ausencia
de inhibidores, los sobrenadantes de cultivo fueron tratados con ditiotreitol (DTT) 2 mM durante 20 min

y luego con lodoacetamida 5 mM durante 10 min. El DTT reduce los puentes disulfuro de los TIMPs y la
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iodoacetamida los alquila impidiendo que se vuelvan a formar, de esta forma los TIMPs pierden su

estructura y no pueden interactuar con el sitio activo de las MMPs [325].

Determinacion de la deposicion de colageno

La deposicion de colageno fue evaluada en cultivos de LX-2 a los 7 dias post-infeccion mediante tincion
con Rojo Sirio, un colorante anionico que posee alta afinidad por las fibras de colageno [326]. Las células
estrelladas cultivadas en placas de cultivo de 24 pocillos infectadas o estimuladas con medio
condicionado fueron lavadas 3 veces con PBS y fijadas durante 1 h utilizando solucion de Bouin, preparado
al momento de uso mezclando 15 ml de acido picrico acuoso saturado, 5 ml de formaldehido 35% y 1 ml
de acido acético glacial. Las células fijadas se lavaron 3 veces con exceso de agua destilada y se secaron
por unos minutos. Se agregd 1 ml de Rojo Sirio 0,1% (Sigma-Aldrich) y se incub6 a temperatura ambiente
durante 18 hs con agitacion suave. Las células tenidas fueron lavadas con 0,01 N de acido clorhidrico
para remover el colorante no unido. Los cubreobjetos fueron montados en PBS-glicerina (9:1 [vol/vol]) y
fueron analizados por microscopia de luz blanca. Para un analisis cuantitativo el colorante unido fue
disuelto en 200 pl de NaOH 0,1 N durante 30 min en agitacion. La solucion fue transferida a placas de
microtitulacion y se midio la densidad o6ptica (DO) con un lector de placas (Metertech) a 550 nm contra

el blanco hidroxido de sodio 0,1 N.

Analisis de la expresion de colageno tipo | y a-SMA

Para determinar la expresion de colageno tipo | y a-SMA se realizé inmunofluorescencia indirecta.
Para ello las células estrelladas fueron sembradas a una densidad de 2,5x10“células/pocillo en placas de
24 pocillos. Los cultivos de LX-2 infectados fueron fijados con 4% de PFA por 10 min a temperatura
ambiente, lavados 3 veces con PBS y permeabilizados con 0,3% de triton X-100 durante 10 min. Luego se
realizo el bloqueo con solucion de BSA al 1% por 1 h. Las células fueron incubadas durante 18 hs a 4°C
con anticuerpos anti-a-SMA de conejo (Thermo Fisher Scientific Inc.) o anti-colageno-I de raton (Thermo
Fisher Scientific Inc.) diluidos en PBS-tween 20 al 0,1%. Posteriormente las células fueron incubadas por
4 hs a temperatura ambiente con anticuerpo anti-conejo conjugado con rodamina (Santa Cruz
Biotechnology) o anti-raton Alexa Fluor 488 (Invitrogen). La tincion de los nucleos se realizé con 4',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI, de sus siglas en inglés 4',6-diamidino-2-phenylindole) por 30 min a
temperatura ambiente. Los cubreobjetos fueron montados en PBS-glicerina [9:1 (vol/vol)] y fueron

analizados en un microscopio de fluorescencia.

Neutralizacién de TGF-B1

Los ensayos de neutralizacion fueron llevados a cabo con un anticuerpo blogueante contra TGF-8
(anti-TGF-B, clon 50716, Abcam Inc.) o su control de isotipo (clon 11711, R&D Systems). En los
experimentos de bloqueo, las células fueron infectadas con B. abortus en presencia de anticuerpo anti-

TGF-B o su control de isotipo a concentracion final de 20 pg/ml en un volumen final de 0,5 ml.

40



Capitulo-I: Materiales y Métodos

Evaluacion de fibrosis hepatica en un modelo murino de infeccién

Para los ensayos se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad. Los ratones
fueron infectados por via intraperitoneal con 5x10°> UFC en 200 pl de PBS de B. abortus o con vehiculo
(PBS). Los animales fueron sacrificados a las 4, 8 y 12 semanas post-infeccion. Para determinar los niveles
de UFC, TGF-B81 (ELISA) y de colageno (tincion con Rojo Sirio) en el higado de los ratones se obtuvieron
extractos de tejido. Para ello, un lobulo del higado de cada raton fue extraido, colocado en 1 ml de PBS
a 4°C y procesado con un homogeneizador de tejido. Se realizaron diluciones seriadas de alicuotas de
los extractos en PBS estéril las cuales fueron sembradas en placas de TSA para determinar las UFC, los
extractos restantes fueron centrifugados a 2000g por 20 min a 4°C, los sobrenadantes obtenidos se

guardaron a -70°C hasta ser analizados.

La evaluacion histologica se realizo a partir de higados de ratones sacrificados luego de 12 semanas
post-infeccion. Los lobulos extraidos fueron fijados y embebidos en parafina. Se obtuvieron cortes de 5
pm de espesor, los cuales fueron tefidos con Hematoxilina-Eosina, Tricromico de Masson y Sirius Red. La
tincion con tricromico de Masson se llevo a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma-
Aldrich). Brevemente, los cortes fueron fijados en solucion de Bouin, tefiidos en solucion de hematoxilina
férrica de Weigert, luego en solucién de fucsina acida-escarlata de Beibrich y por ultimo con azul de
anilina. Los cortes fueron deshidratados en etanol y aclarado con xileno. Entre cada tincion se realizaron
lavados. Las fibras de colageno se distinguieron en azul, el citoplasma rosa y en rojo la fibras musculares.
Para la tincion con Rojo Sirio los cortes fueron incubados por 30 min en 0,1% de Rojo Sirio f3b con 0,1%
de acido picrico y verde rapido (Sigma-Aldrich). Después de dos lavados con agua destilada, los cortes

fueron deshidratados mediante alcohol anhidro y montados.

Los animales infectados fueron mantenidos y manipulados en instalaciones con un nivel de
bioseguridad 3, localizados en el Instituto de Investigaciones Biotecnologicas, Universidad Nacional de
San Martin (IIB-UNSAM). Los protocolos de trabajo utilizados en este trabajo fueron aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-Universidad de Buenos
Aires, Facultad de Medicina), expediente n°0068651/2014.

Deteccion de TGF-B1 en cortes de tejido

En los cortes de tejido obtenidos como se explicd anteriormente se analizo la produccion de TGF-B1
por inmunohistoquimica usando anticuerpos monoclonales anti-TGF-B1 murino elaborados en conejo
(Santa Cruz Biotechnology) en dilucion 1:200 en PBS-BSA al 2%. La actividad peroxidasa del tejido se
inhibid con 0,3% de perdxido de hidrégeno en metanol, se permeabilizoé con 0,25% de Triton X-100 y luego
los cortes fueron incubados con anticuerpo primario durante 18 hs a 4°C en camara hiimeda. La reaccion
fue amplificada utilizando el kit comercial EnVision+ sistema HRP (Dako) y los nlcleo fueron tefidos con

hematoxilina.
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Anadlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del
test de Tukey, usando el software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc.). Los datos estan

presentados como la media * error estandar (SEM).
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RESULTADOS

Las células hepaticas estrelladas tienen un papel fundamental en la remodelacion fisiologica de la
MEC y en la reparacion del tejido hepatico dafado, manteniendo la homeostasis del 6rgano. La
persistencia de un estimulo infeccioso puede mediar la generacion de tejido fibrotico debido a las
alteraciones ocasionadas en las células estructurales e inmunes presentes en el higado. Nuestra hipotesis
es que la infeccion por B. abortus podria inducir inflamacion con el consecuente daio hepatico y activar
a las células estrelladas induciendo la secrecion de colageno de tipo | y citoquinas profibrogénicas como
IL-6 y TGF-B y de este modo contribuir a la resolucion del proceso inflamatorio. Para investigar esta
hipdtesis, estudiamos la respuesta de las células estrelladas de higado frente a la infeccion con B. abortus
usando como modelo la linea de células estrelladas de higado humano LX-2. Ademas, estudiamos la
interaccion entre las células estrelladas y los hepatocitos (las células mas abundantes del higado) y los

monocitos que podrian ser atraidos al sitio de infeccion.

B. abortus infecta y se multiplica intracelularmente en la linea de células estrelladas de

higado humano LX-2.

En primer lugar evaluamos la capacidad de B. abortus de invadir y multiplicarse en las células
hepaticas estrelladas LX-2. Para ello las células fueron infectadas con B. abortus a MOl 100 durante 2 hs.
Luego de realizar un lavado a fin de remover las bacterias que no lograron ser internalizadas, las células
fueron incubadas en medio completo suplementado con antibidticos. A distintos tiempos post-infeccion
las células fueron lisadas para determinar el nUmero de bacterias viables intracelulares mediante el
recuento de UFC en placas de TSA. Los ensayos de infeccion demuestran que la bacteria es internalizada
y puede multiplicarse en las células LX-2. Como control, infectamos en paralelo una linea de
monocitos/macrofagos humanos (THP-1) ya que habia sido demostrado que B. abortus puede infectar y
multiplicarse en éstas células [79]. A todos los tiempos evaluados (2, 4, 6, 24 y 48 hs) el nUmero de UFC
fue mas elevado en los monocitos THP-1 respecto de las células estrelladas LX-2 (Figura 1). Este resultado

es consistente ya que B. abortus se multiplica preferencialmente en macrofagos [327].

8 _
10 Figura 1: B. abortus infecta y replica en la linea de

células estrelladas de higado humano LX-2. Las
células LX-2 y los monocitos THP-1 fueron infectados
con B. abortus (MOl 100) durante 2 hs, luego fueron
106+ incubadas en medio de cultivo con antibidtico para
eliminar a las bacterias extracelulares y a 2, 4, 6, 24
y 48 hs post-infeccion se determinaron las UFC en
cada tipo celular.
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La infeccién con B. abortus no induce la muerte celular por apoptosis de las células

estrelladas de higado.

Para determinar si B. abortus afecta la viabilidad de las células estrelladas LX-2, las células fueron
infectadas a MOl 1000 (la mas alta que fue utilizada en nuestros experimentos) durante 2 hs, luego de
haber realizado un lavado con el objetivo de eliminar las bacterias que no fueron internalizadas, los
cultivos fueron incubados en medio con antibidticos. A las 24 hs post-infeccion las células fueron teiidas
con Anexina V-FITC/loduro de propidio y analizadas por citometria de flujo. Los resultados fueron
corroborados mediante la técnica de TUNEL y por tincién de los nicleos con Hoechst 33342 y posterior
evaluacion por microscopia de fluorescencia. Las células fueron tratadas con PFA al 4% o 200 uyM de
peroxido de hidrogeno como control positivo. Los resultados indicaron que la infeccion de las LX-2 con
Brucella no induce apoptosis ya que no observamos diferencias significativas (p>0.05) en el porcentaje
de células apoptoticas entre las células infectadas y los controles sin infectar mediante tincion con
Anexina V-FITC/loduro de propidio (Figura 2A y B), con TUNEL (Figura 2C y D) y Hoechst 33342 (Figura
2E y F). Estos resultados son consistentes con una respuesta fibrogénica ya que la muerte de las células
estrelladas implicaria una modulacion negativa de la principal poblacion celular responsable de la

produccion de proteinas de MEC impidiendo que el tejido hepatico sea reparado [328-330].
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Figura 2: B. abortus no induce apoptosis de las células estrelladas. Las células LX-2 fueron infectadas con B.
abortus a MOl 1000 o fueron tratadas con 200 pM de H,0, o paraformaldehido al 4% como control positivo. Luego de
24 hs, las células fueron tefnidas con Anexina V-FITC/loduro de propido (IP) y analizadas por citometria de flujo (A),
tefiidas con TUNEL (C) o con Hoechst 33342 (E) y evaluadas por microscopia de fluorescencia. La cuantificacion de
células apoptéticas fue realizada calculando el porcentaje de células positivas para Anexina V-FITC (B), TUNEL (D) y
Hoechst 33342 (F). *p<0.05;**p<0.01 versus el control sin infectar (S.1.).
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La infeccion con B. abortus induce la secrecion de IL-8, MCP-1, IL-6 y TGF-B1 y estimula la

expresion de a-SMA en las células estrelladas.

Teniendo en cuenta que las células estrelladas participan en la respuesta inmune y son una fuente
importante de citoquinas y quemoquinas en el higado, nos propusimos caracterizar la respuesta
inmunologica de las células estrelladas frente a la infeccion con B. abortus. Como se muestra en la Figura
3, la infeccion de las células LX-2 indujo la secrecion significativa de las quemoquinas IL-8 y MCP-1
(Figura 3A y B) y de las citoquinas profibrogénicas IL-6 y TGF-B1 (Figura 3C y D) en forma dependiente

de la MOI utilizada. Por otro lado, la infeccion no indujo niveles detectables de TNF-a (no mostrado).

La secrecién de citoquinas profibrogénicas (IL-6 y TGF-B1) en respuesta a la infeccion nos estaria
indicando que B. abortus modularia a las células estrelladas hacia un perfil fibrotico. Por lo tanto,
decidimos evaluar si la infeccion con B. abortus induce la expresion de otro marcador de diferenciacion
y activacion de las células estrelladas hacia un fenotipo fibrogénico, la proteina a-SMA. Para ello, las
células LX-2 fueron infectadas con B. abortus y luego de 72 hs analizamos la produccion de a-SMA
utilizando anticuerpos especificos por microscopia de fluorescencia. Como control positivo utilizamos
LPS de E. coli a una concentracion de 1pg/ml. Nuestros resultados indican que la infeccion con B. abortus

induce la expresion a-SMA de un modo dependiente de la MOI utilizada (Figura 3E).

En conjunto, los resultados hasta aqui obtenidos, indican que la infecciéon por B. abortus induce la

activacion de las células LX-2 hacia un perfil fibrogénico.
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Figura 3: La infeccion con B. abortus induce la secrecion de IL-8, MCP-1, IL-6 y TGF-B1 y la expresion de a-SMA
en las células estrelladas. Se analizd por ELISA la produccion de las quemoquinas IL-8 y MCP-1 (A y B) y de las
citoquinas IL-6 y TGF-B1 (C y D) en sobrenadantes de células estrelladas infectadas con B. abortus a distintas MOI.
Las células estrelladas fueron infectadas con B. abortus o tratadas con LPS de E. coli como control positivo y a las
72 hs post-infeccion determinamos la expresion de a-SMA mediante tincion con anticuerpos especificos anti- a-SMA
(a-SMA ), los nlcleos fueron tefidos con DAPI (nucleos) y el analisis fue realizado por microscopia de fluorescencia
(E). Las células fueron tratadas con PMA como control positivo. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 versus el control sin
infectar (S.1.).

B. abortus inhibe la secrecion de MMP-9 y estimula la produccion de TIMP-1 por parte de

las células LX-2.

Las MMPs y sus inhibidores especificos, los TIMPs, junto a la deposicion de colageno, estan implicados
en el desarrollo de fibrosis hepatica y en la formacion de granulomas [331]. Por lo tanto, nos preguntamos
si la infeccion con B. abortus podria modular la expresion de éstas moléculas. Para determinar si B.
abortus era capaz de modificar la secrecion de MMPs por parte de las células estrelladas, analizamos en
los sobrenadantes de cultivo de las células LX-2 infectadas la presencia de MMPs por zimografia (usando
como matriz gelatina) y su presencia fue confirmada y cuantificada por ELISA. Como se muestra en la
Figura 4A y B, la infeccion con B. abortus inhibi6 la secrecion de MMP-9 de un modo dependiente de la
MOI utilizada.

A continuacion decidimos estudiar si la infeccion podria modular la secrecion de TIMP-1 (inhibidor

natural de MMP-9). Para ello analizamos por ELISA la presencia de TIMP-1 en los sobrenadantes de cultivo
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de las células LX-2 infectadas. Los resultados obtenidos demostraron que las células infectadas secretan

significativamente mas TIMP-1 (p<0.001) que los controles sin infectar (Figura 4C).
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La infecciéon con B. abortus inhibe la actividad neta de las metaloproteasas con actividad

gelatinasa secretadas por las células LX-2.

Nuestros resultados demostraron que B. abortus inhibe la produccion de MMP-9 e induce la de TIMP-
1. In vivo, la actividad de las MMPs es contrarrestada por los TIMPs. Como durante la electroforesis los
complejos MMP-TIMP se disocian, decidimos corroborar si la actividad gelatinolitica neta de las MMPs
también disminuye en respuesta a la infeccion, realizando un ensayo en fase fluida [332-336]. Para esto
incubamos los sobrenadantes de cultivo provenientes de las células estrelladas infectadas con B. abortus
con un conjugado de gelatina-FITC que no fluoresce cuando la molécula esta integra, pero si los péptidos
resultantes cuando la misma es degradada por la accion de proteasas. Como se observa en la Figura 5,
los sobrenadantes de las células LX-2 sin infectar inducen la degradacion de la gelatina con el
consecuente incremento en la fluorescencia, mientras que los sobrenadantes de las células infectadas
con B. abortus lo hicieron de una forma significativamente menor (p< 0.001) respecto del control sin
infectar. Para corroborar el papel que desempenan los TIMPs en este mecanismo, realizamos el mismo
ensayo pero con sobrenadantes de cultivo tratados con DTT y con lodoacetamida con el objetivo de
separar los complejos MMP-TIMP. EL DTT reduce los puentes disulfuro de los TIMPs y la iodoacetamida los
alquila impidiendo que se vuelvan a formar; de esta forma los TIMPs pierden su estructura y no pueden
interactuar con el sitio activo de las MMPs [325]. La disociacion de los TIMPs, nos permite observar la
actividad total de las MMPs, y corroborando los resultados ya obtenidos por zimografia observamos que
la actividad gelatinasa de los sobrenadantes de cultivo disminuye a medida que se incrementa la MOI

(Figura 5). Esto confirma que la infeccion por B. abortus induce una reduccién en la actividad de las
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MMPs con actividad gelatinasa, y al mismo tiempo los TIMPs contribuirian también a la inhibicion de dicha

actividad.
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Figura 5: La infeccion con B. abortus inhibe la actividad gelatinolitica neta. La actividad gelatinolitica fue
evaluada en los sobrenadantes de las células LX-2 infectadas con B. abortus tratados o no con DTT-iodoacetamida.
Los sobrenadantes fueron incubados con un conjugado gelatina-FITC que no fluoresce cuando la molécula esta
integra, pero si cuando la misma es degradada por la accion de proteasas. Se midio la fluorescencia emitida en un
fluorometro. Los resultados fueron expresados en unidades arbitrarias de fluorescencia (UF). Como control positivo

se utilizd PMA. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 versus el control sin infectar (S.I.).

Las células estrelladas depositan colageno en respuesta a la infeccion por B. abortus.

La fibrosis es un proceso caracterizado por la acumulacion de proteinas de la MEC como
proteoglicanos, fibronectina, laminina y esencialmente fibras de colageno tipo | [311]. Las células
estrelladas de higado constituyen el principal tipo celular involucrado en la produccion de proteinas de
la MEC durante la fibrogénesis [312]. Nos propusimos evaluar entonces si la infeccion con B. abortus era
capaz de inducir la deposicion de colageno por parte de las células LX-2. Para alcanzar este objetivo,
infectamos a las células estrelladas a distintas MOI, luego de 7, 14 y 30 dias realizamos la tincion de las
monocapas celulares con Rojo Sirio, un colorante anionico con fuerte afinidad por las fibras de colageno.
Como se puede observar en la Figura 6A y B, tanto las células sin infectar como las infectadas depositan
progresivamente mas colageno con el tiempo. Sin embargo, las células LX-2 infectadas depositan
significativamente (p<0.001) mas colageno que las células sin infectar a los 7, 14 y 30 dias post-infeccion.
Para corroborar que la infeccion por B. abortus induce mayor deposicion de colageno tipo I, infectamos
a las células LX-2 y luego de 7 dias realizamos una inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos
anti-colageno tipo |. Confirmando los resultados obtenidos por tincion con Rojo Sirio, demostramos que
la infeccion con B. abortus induce la produccion de colageno de tipo | por parte de las células estrelladas
(Figura 6C). Los resultados obtenidos indican que B. abortus activa a las células hepaticas estrelladas
induciendo la deposicion de colageno. Esto podria generar cambios progresivos en la MEC contribuyendo

a la fibrogénesis.
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Figura 6: Las células estrelladas infectadas con B. abortus depositan significativamente mas colageno que las
células no infectadas. Las células LX-2 fueron infectadas con B. abortus a diferentes MOl y a los 7, 14 y 30 dias post-
infeccion se evalud la deposicion de colageno mediante tincion con Rojo Sirio (A). El colorante unido fue cuantificado
mediante su disolucion y posterior lectura de la densidad optica (DO) a 550 nm (B). La expresion de colageno tipo |
fue analizada a los 7 dias post-infeccion, se utilizaron anticuerpos especificos anti-colageno tipo | (colageno tipo-l),
los nucleos fueron tefidos con DAPI (ntcleos) y se realizd el analisis mediante microscopia de fluorscencia (C). Como
control positivo se utilizdo PMA o LPS de E. coli. **p<0.01, ***p<0.001 versus el control sin infectar (S.I.).

B. abortus inhibe la produccion de MMP-9 por un mecanismo dependiente de TGF-B.

TGF-B es la principal citoquina involucrada en la fibrosis hepatica, es producida por distintos tipos
celulares, entre ellos las células estrelladas [244, 282]. Dado que hemos demostrado que las células
estrelladas infectadas con B. abortus secretan TGF-B1, nos preguntamos si ésta citoquina estaria
implicada en la inhibicion de MMP-9 observada. Para ello infectamos a las células LX-2 en presencia o no
de un de anticuerpo neutralizante anti-TGF-8 o de su control de isotipo, luego de 24 hs recolectamos los
sobrenadantes de cultivo y evaluamos la presencia de MMP-9 por zimografia. En presencia del anticuerpo
neutralizante de TGF-B, B. abortus no fue capaz de inhibir la produccion de MMP-9, mientras que el
control de isotipo no tuvo efecto (Figura 7). Estos resultados indican que TGF-B tiene un papel muy

importante en los mecanismos fibrogénicos desencadenados por B. abortus.
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Figura 7: La inhibicion de MMP-9 por B.
abortus en la células estrelladas es
dependiente de TGF-B. La produccion de
5.I. 100 250 500 1000 PMA MMP-9 se evalud en los sobrenadantes de las

MOI células LX-2 infectadas en presencia o no de
un anticuerpo neutralizantes anti-TGF-B o su
control de isotipo. Como control positivo se
utilizd PMA.
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Los sobrenadantes de los hepatocitos y de los monocitos infectados inducen la secrecién de

MMP-9 e inhiben la deposicion de colageno por parte de las células LX-2.

El higado es un drgano complejo en el cual diversos tipos celulares (residentes e infiltrantes)
participan en una intrincada red de interacciones. Dado que las células estrelladas infectadas con B.
abortus secretan factores quimioatractantes que potencialmente podrian atraer monocitos al sitio de
infeccion, decidimos estudiar la interaccion entre las células estrelladas y los monocitos en el contexto
de la infeccion con B. abortus. Para ello, nuevamente utilizamos como modelo la linea celular de
monocitos humanos THP-1 y analizamos el efecto de las citoquinas secretadas por las THP-1 infectadas
sobre la produccion de MMP-9 por parte de las células LX-2. Para cumplir con este objetivo, se
recolectaron los sobrenadantes de cultivo de los monocitos infectados con B. abortus a las 24 hs post-
infeccion para posteriormente estimular a las células estrelladas durante 24 hs. La actividad de MMP-9
fue evaluada por zimografia y la produccion cuantificada por ELISA. Los resultados obtenidos indicaron
que el estimulo de las células LX-2 con los sobrenadantes de los monocitos infectados con B. abortus
inducen la secrecion de niveles significativos de MMP-9 (p<0.001) en forma dosis dependiente. Sin
embargo, no observamos ningln efecto cuando las células estrelladas fueron estimuladas con los
sobrenadantes de monocitos no infectados (Figura 8A y C). La infeccion por B. abortus induce la
secrecion de MMP-9 por parte de las células THP-1. Sin embargo, los niveles solo son detectables por
zimografia a las 48 hs post-infeccion y no a las 24 hs que es el tiempo al que se realizaron estos ensayos
[337].

Teniendo en cuenta que en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio fue demostrado que B.
abortus puede infectar e inducir la produccion de citoquinas por parte de hepatocitos [75] y que, dada
su localizacion en el higado, estan en intimo contacto con las células estrelladas, nos planteamos evaluar
si los sobrenadantes de los hepatocitos infectados, utilizando como modelo la linea celular humana
HepG2, inducen la produccion de MMP-9 por parte de las células LX-2. Como se muestra en la Figura 8B
y D, los sobrenadantes de cultivo de hepatocitos infectados inducen de manera dosis dependiente la

produccion de MMP-9 por parte de las células estrelladas. Los sobrenadantes de hepatocitos no infectados
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no modificaron los niveles basales de MMP-9. Por otro lado, la infeccion de los hepatocitos por B. abortus
no induce la secrecion de MMP-9 [75]. En concordancia con el incremento en la produccion de MMP-9,
demostramos que las células estrelladas estimuladas con los sobrenadantes de cultivo de monocitos y
hepatocitos infectados con B. abortus depositan significativamente menos colageno que los controles sin
tratamientos (p<0.001) (Figura 8E y F).

Estos resultados indican que los monocitos y hepatocitos infectados inducen la produccion de MMP-9
e inhiben la deposicion de colageno por las células LX-2.
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Figura 8: Los sobrenadantes de monocitos y hepatocitos infectados con B. abortus inducen la produccion de
MMP-9 e inhiben la deposicion de colageno por parte de las células estrelladas. Las células LX-2 fueron
estimuladas con sobrenadantes de cultivo de monocitos THP-1 o de hepatocitos HepG2 infectados con B. abortus
(adicionado en las proporciones 1/2, 1/5y 1/10) o sobrenadantes sin infectar (S.l.). Luego de 24 hs, la produccion de
MMP-9 fue analizada por zimografia (A y B) y por ELISA (C y D). La deposicion de colageno fue evaluada a los 7 dias
post-estimulacion por tincion con Rojo Sirio y cuantificacion mediante la lectura de la densidad dptica a 550 nm (E y
F). Como control positivo se utilizd PMA. ***p<0.001 versus el control sin tratar (S.T.).
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B. abortus inhibe la produccién de MMP-9 inducida por los sobrenadantes de hepatocitos y

monocitos infectados con la concomitante secrecion de colageno en las células LX-2.

Nuestros resultados indican que la infeccion con B. abortus inhibe la produccién basal de MMP-9 y
estimula la deposicion de colageno por parte de las células LX-2. Por lo tanto, decidimos estudiar si la
infeccion era capaz de inhibir la secrecion de MMP-9 inducida por los sobrenadantes de los monocitos y
de los hepatocitos infectados con la concomitante induccion de la deposicion de colageno. Para ello, las
células LX-2 fueron infectadas a distintas MOl en presencia o no de sobrenadantes de cultivo de monocitos
o hepatocitos infectados con B. abortus (en dilucion 1/2). Luego de 24 hs se determinaron los niveles de
MMP-9 por zimografia y a los 7 dias se evaluo la deposicion de colageno por tincion con Rojo Sirio. Como
se muestra en la Figura 9A y B, B. abortus inhibe la actividad de MMP-9 inducida por los sobrenadantes
de monocitos y hepatocitos infectados. Ademas, la infeccion indujo la deposicion de colageno en

presencia de los sobrenadantes de monocitos y hepatocitos infectados (Figura 9C y D).
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Figura 9: Las células estrelladas infectadas con B. abortus y estimuladas con sobrenadantes de hepatocitos y
monocitos infectados presentan inhibiciéon en la secrecion de MMP-9 con concomitante deposiciéon de colageno.
Las células LX-2 fueron infectadas con B. abortus y estimuladas con sobrenadantes de cultivo de monocitos THP-1 o
de hepatocitos HepG2 infectados (adicionado en la proporcion 1/2). Luego de 24 hs, la produccion de MMP-9 fue
analizada por zimografia (A y B). La deposicion de colageno fue evaluada luego de 7 dias por tincion con Rojo Sirio y
cuantificacion mediante la lectura de la densidad optica a 550 nm (C y D). ***p<0.001 versus el control sin infectar

.1.).

B. abortus inhibe la secrecion de MMP-9 inducida por los sobrenadantes de los monocitos y

de los hepatocitos infectados por una via dependiente de TGF-8 en las células LX-2.

Previamente demostramos que la infeccion con B. abortus inhibe la produccion basal de MMP-9 por
parte de las células estrelladas de un modo dependiente de la presencia de TGF-B. Por lo tanto, decimos
estudiar si esta citoquina estaria modulando la inhibicion de la produccion de MMP-9 por las células

estrelladas cuando son infectadas y estimuladas con sobrenadantes de cultivo de monocitos y hepatocitos
infectados.
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En primer lugar decidimos determinar si las células LX-2 infectadas y tratadas con sobrenadantes de
monocitos o hepatocitos también infectados con B. abortus secretaban TGF-B81. Nuestros resultados
indicaron que las células estrelladas secretan TGF-B1 en respuesta a la infeccion en presencia de
sobrenadantes de monocitos y hepatocitos infectados con B. abortus. Sin embargo, no detectamos TGF-
B1 en los sobrenadantes de las células LX-2 sin infectar, que fueron estimuladas con sobrenadantes de

monocitos y hepatocitos infectados con B. abortus (Figura 10A y B).

A continuacién nos preguntamos si TGF-B estaria implicada en la inhibicion de MMP-9 observada
cuando las células LX-2 son infectadas en presencia de los sobrenadantes de monocitos y hepatocitos
infectados. Para ello, las células estrelladas fueron infectadas con B. abortus a MOI 1000 y estimuladas
con sobrenadantes de cultivo de monocitos o hepatocitos en presencia de un anticuerpo neutralizante
anti-TGF-B o de su control de isotipo. Como se muestra en la Figura 10C y D, cuando el ensayo se realiza

en presencia de un anticuerpo neutralizante anti-TGF-B se revierte el efecto inhibitorio sobre la actividad

de MMP-9. El control de isotipo no tuvo efecto.

Estos resultados indican que la infeccion con B. abortus de las células LX-2 inhibe la secrecion de
MMP-9 inducida por los sobrenadantes de monocitos y hepatocitos infectados por una via donde TGF-8

es la principal citoquina implicada.
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Figura 10: La neutralizacion de TGF-B revierte el efecto inhibitorio de B. abortus sobre las células LX-2
estimuladas con sobrenadantes de monocitos y hepatocitos infectados. Las células LX-2 fueron infectadas con B.
abortus y estimuladas con sobrenadantes de cultivo de monocitos THP-1 o de hepatocitos HepG2 infectados
(adicionado en la proporcion 1/2). Luego de 24 hs, la produccion de TGF-B1 fue analizada por ELISA (A y B). Las
células estrelladas fueron infectadas a MOl 1000 con B. abortus y estimuladas con sobrenadantes de cultivo de
monocitos o de hepatocitos infectados en presencia o no (N.T.) de un anticuerpo neutralizante anti-TGF-B o de su
control de isotipo. Después de 24 hs, la produccion de MMP-9 fue evaluada por zimografia (C y D). *p<0.05,
***p<0.001 versus el control sin infectar (S.I.).
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El higado de los ratones infectados con B. abortus presenta niveles elevados de colageno y
TGF-B.

De acuerdo a los resultados obtenidos in vitro, nuestra hipotesis es que B. abortus podia estimular o
inhibir la diferenciacion de las células estrelladas hacia un fenotipo fibrogénico dependiendo de las
interacciones celulares y de si las células se encuentran infectadas o no. Para determinar la relevancia
in vivo de nuestra hipétesis infectamos ratones con B. abortus por la via intraperitoneal. A distintos
tiempos post-infeccion los animales fueron sacrificados y los higados fueron extraidos para el analisis

histopatologico.

El higado de los ratones infectados con B. abortus presenta zonas de tejido con deposicion de colageno
intraparenquimatoso, como lo demuestra la tincion de los cortes histoldgicos con Rojo Sirio (colageno
tefido de rojo) y con Tricromico de Masson (colageno tefido de azul) (Figura 11A). Asimismo,
corroborando los resultados obtenidos del analisis histopatologico, los niveles de colageno cuantificados
por tincién con Rojo Sirio estan significativamente incrementados en el higado de los ratones infectados
con B. abortus respecto de los ratones controles inoculados con PBS (vehiculo) (Figura 11B). Este
incremento se correlaciona con los altos niveles de TGF-B detectados en los extractos de higado de los
ratones infectados, especialmente a las 8 semanas post-infeccion (Figura 11C). Ademas, al teiir TGF-8
por inmunohistoquimica, pusimos en evidencia que las principales células productoras de ésta citoquina
en respuesta a la infeccion son las células estrelladas del higado (Figura 11A).Por otro lado, los cortes
histologicos tenidos con hematoxilina-eosina de los higados de los ratones infectados exhibieron
infiltrado inflamatorio linfoide. En cambio no se observo reclutamiento de células inmunes en el higado

de los ratones no infectados (Figura 11A).
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Figura 11: B. abortus induce la deposicion de colageno y la secrecion de TGF-B en el higado de los ratones
infectados. (A) Fotografias representativas del analisis histologico de cortes de higados provenientes de ratones
infectados o controles sin infectar mediante tincion con hematoxilina-eosina, tricrbmico de Masson, Rojo Sirio y
tincion por inmunohistoquimica de TGF-B. (B) Cuantificacion de los niveles de colageno en extractos de higados a 1,
4, 8 y 12 semanas post-infeccion mediante Rojo Sirio. (C) Determinacion de TGF- B por ELISA en extractos de
higados a 1, 4, 8 y 12 semanas post-infeccion. **p<0.01, ***p<0.001 versus el control sin infectar (S.1.).
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DISCUSION

En los pacientes con brucelosis activa, el higado es frecuentemente afectado por lesiones
histopatoldgicas como granulomas, infiltrado inflamatorio y necrosis del parénquima [285]. Aunque
existen numerosos estudios que se han focalizado en la histopatologia hepatica en la brucelosis hasta el
momento no existe un consenso sobre el origen de dichas afecciones. En el presente capitulo evaluamos

potenciales mecanismos inmunologicos que podrian mediar el dafio hepatico ocasionado por B. abortus.

El dafo permanente y la persistencia de un estimulo infeccioso, como la infecciéon por B. abortus,
pueden conllevar al desarrollo de fibrosis debido a las alteraciones que pueden provocar en una variedad
de células inmunes y estructurales [310]. La fibrosis hepatica esta caracterizada por la deposicion de
proteinas de la MEC, principalmente de las fibras de colageno de tipo | cuya expresion esta regulada a
nivel transcripcional y post-transcripcional [338-340]. Distintas poblaciones celulares han sido descriptas
con potencial fibrogénico en el higado, entre ellas los fibroblastos, células mesenquimales derivadas de
la médula 6sea e incluso hepatocitos y células del epitelio biliar. Sin embargo, las células hepaticas
estrelladas son reconocidas como las principales células implicadas en la fibrosis hepatica [341, 342].
Este tipo celular es capaz de producir TGF-B, la citoquina profibrogénica mas importante, capaz de

actuar tanto de forma autocrina como paracrina [244].

En el presente trabajo demostramos que las células hepaticas estrelladas (LX-2) infectadas con B.
abortus expresan a-SMA, un marcador de activacion, y producen colageno y TGF-B1. En concordancia
con estos resultados, la infeccion con B. abortus inhibe los niveles basales e inducidos de MMP-9 y este
fenomeno fue dependiente de la secrecion de TGF-B81. Una manifestacion frecuente en los pacientes con
brucelosis es que presentan niveles elevados de transaminasas y de fosfatasas alcalinas séricas [25]. Ha
sido descripto que existe una correlacion entre los niveles séricos de alanina y aspartato aminotransferasa
y los de TGF-B1 [343]. Por otro lado, se ha demostrado que la concentracion en el plasma de TGF-B1
correlaciona con el grado de insuficiencia hepatica y podria ser un indicador de la progresion de fibrosis
en el higado [344, 345].

Ademas, en el presente capitulo demostramos que las células estrelladas infectadas con B. abortus
no solo estarian contribuyendo a la deposicion de colageno sino que también estarian mediando el
reclutamiento de células inflamatorias al foco infeccioso. En este sentido, demostramos que las células
LX-2 responden a la infeccion con B. abortus produciendo niveles significativos de IL-8 y MCP-1, potentes
quimioatractantes de neutréfilos y monocitos respectivamente. El reclutamiento de
monocitos/macréfagos es particularmente relevante dado que constituyen el nicho replicativo
preferencial de la bacteria [346]. Por lo tanto, los macrdfagos (los residentes del 6rgano y los que son
atraidos al sitio de infeccion) podrian contribuir al daio hepatico no solo por constituir el nicho

replicativo de la bacteria sino también al favorecer los procesos inflamatorios.

Por otra parte, un trabajo reciente permiti6 comprender la complejidad y dinamica del

microambiente celular durante el curso de la infeccion con Brucella en el higado al evidenciar que las
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células dendriticas son efectores inmunes y reservorios celulares durante la infeccidon crénica en el
organo [347]. Considerando esto, podria resultar que las células estrelladas no constituyan el nicho
replicativo o un reservorio en el higado para la bacteria, pero esto no descartaria la posibilidad de que
sean infectadas de forma transitoria, estimuladas por antigenos de la bacteria o por las citoquinas
presentes en el microambiente inflamatorio generado por la infeccion. Diferentes estudios han
identificado las vias de sefnalizacion de los TLRs implicadas en la respuesta inmune frente a la infeccion
por Brucella [150, 348, 349]. Un estudio reciente reveld el papel de los receptores no-TLRs en la
inmunidad innata en el contexto de la infeccion con Brucella, la cual resulta en la activacion de una
respuesta inflamatoria aguda que es mediada parcialmente por la maquinaria citosolica llamada
inflamasoma [349]. Esta respuesta inflamatoria aguda es esencial para el desarrollo de fibrosis en

diferentes 6rganos, como pulmon, higado y piel [350].

Nuestros resultados demostraron que los sobrenadantes de los macrofagos infectados con B. abortus
inducen la secrecion de MMP-9 e inhiben la deposicion de colageno por parte de las células LX-2. Sin
embargo, este fendmeno fue inhibido cuando las células LX-2 fueron infectadas con B. abortus al mismo
tiempo que fueron tratadas con los sobrenadantes de los macrofagos infectados, en este caso observamos
inhibicion de MMP-9 e induccion de la secrecion de colageno y de TGF-B1. Ademas, el mismo fendomeno
se observo cuando se usaron sobrenadantes provenientes de hepatocitos infectados con B. abortus. Estos
resultados ponen en evidencia la complejidad del microambiente inflamatorio y de como la infeccion
con la bacteria y la interaccion entre los distintos tipos celulares son determinantes del tipo de respuesta

de las células estrelladas.

Los resultados de este trabajo en conjunto con los resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio
[75], tienen correlacion con los obtenidos en los experimentos in vivo, utilizando un modelo murino.
Mediante el analisis histoldgico pusimos en evidencia que el higado de los ratones infectados con B.
abortus presentaron simultaneamente focos con infiltrado inflamatorio y regiones de tejido fibrético.
Asimismo, pusimos en evidencia que las principales células productoras de TGF-B en respuesta a la

infeccion son las células estrelladas higado.

En conjunto, los resultados de este capitulo proporcionan una potencial explicacion al mecanismo de
fibrosis hepatica inducida por las células estrelladas infectadas con B. abortus, caracterizado por la
deposicion de colageno y la inhibicion de MMP-9 por una via dependiente de la produccion de TGF-B1.
Ademas, al estudiar la interaccion con hepatocitos y macrofagos se puso en evidencia que la respuesta
de las células estrelladas puede ser inflamatoria o fibrogénica de acuerdo a si estan infectadas o no y de

su interaccion con otros tipos celulares.
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“La proteina BPEOO5 de B. abortus induce la deposicion de colageno e
inhibe la produccion de MMP-9 por parte de las células hepaticas

estrelladas por un mecanismo dependiente a TGF-B8”
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INTRODUCCION

El SST4 es un complejo multiproteico utilizado por las bacterias para translocar nucleoproteinas y
moléculas efectoras hacia la célula hospedadora, generalmente por un mecanismo dependiente del
contacto [351]. El SST4 es un factor de virulencia crucial para la supervivencia y multiplicacion de
Brucella; se ha demostrado que las bacterias mutantes en este sistema pierden la capacidad de evadir
la interaccion de las VCBs con los lisosomas y por lo tanto son incapaces de sobrevivir y multiplicarse en

macraéfagos, células epiteliales y en un modelo murino de infeccion [93, 94, 111, 114].

En las bacterias del género Brucella el SST4 se encuentra codificado por el operon virB, el cual esta
compuesto por 12 marcos abiertos de lectura (virB1-virB12) y un promotor corriente arriba de virB1 [94].
Durante la infeccion de los macrofagos, la expresion es rapidamente activada después de la
internalizacion alcanzando su maxima actividad luego de 5 hs post-infeccion [352]. Cuando el
compartimento replicativo se establece y se inicia la multiplicacion bacteriana el operon es reprimido.
Su expresion esta altamente regulada dentro de las células hospedadoras siendo la acidificacion de los
fagosomas y la interaccion de las VCBs con la via endocitica sefales determinantes para la induccion del
mismo [36, 103].

A pesar de que ha sido ampliamente descripto el papel del SST4 en el ciclo intracelular de Brucella 'y
que se han identificado algunos de los efectores secretados por este sistema, aln no han sido dilucidados
los mecanismos a nivel molecular y las vias de sefalizacion que dichos sustratos modulan. Hasta el
momento se han descripto solo 15 efectores que son inyectados a la célula hospedadora de manera
dependiente al SST4 [103], entre los cuales se encuentran las proteinas BPEs (de sus siglas en inglés B.

abortus putative effectors) [133].

Se ha demostrado que las moléculas efectoras translocadas por los SST4 son capaces de modular
multiples cascadas de sefalizacion en las células hospedadoras. Por ejemplo, H. pylori a través de su
SST4 cag inyecta el efector CagA, que esta implicado en la disrupcion de las uniones celulares, en
producir modificaciones en el citoesqueleto y en las respuestas anti-apoptoticas, proinflamatorias y en
la proliferacion de la célula infectada [353]. Por otro lado L. pneumophila secreta efectores mediante
su sistema Dot/lcm que alteran el trafico vesicular y modulan la muerte por apoptosis de las células que
infectan [354, 355].

En el caso de Brucella, se ha demostrado que el SST4 codificado por el operon virB esta involucrado
en la modulacion de la respuesta inmune durante la infeccion. En este sentido, se ha demostrado
utilizando el modelo murino, que el SST4 esta implicado en la estimulacion de la respuesta inmune
inflamatoria contribuyendo a la polarizacion hacia un perfil Th1 [120-122]. Ademas, se ha descripto que
el SST4 es esencial para la completa activacion del inflamasoma y la consecuente produccion de IL-18

en macrofagos murinos [122].

En este contexto que indica que el SST4 VirB de Brucella esta implicado en la modulacion de la

respuesta inmune durante la infeccion nos propusimos estudiar si el SST4 y/o sus proteinas efectoras
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estan implicados en los fenomenos de fibrogénesis desencadenados por la bacteria que fueron descriptos
en el capitulo I. Para alcanzar este objetivo investigamos el efecto de la infeccion con B. abortus y de
sus mutantes isogénicas en la respuesta fibrogénica (producciéon de MMP-9, deposicion de colageno y
secrecion de TGF-B) de las células hepaticas estrelladas, utilizando nuevamente como modelo la linea

de células estrelladas de higado humano LX-2.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de bacterias

Los cultivos de B. abortus S2308 (B. abortus WT), sus mutantes isogénicas B. abortus virB10 (AvirB10),
B. abortus bpe005 (Abpe005), B. abortus bpe275 (Abpe275), B. abortus bpe123 (Abpe123), las mutantes
complementadas y la cepa rugosa B. abortus RB51 se realizaron como ha sido descripto previamente en
la seccion de materiales y métodos del capitulo |. Las mutantes empleadas en este trabajo de tesis fueron
cedidas gentilmente por el Dr. Diego Comerci (Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas, Universidad
Nacional de San Martin-1IB-UNSAM).

Cultivo celular

Las células estrelladas LX-2 fueron cultivadas como ha sido descripto previamente en la seccion de

materiales y métodos del capitulo I.

Infeccion celular

Las células LX-2 fueron cultivadas durante 24 hs en placas de 24 pocillos a una densidad de 5x10*
células/pocillo en medio completo sin antibiéticos y fueron infectadas con B. abortus WT, sus mutantes
isogénicas AvirB10, Abpe005, Abpe275, Abpe123, las mutantes complementadas o la cepa rugosa RB51 a
diferentes MOI: 100, 250, 500 y 1000. Siguiendo el procedimiento ya descripto, se determino la
replicacion intracelular y la deposicion de colageno. Por otro lado, los sobrenadantes de los cultivos
infectados fueron recolectados a las 24 hs post-infeccion para medir la produccion de MMPs, citoquinas

y quemoquinas, utilizando la metodologia ya descripta.

Ensayos de transfeccion

Las células estrelladas fueron cultivadas en placas de cultivo de 24 pocillos a una densidad de 2,5x104
y transfectadas con el plasmido de expresion eucariota codificante para la proteina BPEOO5 o con el
plasmido pRSV-PKI, un vector de expresion eucariota del inhibidor competitivo de la proteina quinasa A
(PKA, de sus siglas en inglés Protein Kinase A). Se realizo la transfeccion del ADN plasmidico a una
concentracion de 2 mg/ml durante 5 hs con Lipoafectamina 2000 (Invitrogen) en medio Opti-MEM
(Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Después de 24 hs se recolectaron los sobrenadantes
de cultivo para evaluar la produccion de MMPs y de TGF-B, se renové el medio de cultivo y luego de 5

dias se cuantifico la deposicion de colageno.

La eficiencia del procedimiento fue evaluada mediante la transfeccion de las células con el plasmido
pcDNA3-myc y posterior evaluacion de la expresion de myc por inmunofluorescencia. Se realizd la
marcacion de myc con un anticuerpo anti-c-myc (Santa Cruz Biotechnology) diluido en PBS-tween 20

0,01% por 30 min a temperatura ambiente y con un anticuerpo secundario conjugado con rodamina (Santa
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Cruz Biotechnology). Se utilizé DAPI para tefir los nicleos durante 30 min a temperatura ambiente. Los
preparados fueron montados y analizados en el microscopio de fluorescencia. Se realizo el analisis de

células positivas para myc con el software ImageJ.

Estimulacion con dibutiril-AMPc

Los cultivos de células LX-2 fueron transfectados o no con el plasmido BPEOO5 o con el plasmido
control pcDNA3-myc en presencia o no de 0,1uM de dibutiril-AMPc (B2AMPc, Sigma-Aldrich), un analogo
del adenosin monofosfatos ciclico (AMPc) capaz de ingresar a las células. Luego de 24 hs, se obtuvieron
los sobrenadantes de cultivo y se analizo la produccion de MMPs y TGF-B1. Por otro lado, se llevaron a
cabo ensayos de infeccion en presencia de B2ZAMPc, las células LX-2 fueron infectadas o no con B. abortus
WT o con la mutante Abpe005 y estimuladas con distintas concentraciones de B2ZAMPc: 0,01uM, 0,1 uM o
1uM. A las 24 hs post-infeccion se recolectaron los sobrenadantes de cultivo y se evalud la produccion de
MMPs.

Inhibicion de la PKA

Para inhibir a la PKA se utilizaron dos estrategias diferentes, una consistié en la transfeccion de las
células con el plasmido pRSV-PKI como se explico anteriormente y la otra utilizando el inhibidor
farmacoldgico KT5720, un inhibidor competitivo y especifico de PKA. Las células LX-2 fueron cultivadas
durante 24 hs en placas de 24 pocillos a una densidad de 5x10* células/pocillo, luego fueron infectadas
0 no con B. abortus o la mutante Abpe005 en presencia de 2uM de KT5720 en un volumen final de 0,5

ml.

Evaluacién de fibrosis hepatica en un modelo murino de infeccién

Para los ensayos se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad. Los ratones
fueron infectados por via intraperitoneal con 5x10° UFC de B. abortus WT, Abpe005 o con vehiculo (PBS).
Los animales fueron sacrificados a las 4 y 12 semanas post-infeccion. Para determinar los niveles de UFC,
TGF-B81 (ELISA) y de colageno (tincion con Rojo Sirio) en el higado de los ratones se obtuvieron extractos
de tejido. Para ello, un lobulo del higado de cada raton fue extraido, colocado en 1 ml de PBS frio y
procesado con un homogeneizador de tejido. Se realizaron diluciones seriadas de alicuotas de los
extractos en PBS estéril las cuales fueron sembradas en placas de TSA para determinar las UFC, los
extractos restantes fueron centrifugados a 2000g por 20 min a 4°C, los sobrenadantes obtenidos se

guardaron a -70°C hasta ser analizados.

La evaluacion histoldgica se realizd a partir de higados de ratones sacrificados luego de 4 semanas
post-infeccion. Los lobulos extraidos fueron fijados y embebidos en parafina. Se obtuvieron cortes de 5
pm de espesor, los cuales fueron tefidos con tricromico de Masson. La tincion se llevo a cabo siguiendo
las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). Las areas de colageno positivas fueron visualizadas por

microscopia y cuantificadas utilizando el software Image Pro-Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc.).
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Los animales infectados fueron mantenidos y manipulados en instalaciones con un nivel de
bioseguridad 3, localizados en el Instituto de Investigaciones Biotecnologicas, Universidad Nacional de
San Martin (IIB-UNSAM). Los protocolos de trabajo utilizados en este trabajo fueron aprobados por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL-Universidad de Buenos
Aires, Facultad de Medicina), expediente n°0068651/2014.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del
test de Tukey, usando el software GraphPad Prism 4.0 (GrphPad Software, Inc.). Los datos estan

presentados como la media * error estandar (SEM).
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RESULTADOS

La infeccion con B. abortus induce una respuesta fibrogénica por parte de las células hepaticas
estrelladas, caracterizada por la inhibicion de la secrecion de MMP-9 y la induccion de la deposicion de
colageno por un mecanismo dependiente de la secrecion de TGF-B. Sin embargo, los mecanismos
moleculares utilizados por Brucella para desencadenar esta respuesta no han sido dilucidados aln.

EL SST4 es un complejo multiproteico utilizado por las bacterias para translocar efectores a través de
la envoltura celular hacia la célula hospedadora [351]. Estas moléculas, pueden modular varios procesos
celulares en la célula hospedadora, incluyendo apoptosis, trafico vesicular y ubiquitinacion [354, 355].
Ha sido demostrado que el SST4 de Brucella, codificado por el operon virB, esta implicado en la
modulacion de la respuesta inmune durante la infeccion [120-122]. Nos propusimos investigar entonces
si el efecto de la infeccion con B. abortus en la activacion de las células estrelladas es dependiente de
la presencia del SST4 VirB. Para alcanzar este objetivo investigamos el efecto de la infeccion con B.
abortus y de sus mutantes isogénicas en la respuesta fibrogénica (produccion de MMP-9, deposicion de
colageno y secrecion de TGF-B) de las células hepaticas estrelladas, utilizando nuevamente como modelo

la linea de células estrelladas de higado humano LX-2.

B. abortus induce un perfil fibrogénico en las células hepaticas estrelladas de un modo
dependiente al SST4 VirB.

El SST4 de Brucella ha sido implicado en la modulacion de numerosas respuestas inmunes durante la
infeccion con B. abortus y, ademas, es un factor de virulencia imprescindible para la sobrevida
intracelular de Bucella en distintos tipos celulares [90, 111, 114]. Por lo tanto, en primer lugar, decidimos
evaluar la relevancia del SST4 en la multiplicacion de la bacteria en las células hepaticas estrelladas.
Para esto las células fueron infectadas con B. abortus WT y con una mutante para el SST4 (AvirB10) a
MOI 100 durante 2 hs. Luego de realizar un lavado a fin de remover las bacterias que no lograron ser
internalizadas, las células fueron incubadas en medio completo suplementado con antibioticos. A
distintos tiempos post-infeccion las células fueron lisadas para determinar el nimero de bacterias viables

intracelulares mediante el recuento de UFC en placas de TSA.

En concordancia a lo ya descripto en otros tipos celulares tanto B. abortus WT como la mutante
AvirB10 fueron capaces de infectar a las células LX-2. Sin embargo, solo B. abortus WT pudo sobrevivir
intracelularmente y multiplicarse, generando una infeccion estable (Figura 12). Esto indica que la
multiplicacion de B. abortus en las células hepaticas estrelladas, al igual que ocurre en otros tipos
celulares [74, 75, 90, 111], depende de la presencia de un SST4 funcional. El mismo fenomeno fue
observado cuando infectamos a las células LX-2 con la cepa rugosa RB51 (mutante para el LPS de B.
abortus), las bacterias no fueron capaces de multiplicarse en éstas células (Figura 12). y éste resultado

condice con lo reportado para otros tipos celulares [356].
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A continuacion nos preguntamos si la multiplicacion intracelular de la bacteria era esencial para que
B. abortus sea capaz de inducir un fenotipo fibrogénico. Para ello, infectamos a las células LX-2 con B.
abortus WT y con las mutantes AvirB10 y RB51 y a las 24 hs post-infeccion recolectamos los sobrenadantes
de cultivo para evaluar la actividad de MMP-9 por zimografia y la secrecion de TGF-B81 por ELISA, ademas

cuantificamos la deposicion de colageno a los 7 dias post-infeccion por tincion con rojo sirio.

La infeccion con B. abortus inhibe la produccién de MMP-9 mediante un mecanismo dependiente de
la presencia de un SST4 funcional, dado que cuando infectamos a las células LX-2 con la mutante AvirB10
no observamos diferencias en la actividad de MMP-9 respecto de los controles sin infectar. Por otro lado,
la mutante RB51 inhibio la produccion de MMP-9 del mismo modo que B. abortus WT, esto indica que el
fendmeno no depende de la multiplicacion intracelular de la bacteria (Figura 13A). En concordancia a
éstos resultados, la infeccion con B. abortus WT y la cepa rugosa RB51 indujeron un aumento significativo
de los niveles de colageno y de TGF-B81 respecto de los controles sin infectar; sin embargo, la mutante
AvirB10 no fue capaz de modificar los niveles basales de dichos factores (Figura 13B y C). Esto indica
que la induccion de la deposicion de colageno y la secrecion de TGF-81 también fueron moduladas por

la presencia de un SST4 funcional y no por la multiplicacion bacteriana.

También evaluamos la produccion de citoquinas, quemoquinas y TIMP-1 por parte de las células LX-2
frente a la infeccion con las mutantes RB51 y AvirB10. Como se muestra en la Figura 13, las dos cepas
mutantes fueron capaces de inducir la expresion de la citoquina IL-6, las quemoquinas IL-8 y MCP-1 y de
TIMP-1. Sin embargo, las células infectadas con la mutante AvirB10 secretaron todos los factores
evaluados en una concentracion menor respecto de las infectadas con B. abortus WT. (Figura 13D, E, F
y G). Estos resultados indican que si bien la secrecion de TGF-B1, la principal citoquina fibrogénica, es
modulada por el SST4 de B. abortus, éste sistema no esta implicado en la secrecion de IL-6, y las

quemogquinas IL-8 y MCP-1 (atractantes de neutrofilos y monocitos respectivamente).

En conjunto estos resultados demuestran que B. abortus utiliza su SST4 para inhibir la produccion de
MMP-9 e inducir la deposicion de colageno y la produccién de TGF-B81, generando asi una respuesta

fibrogénica.
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Figura 13: La infeccion con la mutante AvirB10 no induce una respuesta fibrogénica por parte de las células
hepaticas estrelladas. Las células LX-2 fueron infectadas a distintas MOl con B. abortus WT (B. abortus) y con las
mutantes RB51 y AvirB10, a las 24 hs post-infeccion se recolectaron los sobrenadantes de cultivo y se evaluo la
produccion de MMP-9 por zimografia (A). Luego de 7 dias, se cuantifico la deposicion de colageno mediante la tincion
con Rojo Sirio y posterior lectura de la densidad optica del colorante unido disuelto (DO) a 550 nm (B). La produccion
de TGF-B1 (C), las quemoquinas IL-8 y MCP-1 (D y E), la citoquina IL-6 (F) y del inhibidor de metaloproteasas TIMP-1
(G) fue determinada por ELISA en los sobrenadantes de cultivo obtenidos a las 24 hs post-infeccion. **p<0.01,
***p<0.001 versus el control sin infectar (S.1.).

La proteina BPEOO5 secretada por el SST4 de B. abortus es responsable del fenotipo

fibrogénico inducido frente a la infeccion en las células hepaticas estrelladas.

Recientemente han sido identificadas las proteinas BPE005, BPE123 y BPE275, las cuales son

translocadas por el S5T4 en la célula hospedadora durante la infeccion con B. abortus [133]. Dado que el
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SST4 tiene un papel fundamental en la induccién de la respuesta fibrogénica por parte de las células
hepaticas estrelladas nos propusimos investigar la relevancia de los sustratos BPEOO5, BPE123 y BPE275
en dicho fenomeno. En un principio evaluamos si la multiplicacion de B. abortus en las células LX-2 era
dependiente de las proteinas BPE0O5, BPE123 y BPE275. Para ello, las células LX-2 fueron infectadas con
B. abortus WT y las mutantes isogénicas bpe005, bpe123 y bpe275 y las UFC fueron determinadas a
distintos tiempos post-infeccion. Como se muestra en la Figura 14, las 3 mutantes fueron capaces de
infectar y multiplicarse intracelularmente en las células hepaticas estrelladas del mismo modo que la
cepa WT, indicando que la multiplicacion de la bacteria es independiente de la presencia de estas

proteinas.

106+ B. abortus Figura 14: Las mutantes de B. abortus

Abpe005, Abpe123 y Abpe275 infectan y se

Abpe005 multiplican intracelularmente en la linea de

células estrelladas de higado LX-2. Las células

LX-2 fueron infectadas (MOI 100) con B. abortus

—¥— Abpel7s WT (B. abortus) y sus mutantes Abpe005,

Abpe123 y Abpe275 durante 2 hs, luego los

cultivos fueron incubados en medio con

104 antibioticos para eliminar las bacterias

extracelulares y a las 2, 4, 6, 24 y 48 hs post-
infeccion se realizo el recuento de las UFCs.

t b

Abpel23

UFC/ ml

TTT T T 1
246 24 48 60

Tiempo (h)

A continuacion, para establecer el potencial fibrogénico de las proteinas efectoras, infectamos a las
células LX-2 con B. abortus WT y con sus mutantes isogénicas Abpe005, Abpe123 y Abpe275 y analizamos
la produccion de MMP-9, la deposicion de colageno y la secrecion de TGF-B. Las mutantes Abpe123 y
Abpe275 inhibieron la produccion de MMP-9 e indujeron la deposicion de colageno y la secrecion de TGF-
B1 de igual forma que la bacteria WT. En contraste, cuando infectamos a las células hepaticas estrelladas
con la mutante Abpe005 observamos la misma respuesta que la generada por la mutante AvirB10 (Figura
15). Asimismo, corroborando estos resultados, al complementar a la mutante Abpe005 con un plasmido
de expresion BPE005 (simple o multiple copia) se restaura el fenotipo, es decir, la bacteria
complementada se comporta como B. abortus WT y es capaz de inducir una respuesta fibrogénica por
parte de las células LX-2 (Figura 16). En conjunto estos resultados indican que la proteina BPE005
secretada por el SST4 de B. abortus esta implicada en la induccion de la respuesta fibrogénica por parte
de las células estrelladas. Sin embargo los efectores proteicos BPE123 y BPE275 no participan en éste

fenomeno.
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Figura 15: La infeccion con la mutante Abpe005 no inhibe la produccion de MMP-9, no induce la deposicion de
colageno asi como tampoco la secrecion de TGF-B1 en las células hepaticas estrelladas. Las células LX-2 fueron
infectadas a distintas MOl con B. abortus WT (B. abortus) y con las mutantes Abpe123, Abpe275 y Abpe005, a las 24
hs post-infeccion se recolectaron los sobrenadantes de cultivo y se evalud la produccion de MMP-9 por zimografia (A).
Luego de 7 dias, los cultivos fueron tefidos con Rojo Sirio para evaluar la deposicion de colageno y se cuantificé a
través de la disolucion del colorante unido con posterior lectura de la densidad 6ptica (DO) a 550 nm (B). La
secrecion de TGF-B1 fue analizada por ELISA en los sobrenadantes obtenidos a las 24 hs post-infeccion (C). **p<0.01,
***p<0.001 versus el control sin infectar (S.1.).
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Figura 16: La mutante Abpe005 complementada con el gen codificante para la proteina BPEOO5 inhibe la
produccién de MMP-9 e induce la deposicion de colageno por parte de las células LX-2. Las células estrelladas
fueron infectadas a distintas MOl con B. abortus WT (B. abortus), la mutante Abpe005 o con Abpe005
complementada con el gen de simple o multiple copia codificante para la proteina BPE00O5. Luego de 24 hs, se
analizé por zimografia la produccion de MMP-9 (A) y a los 7 dias post-infeccion se cuantifico la deposicion de
colageno por tincion con Rojo Sirio mediante la disolucion del colorante unido y posterior lectura de la densidad
optica (DO) a 550 nm (B). *p<0.05, ***p<0.001 versus el control sin infectar (S.I.).

La expresion de la proteina BPEOO5 en las células hepaticas estrelladas simula la respuesta

fibrogénica causada por la infeccion con B. abortus.

Posteriormente, con el objetivo de corroborar el papel de la proteina BPEO0O5 en los fendomenos
fibrogénicos observados, las células LX-2 fueron transfectadas con un plasmido de expresion eucariota
codificante para la proteina BPEOO5 y luego se analizo la actividad de MMP-9, la secrecion de TGF-B y la
deposicion de colageno. Corroborando nuestros resultados previos, la expresion de BPE0OO5 en las células
LX-2 fue capaz de inhibir la produccion de MMP-9 (Figura 17A), de inducir la deposicion de colageno
(Figura 17B) y de aumentar la secrecion de TGF-B (Figura 17C). Las células LX-2 fueron transfectadas
con una eficiencia mayor al 70%, esto lo pusimos en evidencia utilizando un plasmido pcDNA3-c-myc a
modo de control, las células que contenian el plasmido fueron reveladas mediante inmunofluorescencia
con anticuerpos especificos anti-c-myc (Figura 17D). Este plasmido control, no tuvo efecto en la

modulacion del fenotipo de las células LX-2.

Estos resultados demuestran que la expresion de BPE0OO5 en las células estrelladas puede

desencadenar una respuesta fibrogénica de manera similar a la infeccion con B. abortus WT.
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Figura 17: La proteina BPEOO5 inhibe la produccién de MMP-9, induce la deposicion de colageno y la secrecion
de TGF-B1 en las células estrelladas. Las células LX-2 fueron transfectadas con el plasmido de expresion eucariota
BPE0OO5 (pBPE005) o con el plasmido pcDNA3-c-myc como control (Ctrl.). (A) La produccion de MMP-9 fue evaluada
por zimografia en los sobrenadantes obtenidos 48 hs luego de la transfeccion. (B) A los 5 dias post-transfeccion se
realiz6 la cuantificacion de la deposicion de colageno por Rojo Sirio mediante la disolucion del colorante unido y
posterior lectura de la densidad optica (DO) a 550 nm. (C) Los niveles de TGF-B1 fueron cuantificados por ELISA en
los sobrenadantes obtenidos 24 hs luego de la transfeccion. (D) Para evaluar la eficiencia de la transfeccion se realizo
inmunofluorescencia mediante la marcacion de c-myc con un anticuerpo especifico (c-myc) y de los nicleos con DAPI
(nucleo). ***p<0.001 versus el control sin transfectar (S.T.).

El B2AMPc restaura la capacidad de las células LX-2 transfectadas con bpe005 para producir
MMP-9 y no secretar TGF-B.

La proteina BPE0O5 contiene un dominio de unién a nucleotidos monofosfato ciclicos y aunque su
funcion es desconocida, su estructura sugiere que podria estar implicada en la via de sefalizacion del
AMPc en la célula hospedadora [133]. En estudios previos se ha demostrado que la via de AMPc/PKA
participa en la regulacion de MMP-9, TGF-B y en la secrecion de colageno [357, 358]. Es por esto que
decidimos investigar si la proteina BPEOO5 era capaz de interferir con ésta via de sefalizacion, alterando
la disponibilidad del AMPc, y de esta forma modular la respuesta de las células LX-2. De acuerdo a nuestra
hipédtesis, la adicion de AMPc exdgeno deberia revertir el efecto inducido por BPE0O5. Para evaluar esto,
las células estrelladas fueron transfectadas con el plasmido de expresion eucariota codificante para
BPEOO5 en presencia o ausencia de BZAMPc un analogo del AMPc capaz de ingresar a las células, y luego
se analizo la respuesta fibrogénica. El tratamiento con B2AMPc logré revertir la inhibicion de MMP-9
(Figura 18A) y la secrecion de TGF-B (Figura 18B) inducida por la expresion de BPEOO5 en las células LX-

2. El plasmido control (pcDNA3-c-myc) no tuvo efecto.
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Figura 18: El B2AMPc revierte la inhibicion de MMP-9 y la secrecion de TGF-B1 en las células estrelladas
transfectadas con el plasmido BPE0OO5. Las células LX-2 fueron transfectadas con el plasmido de expresion eucariota
BPE005 (pBPE005) o con el plasmido pcDNA3-c-myc como control (Ctrl.) en presencia o no de B2AMPc, a las 24 hs
post-transfeccion se evalud la secrecion de MMP-9 por zimografia (A) y la secrecion de TGF-B1 por ELISA (B).
***p<0.001 versus el control no transfectado sin tratar (S5.T./-) o versus el control transfectado con tratamiento
(pBPE005/+).

A continuacion nos planteamos confirmar nuestros resultados en el contexto de la infeccion con B.
abortus. Para esto, las células LX-2 fueron infectadas con B. abortus WT o con la mutante Abpe005 en
presencia de distintas concentraciones de B2ZAMPc. Como se muestra en la Figura 19A, B y C, el
tratamiento con B2ZAMPc revirtio el efecto inhibitorio de B. abortus WT sobre la produccion de MMP-9 de
forma dependiente a la dosis empleada. Por otro lado, el tratamiento con B2AMPc de las células
infectadas con la mutante Abpe005 no modifico la actividad de MMP-9 con respecto a las células tratadas
sin infectar. Ademas, para descartar un posible efecto del B2ZAMPc sobre la viabilidad y la multiplicacion
de las bacterias intracelulares, realizamos el recuento de UFC a partir de los lisados de los cultivos de
LX-2 infectados y tratados o no con B2AMPc. No detectamos diferencias significativas en el recuento de
las UFC entre los cultivos tratados y los controles sin tratar (Figura 19D). En conjunto éstos resultados
demuestran que el AMPc esta involucrado en el mecanismo por el cual B. abortus modula la respuesta

fibrogénica de las células LX-2.
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Figura 19: B2AMPc revierte la inhibicion de MMP-9 en las células estrelladas infectadas con B. abortus. Las
células LX-2 fueron infectadas con B. abortus WT (B. abortus) (A) o la mutante Abpe005 (B) en presencia o no de
B2AMPc a distintas concentraciones (1pM, 0,1uM o 0,01uM) y a las 24 hs se realizd zimografia para determinar la
produccion de MMP-9 en los sobrenadantes de cultivo. Las células estrelladas fueron infectadas con B. abortus a MOI
1000 en presencia o no de B2AMPc (1uM, 0,1uM, 0,01pM o 0,001pM), después de 24 hs se obtuvieron los
sobrenadantes y se evalud la presencia de MMP-9 por zimografia (C).
viabilidad bacteriana, los cultivos tratados o no fueron lisados y se realizo el recuento de las UFC (D).

Para determinar si el B2AMPc afecta la

La via de sefalizacion de PKA esta implicada en la respuesta fibrogénica de las células LX-

La accion del AMPc en las células eucariotas ocurre principalmente a través de la activacion de PKA
y ésta proteina quinasa modula la expresion y funcion de diferentes blancos proteicos [359, 360]. En
consecuencia, llevamos a cabo experimentos para determinar si PKA estaba involucrada en el desarrollo
del perfil fibrogénico de las células estrelladas en respuesta a la infeccion con B. abortus. Con este

objetivo, las células LX-2 fueron infectadas con B. abortus WT o la mutante Abpe005 en presencia o no
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de KT5720 (inhibidor de PKA) y se analizo la produccién de MMP-9 y de TGF-B. Nuestros resultados
demostraron que al inhibir PKA, la inhibicion de la secrecion de MMP-9 provocada por B. abortus fue aln
mas pronunciada (Figura 20A). Por otro lado, el tratamiento con KT5720 indujo la inhibiciéon de la
secrecion de MMP-9 en las células LX-2 infectadas con la mutante Abpe005. En concordancia a éstos
resultados, KT5720 indujo la secrecion de TGF-B tanto en las células LX-2 infectadas con B. abortus como
en las infectadas con la mutante Abpe005 (Figura 20B). A continuacion, para corroborar éstos resultados,
las células estrelladas fueron infectadas con B. abortus WT o la mutante Abpe005, y luego transfectadas
con el plasmido pRSV-PKI (un vector de expresion eucariota del inhibidor competitivo de PKA [361]) o
con el plasmido control pcDNA3-c-myc. De la misma forma que KT5720, la transfeccion con PKI indujo la
inhibicion de la actividad de MMP-9 en las células LX-2 infectadas con Abpe005. Asimismo, PKI aumento
la inhibicion de MMP-9 en las células LX-2 infectadas con B. abortus (Figura 20C).En conclusion, éstos
resultados demuestran que la via de sefalizacion celular AMPc/PKA esta implicada en la modulacion de

la respuesta de las células estrelladas de higado frente a la infeccion con B. abortus.
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Figura 20: PKA esta implicada en la modulacién de las células LX-2 durante la infeccién con B. abortus. Las
células estrelladas fueron infectadas con B. abortus WT (B. abortus) o su mutante isogénica Abpe005 en presencia o
no de KT5720 2puM (inhibidor de PKA) y 24 hs post-infeccion, se determiné la produccion de MMP-9 por zimografia (A)
y de TGF-B1 por ELISA en los sobrenadantes de cultivo (B). Las células LX-2 infectadas con B. abortus o sin infectar
fueron transfectadas con el plasmido pRSV-PKI (PKI) o con el plasmido control pcDNA3-c-myc (ctrl.), luego de 24 hs se
determind la produccion de MMP-9 por zimografia en los sobrenadantes de cultivo (C). ***p<0.001 versus el control sin
tratar (S.T.).

La infeccion con B. abortus Abpe005 induce un menor nivel de fibrosis que el inducido por

B. abortus WT en el higado de ratones.

Con el objetivo de evaluar la relevancia in vivo de nuestros resultados, infectamos ratones BALB/c
con B. abortus WT o con la mutante Abpe005 por via intraperitoneal. A las 4 y 12 semanas post-infeccion
los animales fueron sacrificados y los higados fueron extraidos para el analisis histopatologico, para

determinar las UFC, y cuantificar la produccion de colageno y TGF-B a partir de los extractos del érgano.
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La tincion de los cortes histoldgicos con tricromico de Masson (colageno tefiido de azul) nos permitio
poner en evidencia que el higado de los ratones infectados con la mutante Abpe005 presentaron un
porcentaje significativamente menor de tejido con deposicion de colageno respecto de aquellos
infectados con B. abortus WT (Figura 21A y B). En concordancia, los niveles de colageno cuantificados
por tincion con Rojo Sirio y la concentracion de TGF-B evaluada por ELISA fueron significativamente
menores en los extractos de higado de los ratones infectados con la mutante Abpe005 respecto de los
ratones infectados con B. abortus WT (Figura 21C y D).La diferencia en los niveles de fibrosis no fue
debida a una multiplicacion reducida de la mutante Abpe005 ya que, como se muestra en la Figura 21E,
los niveles de UFC recuperados a las 4 semanas post-infeccion fueron similares entre los ratones
infectados con B. abortus WT y aquellos infectados con la mutante Abpe005. En conjunto, nuestros
resultados demuestran que la proteina BPEQO5 translocada por el SST4 de B. abortus tiene un papel
fundamental durante la infeccion con B. abortus, en particular, demostramos que BPE0QO5 esta implicada

en la fibrosis hepatica desencadenada por la infeccion con B. abortus.
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Figura 21: La mutante Abpe005 induce un menor nivel de fibrosis que B. abortus en higado. (A) Fotografias
representativas de las tinciones con Tricromico de Masson de secciones de tejido hepatico de ratones infectados con
B. abortus WT (B. abortus) o la mutante Abpe005 o controles sin infectar. (B) Las areas de tejido con deposito de
colageno fueron cuantificadas con el Software Image pro-plus 6.0, los niveles de colageno fueron determinados por
tincion con Rojo Sirio (C) y la secrecion de TGF-B1 fue medida por ELISA (D) en extractos de higados obtenidos 4
semanas post-infeccion. (E) Se realiz6 el recuento de UFCs en higado de ratones infectados con B. abortus o la
mutante Abpe005 a las 4 semanas post-infeccion . *p<0.05, **p<0.01 versus infectados con B. abortus.
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DISCUSION

En el presente capitulo describimos los mecanismos moleculares y los componentes que utiliza B.
abortus para inducir la adquisicion de un fenotipo fibrogénico por parte de las células hepaticas
estrelladas. Estas Gltimas son las principales células involucradas en el desarrollo de fibrosis hepatica
[236, 242, 243].

Como mencionamos, el higado esta afectado frecuentemente en los pacientes con brucelosis activa.
En el higado de los pacientes, se han observado diferentes patrones histoldgicos, los mas comunes son,
formacion de granuloma con infiltrado inflamatorio y necrosis del parénquima [283-285, 288]. La
persistencia de un estimulo infeccioso, puede inducir fibrosis hepatica debido a que su presencia podria
inducir alteraciones en una gran variedad de células inmunes y estructurales, dando lugar a un fenotipo

patologico caracterizado por la deposicion de matriz extracelular [310].

Durante las infecciones bacterianas, la fibrosis podria contribuir a la persistencia de las bacterias
debido a que reduce la penetracion de los antibioticos, disminuye el ingreso de mediadores inmunes en
el foco infeccioso y favorece la formacion de los granulomas [362, 363]. La estructura compacta de los
granulomas previene exitosamente la diseminacion de los microorganismos, sin embargo también podrian
constituir un reservorio de bacterias viables. Por otro lado, considerando que las MMPs tienen una funcion
activa en las enfermedades infecciosas al orquestar el reclutamiento de células de la inmunidad innata
y al regular sus funciones efectoras [364], la inhibicion de MMP-9 causada por B. abortus en las células
estrelladas podria contribuir entonces a disminuir parcialmente la respuesta inmune favoreciendo la

cronicidad de la infeccion.

En éste capitulo demostramos que la capacidad de B. abortus de activar a las células hepaticas
estrelladas es dependiente de la presencia de un SST4 y de su proteina secretada BPE0O5. Las bacterias
utilizan el SST4 para el intercambio genético y para inyectar moléculas efectoras en las células eucariotas
blanco. En Brucella este sistema es un factor de virulencia clave para la multiplicacion intracelular de
la bacteria [90]. Recientemente se ha demostrado que las bacterias del género Brucella son capaces de
modular las vias secretorias de la célula hospedadora mediante multiples efectores del SST4 [134],
nosotros demostramos que BPEOO5 inhibe la secrecion de MMP-9 y modula la expresion de TGF-8 y la
deposicion de colageno. Estos resultados sugieren que BPEOO5 podria tener un rol especifico en la
modulacion de estas moléculas; sin embargo, no evaluamos otros mecanismos moleculares que podrian

estar implicados como, por ejemplo, alteraciones en la expresion génica.

Como fue demostrado por otros autores, Brucella puede usar el SST4 para translocar proteinas
efectoras en el citosol del hospedador o incluso acidos nucleicos para activar el inflamasoma [122]. La
activacion del inflamasoma NLRP3 en hepatocitos y células del higado no parenquimatosas resulta en la
induccion de senales proinflamatorias y en la muerte por piroptosis de los hepatocitos [365]. En
consecuencia, el SST4 de Brucella podria estar implicado en la modulacion de la respuesta inmune en el

higado a través de la activacion del inflamasoma con la concomitante induccion de fibrosis para reparar
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el dafno tisular. Esta respuesta podria contribuir a la supervivencia de la bacteria por una alterada
respuesta inflamatoria que podria provocar una disminuida eliminacion de la bacteria y el

establecimiento de la enfermedad croénica.

Como fue previamente demostrado en otros tipos celulares [366-368], la modulacion de la deposicion
de colageno y la secrecion de MMPs en las células estrelladas implica la via de sefalizacion del AMPc/PKA.
El AMPc es un segundo mensajero de gran relevancia para varias hormonas y neuropéptidos, algunos de
los cuales modulan la composicion de la MEC [366-368]. La accion del AMPc en células eucariotas es
mediada principalmente por PKA, siendo ésta proteina la que media los cambios en la expresion y funcion
de las proteinas [359, 360]. Recientemente, se ha postulado que la via AMPc/PKA podria estar involucrada
en la proliferacion y en la activacion de células estrelladas de rata [369-372]. El AMPc inhibe la sintesis
de colageno inducida por TGF-B en fibroblastos y de hecho, algunos estudios han revelado que el
incremento de los niveles intracelulares de AMPc, con inhibidores de fosfodiesterasa como pentoxifilina,
inhibe el crecimiento de los fibroblastos y la deposicion de colageno inducida por suero o citoquinas [373-
375]. En concordancia, ha sido demostrado que, los agentes capaces de elevar la concentracion de AMPc
podrian ser utilizados como potenciales terapias antifibrogénicas por un mecanismo dependiente de TGF-
B [376]. La habilidad de TGF-B de estimular la produccion de MEC por fibroblastos esta ampliamente
descripta [377, 378].

En este trabajo, demostramos que el S5T4 y el efector BPEOO5 tienen un papel fundamental en la
modulacion de la fibrosis al realizar experimentos con la mutante bpe005 y con células transfectadas con
plasmidos codificantes para la proteina BPE0O05. La proteina BPEOO5 contiene un dominio de unién a
nucledtido monofosfato ciclico; aunque se desconoce su funcion, su estructura sugiere que podria estar
implicado en la via de sefializacion del AMPc en la célula hospedadora impidiendo la interaccion entre
AMPc y PKA. En concordancia, la respuesta fue dependiente de la presencia de AMPc ya que el
tratamiento con B2AMPc revirtio el efecto inhibitorio de B. abortus sobre la produccion de MMP-9 de
forma dependiente a la dosis empleada. Al mismo tiempo al tratar a las células estrelladas con el
inhibidor de PKA, KT5720 o al transfectarlas con el plasmido pRSV-PKI se puso en evidencia la
participacion de PKA debido a que al bloquearla, la inhibicion de MMP-9 provocada por B. abortus fue

aun mas pronunciada

Los resultados histologicos corroboraron la funcion de BPEOO5 en la modulacion del fenotipo fibrotico
durante la infeccion con B. abortus, confirmando la relevancia de los hallazgos in vitro. En conjunto
estos resultados indican que B. abortus desencadena una respuesta fibrogénica por parte de las células
hepaticas estrelladas caracterizada por la inhibicion de MMP-9, la concomitante produccion de colageno
y la secrecion de TGF-B por una via dependiente del SST4 y de su proteina efectora BPEOO5 por un

mecanismo que involucra a AMPc y PKA.

En resumen, estos resultados indican que la infeccion por B. abortus de las LX-2 induce un fenotipo
fibrotico caracterizado por la inhibicién de la secrecion de MMP-9, la deposicion de colageno y la
secrecion de TGF-B mediante un mecanismo que involucra el SST4 y su proteina secretada BPE0OO5 a

través de un mecanismo que involucra la via de sefalizacion AMPc/PKA. .
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“B. abortus induce una respuesta fibrogénica por parte de las células

estrelladas a través de la activacion de la via autofagica”
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INTRODUCCION

La autofagia es un proceso catabdlico esencial para mantener la homeostasis celular que esta
conservado evolutivamente en las células eucariotas. La via autofagica tiene un papel fundamental en
el desarrollo, diferenciacion, supervivencia y en la homeostasis celular y es critica en la respuesta al
estrés provocado por la deprivacion de nutrientes, estrés oxidativo, hipoxia, altas temperaturas y las
infecciones por patogenos [248, 379-381]. Asimismo esta involucrada en la remocion de organelas y
proteinas innecesarias o danadas para mantener la homeostasis intracelular [382, 383]. El material
citoplasmatico es capturado en una estructura vesicular de doble membrana (autofagosoma) que
posteriormente sufre un proceso de maduracion al fusionarse con los lisosomas (autofagolisosomas) y
tanto la membrana interna como el contenido luminal de las vesiculas es degradado por las enzimas
hidroliticas lisosomales [379, 384-388].

La autofagia es un mecanismo dinamico que puede dividirse en diferentes etapas secuenciales:
seleccion y reconocimiento del material a ser degradado, formacion del autofagosoma, fusion con
lisosomas, degradacion del contenido y liberacion de las macromoléculas originadas [383]; se encuentra
altamente regulado por una familia de proteinas denominadas Atg (de sus siglas en inglés autophagy-
related), las cuales estan organizadas funcionalmente en complejos macromoleculares y participan en
las distintas etapas del proceso [382, 383, 389].

En condiciones fisioldgicas hay un nivel basal de autofagia, por lo tanto es necesario un mecanismo
eficiente para inducir su activacion frente a condiciones de estrés celular [384]. El principal modulador
de la via es la serina/treonina proteina quinasa TOR que regula negativamente al complejo de iniciacion
conformado por ULKs-Atg13-FIP200 [383, 390]. Con respecto al material a ser degradado, la autofagia
puede clasificarse en no selectiva, cuando los componentes citoplasmaticos son secuestrados por el
autofagosoma de forma inespecifica, y en autofagia selectiva, que consiste en la degradacion de sustratos
especificos como organelas, gotas lipidicas y proteinas ubiquitinadas [383, 384, 391]. En este Ultimo caso,
p62 tiene un papel fundamental ya que se une a proteinas poli o mono ubiquitinadas mediante su dominio
de asociacion a ubiquitina y por otro lado interactta con LC3; por lo tanto, p62 es constitutivamente

degradada y vincula los blancos proteicos ubiquitinados con la autofagia para su degradacion [392-395].

La formacion del autofagosoma comienza con la membrana de aislamiento o fagéforo que se origina
principalmente del RE, es la fase mas compleja del proceso y requiere el reclutamiento de multiples
proteinas Atg y una precisa coordinacion entre ellas [383, 396]. La nucleacion de la membrana de
aislamiento inicial esta llevado a cabo por el complejo de fosfatidilinositol-3 quinasa de clase Il (PI3K)
compuesto por la PI3K Vps15, Atg14 y Beclin-1 [397-399]. Este complejo genera fosfatidilinositol-3-
fosfato, el cual promueve la nucleacion del autofagosoma y en conjunto con otras proteinas Atg que son
atraidas al autofagosoma en formacion, reclutan a dos sistemas de conjugacion de tipo ubiquitina [390,
400, 401]. Uno de ellos es el de Atg12-Atg5-Atg16 y consiste en la conjugacion covalente de Atg12 y Atg5
mediante la actividad de Atg7 y Atg10 que actian como enzimas E1 y E2 respectivamente; luego Atg12-

Atgb interactlia con Atg16 y se acoplan a la membrana del autofagosoma en formacion [402, 403]. El
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segundo sistema implica la conjugacion de fosfatidiletanolamida a LC3 por la acciéon consecutiva de la
proteasa Atg4, de la enzima de tipo E1 Atg7 y la de tipo E2 Atg3. La conjugacion lipidica conlleva a la
conversion de LC3 soluble (LC3 I) a la forma asociada a la membrana del autofagosoma (LC3 Il). LC3 Il es
ampliamente utilizado como marcador de autofagia porque su lipidacion y reclutamiento especifico a la
membrana de los autofagosomas provee un cambio en su distribucion e incrementa su movilidad
electroforética respecto de LC3 | [402, 404].

Ademas de las funciones fisioldgicas, la autofagia esta implicada en la fisiopatologia de numerosas
enfermedades en el hombre incluyendo la fibrosis hepatica [379, 380, 405, 406]. En estudios recientes
ha sido demostrado que la autofagia promueve la fibrogénesis hepatica ya que tiene un papel
preponderante en la activacion de las células estrelladas de higado induciendo la sintesis de colageno
tipo |1 [250, 251, 405, 407].

El flujo autofagico se encuentra incrementado durante la activacion de las células estrelladas en
cultivos primarios murinos ya que al bloquear la via con bafilomicina A1, cloroquina o 3-metiladenina la
proliferacion, la expresion génica de a-SMA, colageno de tipo | y PDGFr-8 es inhibida, indicando la
inhibicion de la activacion [251-253]. Por otro lado, los resultados obtenidos por Hernandez-Gea y
colaboradores pusieron en evidencia, mediante el uso de inhibidores farmacoldgicos o utilizando ratones
knockdown Atg5 y Atg7, que no solo esta reducida la fibrosis hepatica sino que ademas se incrementa el
contenido lipidico en las células estrelladas [249, 250]. Por lo tanto, la activacion de la autofagia
proveeria de la energia necesaria para la iniciacion y perpetuacion de las células hepaticas estrelladas

activadas y fibrogénicas a través de la degradacion de las gotas lipidicas (lipofagia) [249].

Considerando que, como se ha descripto en los capitulos previos, la infeccion con B. abortus induce
la activacion de las células hepaticas estrelladas con la concomitante respuesta fibrogénica nos
propusimos determinar si la adquisicion del fenotipo fibrético por parte de las células LX-2 infectadas
involucra la activacion de la via autofagica. Para alcanzar este objetivo investigamos el efecto de la
infeccion con B. abortus en la expresion de 3 marcadores de autofagia: Beclin-1, LC3 I/LC3 Il y P62;
ademas decidimos evaluar la relacion entre la via autofagica y la respuesta fibrogénica de las células
hepaticas estrelladas utilizando dos inhibidores de la via (bafilomicina A1 y cloroquina) y analizando la
produccion de MMP-9, deposicion de colageno y secrecion de TGF-B por parte de las células LX-2 en el

contexto de la infeccion.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo de bacterias

Los cultivos de B. abortus WT, sus mutantes isogénicas AvirB10 y Abpe005 se realizaron como ha sido

descripto previamente en la seccion de materiales y métodos del capitulo I.

Cultivo celular

Las células estrelladas LX-2 fueron cultivadas como ha sido descripto previamente en la seccion de

materiales y métodos del capitulo I.

Infeccion celular

Las células LX-2 fueron cultivadas durante 24 hs en placas de 24 pocillos a una densidad de 5x10*
células/pocillo en medio completo sin antibidticos y fueron infectadas con B. abortus o sus mutantes
isogénicas AvirB10 o Abpe005 a diferentes MOI: 100, 250, 500 y 1000 como ha sido descripto previamente

en la seccion de materiales y métodos del capitulo I.

Western blotting

Las células LX-2 (6 x 10° células) fueron infectadas con B. abortus, AvirB10 o Abpe005 a MOl 100 y
1000. A las 24 o 48 hs las células fueron lavadas y lisadas por incubacion en 0,2 ml de buffer frio
conteniendo 150 mM de NaCl, 10 mM de Tris, 5 mM de EDTA, 1% de SDS, 1% de triton X-100, 1% de
deoxicolato de sodio, 100 pg/ml de gentamicina, 50 ug/ml de estreptomicina, 0,2% de azida y una
combinacion de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich). Luego, los lisados fueron centrifugados a
14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. La concentracion proteica fue determinada utilizando el método del
acido bicinconinico (BCA,Thermo Scientific Pierce). Cantidades iguales de proteina (30 pg) de cada
tratamiento fueron resueltas en un gel SDS-PAGE. Después de la electroforesis, las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham GE Healthcare) por 1 h a 300 mA
y la misma fue bloqueada con una solucion al 5% de leche en TBS 0,05 % de tween 20 durante 18 hs a
4°C.

Posteriormente, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo policlonal anti-LC3B (sc-28266,
Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo anti-Beclin-1 (sc-10086, Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo
anti-P62 (clon 864807, R&D systems) o anticuerpo anti-B actina (clon C4, Santa Cruz Biotechnology)
durante 18 hs a 4°C. Se lavo la membrana 3 veces con una solucion 0,05% de tween 20 en buffer Tris
salino (TBS, de sus siglas en inglés Tris-Buffered Saline) y se la incub6 por 1 h con un anticuerpo
secundario anti-IgG especie especifico conjugado a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology). Luego, la
inmunoreactividad fue detectada por quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL Western Blotting

Substrate (Thermo Scientific Pierce). Las bandas proteicas fueron visualizadas utilizando placas
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radiograficas Kodak Medical X-Ray General Purpose Film. Se realizo el analisis densitométrico de las

bandas utilizando el software Image J (National Institutes of Health).

Andlisis de la expresion de LC3 y Beclin-1

La expresion de LC3 y BECN-1 se realizd por Western blotting, como se describio previamente, y por
inmunofluorescencia. Para realizar la inmunofluorescencia, las células estrelladas fueron sembradas a
una densidad de 2,5x10* células/pocillo en placas de 24 pocillos. Los cultivos de LX-2 infectados fueron
fijados con 4% de PFA en PBS por 10 min a temperatura ambiente, lavados 3 veces con PBS y
permeabilizados con 0,3% de triton X-100 durante 10 min. Luego se realizo el bloqueo con una solucion
al 1% de BSA por 1 h. Las células fueron incubadas durante 18 hs a 4°C con un anticuerpo policlonal anti-
LC3B (sc-28266, Santa Cruz Biotechnology) o con un anticuerpo anti-Beclin-1 (sc-10086, Santa Cruz
Biotechnology) diluidos en PBS-tween 20 0,1%. Posteriormente las células fueron incubadas por 4 hs a
temperatura ambiente con anticuerpo anti-conejo Alexa Fluor 488 (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA) o anti-cabra Alexa Fluor 488 (molecular probes, Life Technologies). La
tincion de los nucleos se realizd con DAPI por 30 min a temperatura ambiente. Los cubreobjetos fueron
montados en PBS-glicerina [9:1 (vol/vol)] y fueron analizados en un microscopio de fluorescencia. El
recuento de células positivas para la proteina de interés se realizo con el software ImageJ (National
Institutes of Health).

Inhibicién de la autofagia

Para evaluar el papel de la autofagia en la respuesta fibrogénica, las células LX-2 (5x10*
células/pocillo) fueron infectadas con B. abortus a MOl 100 y 1000 en presencia o no de los inhibidores
bafilomicina A1 (Sigma-Aldrich) o cloroquina (Sigma-Aldrich); ambos actuan inhibiendo la maduracion de
los autofagosomas a autolisosomas [404, 408]. La bafilomicina A1 fue empleada a una concentracion de
200 nM y la cloroquina a 50 pM en un volumen final de 0,5 ml. Luego de 24 hs, se recolectaron los
sobrenadantes de cultivo para analizar la produccion de MMPs por zimografia, la secrecion de TGF-B1
por ELISA y deposicion de colageno mediante tincion con rojo sirio siguiendo la metodologia ya descripta

en la seccion de materiales y métodos del capitulo I.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido del
test de Tukey, usando el software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, Inc.). Los datos estan

presentados como la media * error estandar (SEM).
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RESULTADOS

La autofagia es una via de catabolismo celular inducida en respuesta al estrés y es esencial para
mantener la homeostasis celular [405]. Esta implicada en la fibrosis hepatica ya que tiene un papel

preponderante en la activacion de las células estrelladas de higado [250, 251, 405, 407].

Teniendo en cuenta que la infeccion con B. abortus induce la activacion de las células hepaticas
estrelladas con la concomitante respuesta fibrogénica nos planteamos evaluar si la adquisicion del
fenotipo fibrético por parte de las células LX-2 infectadas involucra la activacion de la via autofagica.
Para alcanzar este objetivo investigamos el efecto de la infeccion con B. abortus en la expresion de 3
marcadores de autofagia: Beclin-1, LC3 I/LC3 Il y P62 por Western blotting; ademas decidimos evaluar
la relacion entre la via autofagica y la respuesta fibrogénica de las células hepaticas estrelladas
utilizando dos inhibidores de la via (bafilomicina A1 y cloroquina) y analizando la produccion de MMP-9,

deposicion de colageno y secrecion de TGF-B por parte de las células LX-2 en el contexto de la infeccion.

La infeccion con B. abortus induce la expresion de LC3 Il y Beclin-1 en las células LX-2.

La autofagia esta implicada en la activacion de las células estrelladas de higado [249-251] y, como ha
sido descripto en los capitulos | y Il, la infeccion con B. abortus induce la activacion de las células LX-2
hacia un fenotipo fibrogénico, es por esto que decidimos evaluar si la bacteria ademas es capaz de activar
la via autofagica. Para alcanzar este objetivo, analizamos la expresion de LC3 Il (forma lipidada de LC3
1), cuyo nivel se correlaciona al nimero de autofagosomas por estar asociado especificamente a su
membrana y no a otras estructuras vesiculares [409, 410]; también analizamos la presencia de Beclin-1,
proteina clave en el ensamblaje del autofagosoma [397], y p62 que se une a las proteinas

poliubiquitinadas que van a ser degradadas por esta via [411, 412].

Las células LX-2 fueron infectadas con B. abortus a MOl 100 y 1000 durante 2 hs. Luego de realizar un
lavado a fin de remover las bacterias que no lograron ser internalizadas, las células fueron incubadas en
medio completo suplementado con antibioticos. Luego de 24 hs, se obtuvieron extractos celulares totales
y se realizo Western blotting para analizar la expresion de LC3 1l (16 kDa), Beclin-1 (60 kDa) y p62 (62
kDa). Como se muestra en la Figura 22, la infeccion con la bacteria indujo la expresion de LC3 Il (Figura
22A y B) y de Beclin-1 (Figura 22A y C), ademas las células infectadas presentaron niveles mas bajos de
p62 respecto de los controles sin infectar (Figura 22A y D). Estos resultados indican que B. abortus activa

la via autofagica en las células hepaticas estrelladas LX-2.
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Figura 22: La infeccion con B. abortus induce autofagia en las células hepaticas estrelladas. Las células LX-2
fueron infectadas a MOl 100 y 1000 con B. abortus, a las 24 hs post-infeccion se obtuvieron extractos celulares
totales y se evalud la expresion de LC3 Il (16 kDa), Beclin-1 (60 kDa) y p62 (62 kDa) por Western blotting, como
control de carga se utilizo B-actina (A). Analisis densitométrico de los niveles proteicos de LC3 Il (B), Beclin-1 (C) y
p62 (D) de 2 experimentos independientes mediante el software ImageJ.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus el
control sin infectar (S.1.).

La respuesta fibrogénica de las células LX-2 inducida por B. abortus es dependiente de la

activacion de la via autofagica.

Considerando que la autofagia esta implicada en la fisiopatologia de la fibrosis hepatica [249, 251] y
que nuestros resultados demostraron que B. abortus induce una respuesta fibrogénica por parte de las
células hepaticas estrelladas, mediante la inhibicion de MMP-9 y la induccion de la produccion de
colageno por un mecanismo dependiente de TGF-B1, decidimos evaluar si esta respuesta requiere la
activacion de la via autofagica. Para ello, las células LX-2 fueron infectadas a MOl 100 y 1000 en presencia
o no de bafilomicina A1 o cloroquina, dos compuestos que inhiben la fusion entre los autofagosomas y
los lisosomas, y a las 24 hs post-infeccion recolectamos los sobrenadantes de cultivo para evaluar la
actividad de MMP-9 por zimografia y la secrecion de TGF-B1 por ELISA, ademas cuantificamos la

deposicion de colageno a los 7 dias post-infeccion por tincion con Rojo Sirio de las monocapas celulares.

En presencia de bafilomicina A1 o de cloroquina la infeccion con B. abortus no es capaz de inhibir la
produccion de MMP-9 (Figura 23A) ni de inducir la deposicion de colageno (Figura 23B) y tampoco la de
TGF-B1 (Figura 23C) en las células LX-2. Estos resultados indican que la activacion de la via autofagica
es esencial para que se induzca la respuesta fibrogénica de las células hepaticas estrelladas frente a la

infeccion con B. abortus.
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Figura 23: B. abortus inhibe la produccion de MMP-9 e induce la secrecion de colageno y de TGF-8 por un
mecanismo dependiente a la activacion de la autofagia en las células hepaticas estrelladas. Las células LX-2
fueron infectadas a MOl 100 y 1000 con B. abortus en presencia o no de los inhibidores de autofagia bafilomicina A1
(Baf) o cloroquina (CQ) y a las 24 hs post-infeccion se recolectaron los sobrenadantes de cultivo y se evalud la
produccion de MMP-9 por zimografia (A). A los 7 dias post-infeccion se cuantifico la deposicion de colageno por
tincion con Rojo Sirio mediante la disolucion del colorante unido y posterior lectura de la densidad optica (DO) a 550
nm (B). La secrecion de TGF-B1 fue analizada por ELISA en los sobrenadantes obtenidos a las 24 hs post-infeccion
(C).*p<0.05, ***p<0.001 versus los controles sin tratar (100 y 1000).

B. abortus induce autofagia en las células LX-2 por un mecanismo dependiente de la

presencia de un SST4 VirB funcional.

EL SST4 de Brucella, codificado por el operon virB, es esencial para la supervivencia y multiplicacion
intracelular de la bacteria y para la modulacion de la respuesta inmune durante la infeccion [103, 111].
Ademas, como se ha descripto en el capitulo Il, el SST4 de B. abortus esta involucrado en la induccion
de un fenotipo fibrotico en las células estrelladas LX-2. Por lo tanto, nos preguntamos si este sistema
también estaba implicado en la activacion de la via autofagica en las células estrelladas.

Los cultivos de LX-2 fueron infectados con B. abortus WT o con la mutante deficiente en el SST4,
AvirB10 y a las 24 hs post-infeccion se analizd la expresion, mediante la deteccion con anticuerpos
especificos, de LC3 y Beclin-1 por microscopia de fluorescencia y posteriormente se realizo la
cuantificacion de las células positivas para LC3 o Beclin-1 con el software ImageJ. Como se muestra en
la Figura 24, las células infectadas con la mutante AvirB10 expresan niveles de LC3 (Figura 24Ay B) y

Beclin-1 (Figura 24A y C) que no difieren significativamente de los controles sin infectar. Estos resultados
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demuestran que B. abortus induce autofagia en las células LX-2 de forma dependiente de la presencia

de un SST4 funcional.
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Figura 24: La infeccion con la mutante AvirB10 no induce autofagia en las células hepaticas estrelladas. Las
células LX-2 fueron infectadas con B. abortus WT (B. abortus) o con la mutante AvirB10 a MOI 100 y 1000 y a las 24 hs
post-infeccion se determiné la expresion de LC3 y Beclin-1 mediante la tincion con anticuerpos especificos anti-LC3 o
anti-Beclin-1 respectivamente y posterior analisis por microscopia de fluorescencia (A). El recuento de células
positivas para LC3 o Beclin-1 se realizo utilizando el software ImageJ a partir de 2 experimentos independientes
(B).*p<0.05, **p<0.01 versus el control sin infectar (S.l.).

B. abortus induce autofagia en las células LX-2 a través de su proteina efectora BPEOOS.

Dado que el SST4 esta involucrado en la induccion de autofagia y que la proteina BPEOO5 secretada
por el SST4 de B. abortus es la responsable de generar el fenotipo fibrogénico en las células hepaticas
estrelladas, nos planteamos evaluar si éste efector también participa de la induccion de la via autofagica.
Para alcanzar este objetivo evaluamos la expresion de LC3 Il, la Unica proteina asociada a los
autofagosomas, en lisados totales de células LX-2 infectadas con B. abortus WT, la mutantes AvirB10, la
mutante Abpe005 o Abpe005 complementada con el gen codificante para BPEOO5 a MOI 1000. Como se
muestra en la Figura 25A y B la mutante Abpe005, del mismo modo que la mutante AvirB10, no indujo
la expresion de LC3 Il por parte de las células LX-2. Asimismo, corroborando estos resultados, al
complementar a la mutante Abpe005 con un plasmido de expresion BPEOO5 se restaura el fenotipo, es
decir, la bacteria complementada se comporta como B. abortus WT y es capaz de inducir un aumento

significativo de los niveles proteicos de LC3 Il respecto del control sin infectar. Estos resultados indican
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que la proteina efectora BPEOO5 esta implicada en la activacion de la via autofagica en las células
estrelladas LX-2.
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Figura 25: La proteina efectora BPEOO5 de B. abortus esta implicada en la activacion de la via autofagica en las
células estrelladas. Las células LX-2 fueron infectadas con B. abortus WT (B. abortus), la mutante AvirB10, la
mutante Abpe005 o con Abpe005 complementada con el gen de simple copia codificante para la proteina BPEOO5
(bpe005c) a MOI 1000 y a las 24 hs post-infeccion se obtuvieron lisados celulares totales para determinar la expresion
de LC3 Il por Western blotting (A), los niveles proteicos obtenidos fueron analizados por densitometria mediante el
software ImageJ (B). ***p<0.001, versus el control sin infectar (S.1.); ##p<0.001, versus infeccion con B. abortus WT.

B. abortus induce el clivaje de Beclin-1 y la muerte celular por apoptosis de las células

estrelladas.

B. abortus es capaz de inducir la activacion de las células estrelladas y la concomitante fibrogénesis.
Sin embargo, hasta el momento no se ha establecido una correlacion entre la cirrosis hepatica y la
infeccion con Brucella [285, 288]. Durante la infeccion con Brucella podria existir un balance entre los
efectos fibrogénicos y los antifibrogénicos, en consecuencia el deposito de MEC se produciria de forma
controlada y autolimitada. En este sentido, la muerte por apoptosis de las células hepaticas estrelladas
y por lo tanto, la reduccion del nimero de la principal poblacion celular que contribuye a la fibrogénesis,

podria ser un mecanismo de gran relevancia que podria limitar la fibrosis hepatica [329, 413].

Beclin-1 es un regulador dual de la autofagia y de la apoptosis. Como se menciond, Beclin-1 tiene un
papel central en la autofagia actuando como una plataforma para el ensamblaje de los componentes del
complejo de iniciacion [414]. Por otro lado, se ha demostrado que Beclin-1 puede ser clivado por caspasas
y los fragmentos generados por el clivaje adquieren nuevas funciones como la de amplificar la apoptosis
mediada por mitocondria [415]. Nuestros resultados demostraron que a las 48 hs post-infeccion B. abortus
induce la expresion de LC3 Il (Figura 26A y B), la degradacion de p62 (Figura 26A y C), y el clivaje de
Beclin-1 (Figura 26A, D y E) en las células LX-2.
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Figura 26: B. abortus induce el clivaje de Beclin-1 en las células hepaticas estrelladas. Las células LX-2 fueron
infectadas con B. abortus a MOl 100 y 1000 y a las 48 hs post-infeccion se obtuvieron extractos celulares totales y se
evaluo la expresion de LC3 1l (16 kDa), p62 (62 kDa) y Beclin-1 (60 kDa) por Western blotting, como control de carga
se utilizd B-actina (A). Analisis densitométrico de los niveles proteicos de LC3 Il (B), p62 (C) y Beclin-1 (D) y Beclin-1
clivado (E) de 2 experimentos independientes mediante el software ImageJ.**p<0.01, ***p<0.001 versus el control sin
infectar (S.1.).

Considerando que Caspasa-3 que es uno de los principales efectores de la via apoptotica es capaz de
clivar a Beclin-1 [410], decidimos analizar si la infeccion con la bacteria era capaz de inducir la muerte
por apoptosis de las células estrelladas a las 48 hs post-infeccion. Para ello, las células LX-2 fueron
infectadas con B. abortus y a las 48 hs post-infeccion se determiné la presencia de células apoptoticas
mediante ensayo de TUNEL, tincion con anticuerpos especificos anti-caspasa-3 clivada y por tincion de
los nlcleos con Hoechst 33342. Mediante las 3 técnicas utilizadas se evidencié que B. abortus tiene un
efecto pro-apoptotico sobre las células LX-2 ya que el porcentaje de células apoptdticas en los cultivos
infectados fue significativamente mayor al de los controles sin infectar (Figura 27). Ademas, al infectar
a las células con la mutante AvirB10 demostramos que la apoptosis depende de la presencia de un SST4
funcional, ya que el porcentaje de células apoptoticas en los cultivos infectados con la mutante AvirB10

no difirio significativamente de los controles sin infectar (Figura 27).
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Figura 27: B. abortus induce la muerte celular por apoptosis de las células hepaticas estrelladas. Las células LX-2
fueron infectadas con B. abortus WT (B. abortus) o con la mutante AvirB10 a MOl 100 y 1000 y a las 48 hs post-
infeccion se determind la presencia de células apoptoticas por la técnica de TUNEL, tincion con anticuerpos
especificos anti-caspasa-3 clivada y HOECHST 33342 (A). Cuantificacion de células apoptoéticas tefidas con TUNEL
(B), caspasa-3 clivada (C) y con HOECHST33342 (D) de 2 experimentos independientes mediante el software
ImageJ.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus el control sin infectar (S.1.).
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DISCUSION

El daiio hepatico cronico causado por la persistencia de un estimulo infeccioso puede inducir fibrosis
como una respuesta compensatoria para reparar el tejido dahado, dando lugar a un fenotipo
caracterizado por la deposicion de MEC. Cuando la fibrosis se desarrolla de forma descontrolada y
excesiva puede progresar a cirrosis con la consecuente falla hepatica e hipertension portal afectando asi
las funciones del 6rgano [236, 310].La autofagia ha sido implicada en diferentes patologias hepaticas v,
en particular, en la activacion de las células hepaticas estrelladas induciendo la sintesis de colageno de

tipo | con la concomitante fibrogénesis [249-253].

En el caso de la brucelosis humana, ha sido informada una posible relacion entre cirrosis y la infeccion
por Brucella [285]. Sin embargo, la presencia de cirrosis hepatica es discutible, debido a que en los
estudios realizados la hepatitis viral no fue excluida como posible causa por los autores [416, 417].
Asimismo, no se ha observado el desarrollo de cirrosis durante la infeccion por Brucella en modelos
animales, indicando que a pesar de la habilidad de Brucella de inducir un fenotipo fibrético en las células
hepaticas estrelladas, otros factores podrian estar involucrados para reducir los altos niveles de fibrosis

necesarios para inducir cirrosis hepatica.

La fibrosis hepatica es un proceso potencialmente reversible cuando el estimulo que provoca el dafo
es removido [338, 418-421]. La reversion del fenotipo fibrotico y la concomitante resolucion de la fibrosis
desempeiian un papel importante en la patogénesis de la fibrosis hepatica y puede ocurrir tanto por
mecanismos que inhiben la activacion asi como por aquellos que aceleran la reduccion de la poblacion
de células hepaticas estrelladas por apoptosis [278, 330, 413].En un modelo de recuperacion espontanea
de fibrosis inducida por tetracloruro de carbono en ratas, se demostro que durante el proceso de
reversion hay una disminucion del nimero de células estrelladas y que dicha reduccion es mediada por
la muerte celular por apoptosis [330, 422, 423]. Asimismo, al inducir la apoptosis de las células
estrelladas con gliotoxina en ratas con fibrosis hepatica se reduce la deposicion de colageno y en

consecuencia la resolucion de la fibrosis se ve favorecida [328, 424].

En el presente trabajo de tesis demostramos que Brucella induce fibrosis caracterizada por la
produccion de colageno y la inhibicion de MMP-9 por un mecanismo dependiente de la secrecion de TGF-

B y relacionada con la induccion de autofagia en las células hepaticas estrelladas.

B. abortus induce autofagia en las células LX-2 ya que la infeccion indujo la expresion de Beclin-1,
una proteina central en la etapa de nucleacion, y de LC3 Il que es la Unica proteina que se encuentra en
la membrana de los autofagosomas ya formados y por lo tanto es ampliamente utilizado como marcador
de autofagia [425, 426]. Ademas del incremento en el nimero de autofagosomas, las células infectadas
presentaron niveles mas bajos de p62 respecto de los controles sin infectar demostrando que hay un

aumento del flujo autofagico en las células LX-2.

Por otro lado, demostramos que la autofagia esta implicada en el fenotipo fibrogénico de las células

hepaticas estrelladas ya que al bloquear la via con bafilomicina A1 o cloroquina se revierte la respuesta
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desencadenada por la infeccion: en presencia de los inhibidores la bacteria no es capaz de inducir la
produccion de colageno ni de TGF-B asi como tampoco de inhibir la secrecion de MMP-9. En concordancia
a estos resultados, ha sido demostrado que al inhibir el flujo autofagico en cultivos primarios de células
hepaticas estrelladas la activacion celular es inhibida, dado que se reduce la produccion de colageno, la
expresion de a-SMA, la tasa de proliferacion y no se detecta la pérdida de gotas lipidicas caracteristicas
del proceso de transdiferenciacion; el fenomeno fue reproducido al inhibir la via en una etapa tardia con

bafilomicina A1y cloroquina asi como al bloquear la fase inicial con 3-metiladenina [250, 251].

En el capitulo Il demostramos que la respuesta fibrogénica desencadenada por B. abortus es
dependiente de su SST4 y de la proteina efectora BPEQO5. Por lo tanto, decidimos evaluar si este sistema
y su proteina secretada también estaban implicadas en la activacion de la via autofagica. Los marcadores
de autofagia evaluados no fueron inducidos por la mutante AvirB10 ni por la mutante Abpe005;
confirmando de esta forma la correlacion entre fibrosis y autofagia en nuestro modelo de infeccion. Sin
embargo y como se menciono previamente, a pesar de la capacidad de B. abortus de inducir la activacion
de las células estrelladas y la concomitante fibrogénesis, hasta el momento no se ha establecido una
correlacion entre cirrosis hepatica y la infeccion con Brucella, incluso algunos autores consideran que es
improbable que la infeccion pueda generar suficiente tejido fibrotico como para provocar cirrosis [285,
288].

En este sentido, los resultados que obtuvimos y que fueron descriptos en el capitulo | indican que
existe un balance entre inflamacion y fibrosis ya que la respuesta de las células estrelladas puede ser
inflamatoria o fibrogénica de acuerdo a si estan infectadas o no y de su interaccion con otros tipos
celulares. Por otro lado, la reduccion del nimero de células activadas es un evento critico en la resolucion
de la fibrosis y esto ocurre principalmente por 3 mecanismos: senescencia, apoptosis y reversion hacia
un fenotipo inactivado similar al de las células quiescentes [236, 427-430]. En particular, la muerte por
apoptosis es un mecanismo clave, siendo las células activadas mas susceptibles que las quiescentes [428].
Nuestros resultados demuestran que B. abortus induce la muerte celular por apoptosis de las células
estrelladas LX-2. En consecuencia, la infeccion podria modular la fibrosis reduciendo el nimero de la
principal poblacion de células fibrogénicas del higado, de esta forma el depodsito de MEC se produciria
de manera controlada y autolimitada y por lo tanto la fibrosis no conduciria al desarrollo de cirrosis

hepatica.

En conjunto estos resultados indican que luego de la infeccion de las células estrelladas de higado, B.
abortus activa la via autofagica y desencadena una respuesta profibrogénica; por otro lado, esta
respuesta es modulada por otros tipos celulares presentes en el higado, y ademas la bacteria induce
luego la apoptosis de las células estrelladas. Estos mecanismos contribuirian a modular el desarrollo de

fibrosis en el higado.

90



Conclusicon general



Conclusiconw general

CONCLUSION GENERAL

En el presente trabajo de tesis demostramos que B. abortus es capaz de invadir y multiplicarse en la
linea de células hepaticas estrelladas humanas LX-2. La infeccién induce la expresion de a-SMA en las
células estrelladas, las activa y provoca la adquisicion de un fenotipo fibrogénico caracterizado por la
produccion de colageno, la secrecion de TIMP-1 y la inhibicion de MMP-9 por un mecanismo que implica
la secrecion de TGF-B1, la principal citoquina profibrogénica. Ademas, las células estrelladas producen
las quemogquinas IL-8 y MCP-1 frente a la infeccion, lo que contribuiria al reclutamiento de monocitos y

neutrofilos al foco infeccioso favoreciendo el proceso inflamatorio.

Los estudios de interaccion de las células estrelladas con monocitos y hepatocitos revelaron que los
sobrenadantes de hepatocitos y monocitos infectados con B. abortus tienen un efecto antifibrogénico
sobre las células LX-2 no infectadas, induciendo la secrecion de MMP-9 e inhibiendo la deposicion de
colageno. Sin embargo, cuando los sobrenadantes de monocitos y hepatocitos infectados fueron
utilizados para estimular a las células LX-2 infectadas, la bacteria inhibié la produccion de MMP-9
inducida por los sobrenadantes por una via que involucra la secrecion de TGF-81, y estimulé ademas la
deposicion de colageno por parte de las células estrelladas. Estos resultados indican que la respuesta de
las células estrelladas puede ser inflamatoria o fibrogénica de acuerdo a su estado de infeccion y de las

interacciones con otros tipos celulares.

Por otro lado, describimos la via molecular y los componentes estructurales que utiliza B. abortus
para inducir la adquisicion de un fenotipo fibrogénico por parte de las células hepaticas estrelladas.
Demostramos que la activacion de las células LX-2 mediada por la infeccion por B. abortus es dependiente
de la presencia de un SST4 funcional y de la proteina efectora BPEOO5 por un mecanismo que involucra

la via de sefnalizacion AMPc/PKA.

Ademas la respuesta fibrogénica que se desencadena frente a la infeccion con B. abortus esta asociada
a la activacion de la via autofagica. En este sentido demostramos que la bacteria induce la expresion de
los marcadores de autofagia Beclin-1, LC3 Il y p62 y que al bloquear la via (bafilomicina A1 y cloroquina)
se revierte el fenotipo fibrogénico adquirido por las células estrelladas. Asimismo demostramos que tanto
el SST4 como el efector BPEOO5 contribuyen a la induccion de la via autofagica, confirmando asi la
correlacion entre fibrosis y autofagia. Luego de la activacion de la via autofagica y la modulacion del
fenotipo de las células estrelladas hacia un perfil fibrogénico, la infeccion induce finalmente la muerte

por apoptosis de las células estrelladas.

Los resultados de este trabajo tienen correlacion con los obtenidos en los experimentos in vivo,
utilizando un modelo murino de infeccion. Mediante el analisis histologico pusimos en evidencia que los
higados de los ratones infectados con B. abortus presentaron simultaneamente focos con infiltrado
inflamatorio y regiones de tejido fibrético y que las principales células productoras de TGF-B en respuesta
a la infeccion son las células estrelladas de higado. Asimismo, los resultados histoldgicos corroboraron la

funcion de BPE0O5 en la modulacion del fenotipo fibrotico durante la infeccion con B. abortus,
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Conclusicw general

confirmando la relevancia de los hallazgos in vitro ya que la infeccion con B. abortus Abpe005 indujo un

menor nivel de fibrosis que el inducido por B. abortus WT en el higado de ratones.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis demuestran que B. abortus via
el SST4 y la proteina secretada BPEOO5 modula a las células LX-2 hacia un fenotipo fibrotico mediante
un mecanismo que involucra la activacion de la via autofagica, AMPc y PKA y que lleva en ultima instancia
a la muerte de las células LX-2 por apoptosis. Todos estos mecanismos contribuyen a explicar al menos

en parte los factores involucrados en el dano hepatico observado en la brucelosis humana.
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