UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Farmacia y Bioquimica

Estudio de los mecanismos y componentes de
Brucella abortus involucrados en la disminucion de

MHC-Iy la respuesta T CD8+* citotoxica.

Tesis presentada para optar al titulo de Doctora de la Universidad de Buenos Aires
Area de investigacion: Farmacia y Bioquimica

Subarea de investigacion: Ciencias de la Salud

Lic. Bioquimica Maria Ayelén Milillo

Directora de Tesis: Dra. Paula Barrionuevo

Consejero de Estudios: Dr. Pablo Baldi

Lugar de Trabajo: Laboratorio de Fisiologia de los Procesos Inflamatorios
Instituto de Medicina Experimental (IMEX),
CONICET - Academia Nacional de Medicina.

Buenos Aires, 2018



-No hay ciencia aplicada

Sin ciencia que aplicar-

Bernardo A. Houssay



Agradecimientos

A Pauli, mi mentora; ella me dirigid, escuchd y formo; no sélo es una gran profesional sino una
valiosisima persona a la que admiro y quiero. Gracias enormes por haberme ensefiado no sélo a
pipetear, sino a pensar con criterio y a luchar por una ciencia mas justa desde nuestro lugar. Soy
inmensamente feliz de haber sido su becaria.

A Lisi y a Aldi, mis compaferas de equipo. Por sus enriquecedoras charlas y consejos; por
acompafiarme logistica y moralmente en mis experimentos y por su colaboracién continua. A Lis le
agradezco particularmente ensefiarme a ejercer el rol de becaria en un grupo de trabajo y por su
infinita paciencia para contestar cada una de mis dudas.

A mis queridos compaiieros del FIPROIN (Martin, Gaby, Verito, Dai, Luigi, Pablito, Nahu y Fede)
porque todos los dias me sacan una sonrisa, aln en mis peores momentos, porque trabajar al lado
de ellos es una fuente inagotable de enriquecimiento personal y laboral. Por cada SAl a la que
asistimos y los vinitos de los viernes. Es un placer compartir los dias con personas tan predispuestas
para dar una mano o prestar un oido. Gracias por ensefiarme a trabajar en equipo.

A Guille por sus consejos experimentales y ayuda interminable para llevar a cabo nuestros proyectos
y a Vic por la predisposicion continua en cada una de las infecciones con Brucellaque le pedi para
mis experimentos. A las chicas del Satz por la buena onda y ayuda que siempre me brindan.

A Sergio Costa Oliveira y a Fabio Marinho, de la Universidad Federal de Minas Gerais en Brasil, por
los experimentos que desarrollamos alld con los BMM de ratones KO para TLR7 y por la buena
predisposicion con la que siempre participan de nuestros proyectos.

Alos chicos del laboratorio de Inmunologia de Enfermedades Respiratorias, por su apoyo y consejos;
especialmente a Lu y a Meli por las colaboraciones que forjamos, y a mi querida amiga de la facuy
del l[aboratorio Marin, por nuestras eternas charlas en las tardecitas del labo.

A las personas que se encargan de que siempre una tenga los elementos necesarios para trabajar
diariamente en el labo, Evelita y Graciela.

A los becarios y becarias del IMEX, por el entusiasmo y la solidaridad que demuestran dia a dia; en
especial a Andre por las charlas en nuestro querido cuarto de Biologia Molecular mientras haciamos
las extracciones de ARN.

Alos docentes de la catedra de Microbiologia General de |a Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP,
porque luchamos dia a dia por la educacién universitaria publica y gratuita, porque gran parte de
mi formacidn se la debo a ellos; un grupo hermoso de personas que siempre mira hacia adelante y
con los cuales comparto la vocacion de ensefiar, una actividad extremadamente enriquecedora que
desempefio con el mayor orgullo. Por sus consejos, por las reuniones (de catedra y las nocturnas) y
por las risas compartidas.



A mi familia. En primer lugar, a mis viejos, Pichi y Marisita, porque sin ellos nada de esto habria sido
posible, por levantarme en mis caidas y alentarme en mis logros, por ensefiarme a mirar siempre la
mitad del vaso lleno, a luchar por lo que quiero hasta el cansancio, porque son mi mejor ejemplo de
responsabilidad y dedicacidn en todos los aspectos de la vida. A mi hermano Luy a mi hermana Yas,
por la relacion maravillosa que tenemos que nos une mas alld de nuestras diferencias y por estar
siempre en cada paso que doy, firmes con una sonrisa. A los cuatro por mostrarme lo que es tener
una familia hermosa. A mis abuelos y abuelas queridos quienes no estan presentes fisicamente pero
si en el recuerdo de haber compartido hermosos momentos juntos. A mis tios/as y primos/as del
corazén. A mis cufiadas/os y sobrinas/os hermosas/os, porque son Unicos.

A mi gran amor, Matias, no me alcanzan estas lineas para agradecerte todo lo que haces por mi
desde hace 15 afios; por ser mi gran sostén en el dia a dia, por tus innumerables consejos y por
acompafiarme en cada paso que doy, porque todo parece mas facil al lado tuyo. “Todo estd vivo a
pesar del dolor, si me sonreis”.

A mi familia por eleccidn, mis amigas y amigos: mis hermanas/os del colegio (Luchi, Mire, Pili, la
enana y Cris), de la facultad (Natsy, Ro, Dami, Meli, Ailu, Reymon, lvita y la Mari); companieras,
profes y amigas de baile; y amigas/os de mi querido barrio, Gonnet, en especial a Aldiy Lauri; porque
son mi cable a tierra, porque todas/os hacen que la vida sea mas facil y divertida y siempre estan
presentes en todo lo que hago.

A mis hermosos perros, Baco y Suki.



Estudio de los mecanismos y componentes de Brucella abortus

involucrados en la disminucion de MHC-1 y la respuesta T CD8* citotoxica.

Resumen

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de distribucién mundial ocasionada por
microorganismos del género Brucella Dichas bacterias se comportan como patdgenos intracelulares
facultativos capaces de sobrevivir y multiplicarse dentro de las células del sistema mononuclear
fagocitico y los tejidos asociados. Esta enfermedad es zoondtica y endémica en varios paises en vias de
desarrollo generando un problema serio para la salud publica y para la ganaderia. La infeccion con B.
abortus activa tanto el sistema inmune innato como adaptativo generando una respuesta pro-
inflamatoria que favorece la diferenciacidn de células T hacia un perfil Th1, con la consecuente induccién
de LT CD8" citotdxicos. A pesar de esta respuesta inmune, dicha bacteria puede persistir dentro de los
macrofagos que infecta, estableciendo una infeccidn crénica.

Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que la infeccion de
monocitos/macréfagos humanos con B. abortusdisminuye la expresiéon inducida por IFN-y de las MHC-
| en superficie. Como consecuencia, los macréfagos infectados presentan disminuida capacidad de
presentacion antigénica a los linfocitos T CD8*. Concretamente, observamos que la disminuciéon de MHC-
| reside en la capacidad de B. abortuspara retener dichas moléculas dentro del aparato de Golgi. Sin
embargo, aln desconociamos varios aspectos relevantes de dicho fenémeno, a saber: los componentes
de la bacteria involucrados, los mecanismos y las posibles vias de sefializacién gatilladas. En este trabajo,
en primer lugar, observamos que la disminucion de MHC-I depende de que las bacterias estén
metabdlicamente activas y no asi de los factores de virulencia mas relevantes de las bacterias. En
concordancia con esto, recientemente se describié una nueva clase de PAMPs asociados a viabilidad
bacteriana, llamados vita-PAMPs, siendo el ARN procariota uno de ellos, ya que los mismos se
encuentran exclusivamente en bacterias vivas y se expresan activamente durante las fases tempranas
de lainfeccién. En este trabajo de tesis demostramos que un componente responsable de la disminucidn
de MHC-I es el ARN de B. abortus Aun mas, los productos de la digestién del ARN con una ARNasa
procariota fueron también capaces de reproducir este fenémeno. Asimismo, demostramos que el
receptor a partir del cual se disparan los eventos que conducen a la disminucion de MHC-I es el TLR8
humano/TLR7 murino. En cuanto a la via de sefializacion involucrada, demostramos que el fenémeno es
disparado de manera temprana (8 horas post infeccidn), manteniéndose incluso a las 24 y 48 horas.

Asimismo, el bloqueo del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), ErbB2 (HER2) o la



inhibicidn de la enzima convertidora de TNF-a (TACE), involucrada en la generacion de ligandos solubles
tipo EGF, resultaron en una reversion parcial de la expresion en superficie de MHC-I. Por otro lado, EGF
y TGF-a recombinantes fueron capaces de reproducir la disminucién de MHC-I mediada por B. abortus
y su ARN, siendo este efecto sinérgico. Finalmente, cuando se realizé la infeccidon con la bacteria en
presencia de un inhibidor de la via de las MAPK ERK (Erk1/2) se revirtié significativamente la disminucidn
de la expresion de MHC-I. Alun mas, la neutralizacién de EGFR en las células estimuladas con ARN o
ligandos sintéticos, revirtio la disminucién de la expresion de MHC-I, sugiriendo también una conexién
entre TLR8 y la via de EGFR. Respecto al mecanismo de retencién de MHC-I, los resultados con un
inhibidor de la acidificacion de las cisternas del aparato de Golgi, monensina, sugieren que una
incorrecta acidificacion del aparato de Golgi mediada por B. abortuspodria conducir al transporte
impedido de estas moléculas a la superficie. Por ultimo, observamos que estos fendmenos tienen
relevancia bioldgica, dado que la reducida expresion de MHC-I provoca una disminucién en la
funcionalidad de los LT CD8".

En conjunto, nuestros resultados establecen que el vita-PAMP ARN es un componente utilizado
por B. abortugpara disminuir la expresion de MHC-I, mecanismo por el cual este patégeno podria evadir
el reconocimiento y la eliminaciéon por parte de los linfocitos T citotdxicos, persistiendo en el hospedador

y estableciendo una infeccién crénica.

Palabras clave: Brucella abortusARN; monocitos; MHC-I; estrategias de evasidén inmune.
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Introduccién

BRUCELOSIS - Generalidades

La brucelosis es una infeccidon zoondtica de distribucién mundial causada por bacterias del género
Brucella[1]. Esta enfermedad afecta al hombre y a los animales domésticos, fauna silvestre y mamiferos
marinos, estando su presentacidn en humanos intimamente ligada con la enfermedad en los animales
domeésticos [2]. Todas las consecuencias derivadas de esta enfermedad como la disminucién de la
capacidad reproductora, los abortos en el ganado, el parto de crias débiles y la contaminacidn de lacteos
y carne, provocan cuantiosas pérdidas econdmicas tanto en la industria agropecuaria como en la salud
publica [3]. En Argentina la enfermedad es endémica a pesar de contar con un Programa Nacional de
Control y Erradicaciéon de Brucelosis. Aunque no existen datos epidemiolédgicos certeros en varias
regiones endémicas, debido al subdiagndstico y a la subnotificacion, se estima que hay una incidencia
mayor a 500.000 casos anuales [4]. Las pérdidas econédmicas anuales asociadas a esta enfermedad se
valoran en aproximadamente USS$ 60.000.000 [5].

La brucelosis humana posee un amplio espectro clinico y se caracteriza por presentar una gran
tendencia a la cronicidad, la cual se asocia a recaidas sucesivas a partir de una forma aguda o a
manifestaciones focales. Los signos clinicos de los pacientes infectados con Brucellaspp. varian
dependiendo del estadio de la enfermedad y de los drganos y sistemas involucrados. Las complicaciones
debidas a la focalizacién de la enfermedad se evidencian por infecciones supurativas de diferentes
érganos o sistemas. Dentro de las mas frecuentes se encuentra la enfermedad osteoarticular, que se
puede presentar como artritis, espondilitis, sacroileitis u osteomielitis. El segundo sitio de focalizacién
mas comun es el sistema genitourinario, presentandose en el hombre como orquitis o epididimitis. La
infeccidn adquirida durante el embarazo constituye una complicacién relevante dado que aumenta el
riesgo de abortos espontdneos [6,7]. Aparte de las ya mencionadas, pueden aparecer otras
manifestaciones como meningitis y astrogliosis (neurobrucelosis), hepatitis granulomatosa y difusa (a

nivel hepatico) y endocarditis, entre otras [1,2].

ETIOLOGIA

Las especies del género Brucellgpertenecen a la clase o-proteobacteria, orden Rhizobiales, familia
Brucellaceae [8]. Brucellaspp. son cocobacilos Gram negativos pequefios, aerobios estrictos y de
crecimiento lento. No poseen capsulas ni flagelos ni tampoco forman esporas [9]. Son microorganismos
resistentes a la desecacién, pudiendo permanecer viables durante largo tiempo en el ambiente. Cuando
infectan a un hospedador, su nicho preferencial es el intracelular. Principalmente, residen dentro de
células del sistema reticuloendotelial y los tejidos asociados, donde son capaces de sobrevivir y

multiplicarse. A diferencia de muchas otras bacterias, su genoma estd compuesto por 2 cromosomas
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circulares y carece de plasmidos [10]. La Unica excepcidn dentro del género lo constituye la biovariedad
3 de B. suisque cuenta con un Unico cromosoma de gran tamafio [11].

En la actualidad, el género Brucellase encuentra en expansion. Historicamente, constaba de 6
especies cldsicas clasificadas de acuerdo a variaciones antigénicas y a su hospedador preferencial: B.
melitensis B. suis B. abortus B. neotomag B. canisy B. ovis Actualmente, ademdas se reconocen
biovariedades dentro de las 3 especies clasicas mas importantes: B. abortuscuenta con 8, B. melitensis
con 3y B. suigosee 5 biovariedades [9]. Las primeras nuevas incorporaciones al género correspondieron
a las especies aisladas de animales marinos: B. pinnipedifisy B. ceti[12]. En 2008 se reportaron otras 2
nuevas especies: B. microtj aislada en un primer momento de ratones salvajes [13], y posteriormente
encontrada también en zorros rojos [14] y como contaminante en el suelo [15], y una cepa inusual de
Brucellallamada BO1. Esta Gltima cepa fue aislada de un implante mamario de una mujer de 71 afios con
sintomas de brucelosis. Recién en el afio 2010 esa misma cepa, fue diferenciada molecularmente del resto
de las especies y propuesta como una nueva especie, denominada B. inopinata[16,17]. Ese mismo afio
se aislo la cepa de BrucellaBO2 de un paciente con enfermedad pulmonar crénica que poseia una gran
similitud con B. inopinata[18]. En el afio 2014 se establecié una nueva especie aislada a partir de crias
nacidas muertas de mandriles, B. papionig19]. Finalmente, en el afio 2015 se aislé B. vulpisEsta fue
hallada en los nddulos linfaticos mandibulares de dos zorros rojos en Austria y fue asignada a un clado
diferente ya que no pudo ser incluida en ninguna de la especies anteriormente descriptas [20]. Las ultimas
incorporaciones corresponden a cepas aisladas de ranas como la rana arbédrea africana (Pyxicephalus
adspersu[21] y la rana arbdrea de ojos grandes de Africa (Leptopelis vermiculat(i$22]. El primer caso
de infeccién por Brucellade un anfibio en América, fue hallado en una rana Pac-Man (Ceratophyrus
ornate) en un hospital veterinario de Texas [23]. Los analisis filogenéticos revelaron que los
microorganismos aislados de ranas estan estrechamente relacionados con las cepas de B. inopinataBO1
y BO2 [24].

De todas las especies de Brucelladescriptas hasta el momento, B. melitensisB. abortusB. suisy
B. canison las mas patégenas para el hombre. De ellas, las tres primeras son responsables de la mayoria
de los casos de brucelosis humana [25,26]. En los ultimos afos también se ha reconocido el potencial
zoonotico de las especies marinas y su correlacién con las formas complicadas de la enfermedad como la
neurobrucelosis [27,28]. Por otra parte, B. inopinatafue aislada de un caso humano si bien no se conoce
su reservorio natural ni su ecologia (Tabla 1) [16,17].

En los ultimos afos, se ha logrado secuenciar la mayoria de los genomas de las especies de
Brucellademostrando que el género es altamente homogéneo. Si bien, los genomas de las 6 especies

clasicas de Brucellatienen una homologia mayor al 90%, se desestimd la posibilidad de considerarlas
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como parte de una sola especie, imponiéndose la clasificacién en distintas especies de acuerdo,

principalmente, al hospedador preferencial (Tabla 1) [9]. Asimismo, las especies de Brucellase clasifican

generalmente como lisas (S) o rugosas (R), de acuerdo al aspecto de las colonias que forman en medio

sélido (Tabla 1). Estas diferencias en el fenotipo de la colonia se deben a desigualdades en la composicién

qguimica del lipopolisacdrido (LPS) expresado en la superficie bacteriana. Ademas, existe una relacién

entre el tipo de colonia y la virulencia; en general, las cepas lisas son mas virulentas [29].

Aspecto de las
loni . . Nivel de patogenicidad en
colonias de Especies Hospedador preferencial patog
acuerdo a la humanos
expresion del LPS
. . . . . Elevada. Causa mas comun de
B. melitensis Caprinos, ovinos, camélidos )
brucelosis humana.
Bovinos, camélidos, bufalos, Moderada. Segunda causa mas
B. abortus . , :
bisontes comun de brucelosis humana.
B. suis Porcinos, jabalies, renos, caribues, Moderada. En ascenso, con
' roedores cazadores de jabalies en riesgo.
B. neotomae Roedores No reportada
o 5 Moderada. Reportes de
Especies Lisas (S) B. pinnipedalis Focas, lobos marinos manifestaciones complicadas
(neurobrucelosis, espondilitis).
Moderada. Reportes de
B. cet Delfines, focénidos manifestaciones complicadas
(neurobrucelosis, espondilitis).
B. microti Roedores salvajes No reportada
B. inopinata Desconocido
B. papionis Mandriles No reportada
Desconocida B. vulpis Zorros rojos No reportada
. B. ovis Ovinos No reportada
Especies Rugosas
. . Moderada. En ascenso en
(R) B. canis Caninos ) . .
particular en Sudamérica

Tabla 1. Caracteristicas de las especies del género Brucella[26,30,31].
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EPIDEMIOLOGIA

La brucelosis es considerada como la zoonosis bacteriana mas comun a nivel mundial con
alrededor de 500.000 nuevos casos por ano [32]. La incidencia y prevalencia de la enfermedad en
humanos varia geogrdficamente y se encuentra en constante cambio debido a razones sanitarias,
socioecondmicas y politicas, y al incremento en el nimero de los viajes de caracter internacional (Figura

1) [3].

Incidencia anual de brucelosis

(casos por millén de habitantes)

> 500

50 —-500 A
10-50 \
2-10

<2

Posiblemente Endémica — Sin Datos

No Endémica — Sin Datos
Figura 1. Mapa global de la incidencia de brucelosis humana, modificado de [32].

Historicamente las regiones de mayor prevalencia eran el Mediterraneo, el oeste de Asia y algunas
zonas de Africa y Latinoamérica [32]. Sin embargo, el mapa global de brucelosis ha cambiado
significativamente en los ultimos afios. En América del Norte, el programa Nacional de erradicacion de
brucelosis bovina empleado en Estados Unidos reflejé un descenso de 6321 casos en 1947 a 100 casos
para el afio 2001 [33]. Distinto es el panorama en paises del Mediterraneo, Asia Central, India, norte y
este de Africa que aun en la actualidad no pueden ser considerados libres de brucelosis. La enfermedad
inicialmente fue descripta en Malta, donde aun hoy se encuentran casos esporadicos de la patologia.
Francia fue declarada libre de la enfermedad en animales en 2005, mientras que el nimero de casos en
Espafia, Portugal y Grecia disminuye cada afio. De manera similar, en Latinoamérica la incidencia en este
momento se encuentra en descenso, a excepcién de México y Perl que contintan reportando una

cantidad considerable de casos anualmente. Al contrario, paises del norte de Africa, incluyendo Egipto,
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presentan grandes problemas de endemia, mientras que el reconocimiento de la enfermedad en Africa
subsahariana ha aumentado recientemente [26]. Por su parte, la situacion en paises del Medio Oriente
estd empeorando rapidamente. Siria continda siendo el pais con la mayor incidencia anual mundial y el
ndmero de casos reportados se duplica cada afio. La incidencia en paises como Turquia sigue siendo muy
alta y la enfermedad aun es endémica en Irak y Afganistan, aunque las estadisticas oficiales estén
subvaloradas y los esfuerzos para controlarla sean dificiles en parte por la guerra y la escasez de recursos
[32].

Simultdaneamente, han emergido dos grandes focos hiperendémicos: paises del centro de Asia
pertenecientes a la ex Unidn Soviética y paises de la peninsula Balcanica. Armenia, Azerbaiyan, Georgia,
Kirguistan, Uzbekistan, Tayikistdn y Turkmenistan junto con Mongolia, otro pais dentro de esta region, se
encuentran dentro de los 25 paises con mayor incidencia a nivel mundial [32]. La re-emergencia de la
brucelosis en estas naciones se asocio al colapso de la infraestructura administrativa, econdmica y de
salud publica luego de la caida de la URSS (Unién de Republicas Socialistas Soviéticas) [25]. La enfermedad
se ha esparcido y ha llegado a paises previamente libres de brucelosis como Bulgaria. Sin embargo, el
principal foco de la enfermedad se encuentra en Albania y Macedonia, mientras que Bosnia-Herzegovina
ha visto un aumento dramdtico en el nimero de casos anuales [26]. Conjuntamente a los paises de la ex
union Soviética y la peninsula Balcanica, nuevos focos de brucelosis son continuamente reportados, como
por ejemplo Corea del Sur [34].

Asimismo, se han reportado casos de re-emergencia de la enfermedad. En este apartado se
encuentra China. En este pais, la incidencia de la brucelosis era bastante severa hasta los afios 80,
momento a partir del cual comenzé a disminuir. Sin embargo, a mediados de los afios 90 comenzé a
visualizarse un aumento en el nimero de los casos reportados por afio, situaciéon que continta hasta el
presente [32,35].

Dado que la distribucién geografica de la brucelosis humana esta intimamente relacionada a la
distribucién de la brucelosis animal, algunos paises han implementado programas enérgicos de
erradicacion de la brucelosis bovina causada por B.abortus disminuyendo radicalmente su incidencia en
los ultimos afios. En la actualidad, solo unos pocos paises han sido declarados libres de la enfermedad en
animales, lo cual resulta determinante para su prevalencia en humanos. Entre ellos se encuentran
Francia, el Reino Unido, los paises escandinavos, los Paises Bajos, Bélgica, Austria, Suiza, Canada, Japdn,
Australia y Nueva Zelanda. Sin embargo, la vigilancia en estos paises debe ser continua, ya que por
ejemplo se han reportado dos brotes de brucelosis bovina en Francia en 2012 [33]. La incidencia anual en
ciertos paises como Estados Unidos y Chile también ha alcanzado niveles realmente bajos y solamente

estd relacionada al contagio de personas que viajaron a zonas endémicas [32].
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Cabe destacar que, si bien en varios paises los casos de brucelosis humana deberian ser
notificados a las autoridades sanitarias locales, la enfermedad se encuentra sub-reportada y los nimeros
oficiales constituyen sélo una fraccion de la verdadera incidencia de la enfermedad. La razén de este
acontecimiento estd asociada a la dificultad en el diagndstico de la enfermedad. Por lo tanto, la incidencia
real de la brucelosis es desconocida [3]. Por otra parte, muchos paises no cuentan con estadisticas
formales [32].

En la Argentina, la brucelosis humana esta altamente relacionada con la enfermedad en animales.
Se han reportado casos de infecciones por B. abortus(ganado bovino), B. ovis(ganado ovino), B.
melitensis(ganado caprino) y, en menor medida, B. suigcerdos) y B. canigperros) [36]. En cuanto a la
brucelosis bovina, un estudio realizado en 2014 revelé una prevalencia animal del 0,8% y una prevalencia
de predios del 12,35% para la zona de mayor produccion bovina (Buenos Aires, Santa Fe, Cérdoba, Entre
Rios, Corrientes, La Pampa, San Luis, parte de Formosa, Santiago del Estero y Chaco) (Fuente: Programa
de Brucelosis SENASA). La brucelosis por B. melitensisv.1 es altamente endémica en la regidn del Chaco
saltefio, Catamarca y en las regiones centro y oeste de la provincia de Formosa. La incesante presencia
de la enfermedad en animales constituye un foco de peligro continuo para la poblacién. En nuestro pais
los casos de brucelosis en humanos deben ser notificados a las autoridades sanitarias. Semanalmente, el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE) de la Direccion de Epidemiologia del Ministerio
de Salud de la Nacién informa los casos detectados por provincia y regiones sanitarias. El pico de la
enfermedad registrada fue en el afio 1997 con 687 casos, momento a partir del cual la incidencia comenzé
a descender hasta llegar en 2005 a los 300 casos por afo en todo el pais [36]. En los afios subsiguientes
el nimero de casos reportados fue variable, pero con una tendencia continua hacia el descenso (Figura
2). A pesar de estos datos, nuevamente se debe reforzar el concepto de que las estadisticas oficiales no
reflejan el nimero real de personas infectadas. Se estima que la verdadera incidencia de la enfermedad
seria de 10 a 25 veces mas alta que la indicada [36]. En este contexto, los esfuerzos para el control de la

enfermedad deben ser constantes.
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Figura 2. Incidencia de brucelosis humana en Argentina. Fuente: Boletin integrado de Vigilancia. Ministerio
de Salud y Desarrollo de la Nacién.

FUENTES Y VIAS DE INFECCION

La principal fuente de infeccién para los humanos son los tejidos bioldgicos, productos de abortos,
leche y, en menor medida, las secreciones genitales de animales infectados. Es por eso que la
susceptibilidad a la enfermedad estd intimamente ligada al contacto directo con fetos abortados o
placentas de hembras infectadas, por el contacto con aerosoles como asi también por consumo de
alimentos contaminados provenientes de animales infectados. Las bacterias ingresan al organismo
principalmente a través de las mucosas de las vias respiratoria y digestiva, aunque también pueden
hacerlo por abrasiones presentes en la piel [2,37]. La tabla 2 presenta las vias de transmision mas
comunes junto con la fuente de infeccidon y la poblacion de riesgo asociada. Debido a su potencial
epidémico, la ausencia de una vacuna humanay la eficiencia de la infeccidn a través de aerosoles, Brucella
es clasificada como un agente perteneciente al Grupo de Riesgo 3 (Fuente: OMS) y es considerada un
potencial agente bioterrorista [38].

La brucelosis exhibe dos patrones epidemiolégicos en el hombre. El primero es un patréon urbano-
alimentario, asociado al consumo de leche cruday sus derivados. A pesar de que el consumo de carne no
es una fuente importante de contaminacion, dado que la carga bacteriana en los tejidos musculares de
los animales es baja, se han reportado casos de infeccion asociados al consumo de bazo e higado poco
cocidos [39]. El segundo es un patrdn rural-laboral, asociado a peones de campo, veterinarios o personal
de laboratorio que pueden contraer la enfermedad por contacto con ganado infectado o por contacto

con muestras contaminadas [2,36,40,41]. La inoculacién accidental del personal de campo con las cepas
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vacunales puede desencadenar la patologia dado que, aun siendo cepas atenuadas, son consideradas
potencialmente patogénicas [42] (Tabla 2).

La enfermedad en humanos es frecuente en paises en los cuales la infeccién por Brucellaes
endémica en la poblacién animal. Sin embargo, la transmisidon entre humanos es extremadamente inusual

[43]. De hecho, se encuentran reportados 45 casos de brucelosis por transmisién directa entre humanos,

de las cuales 61% fueron debidas a transmisidn feto-placentaria o a través de la leche materna [7].

ViA DE PUERTA DE i ]
3 FUENTE DE INFECCION POBLACION EN RIESGO
TRANSMISION ENTRADA
Tejidos animales o
Trabajadores de la industria
personas infectadas o sus
Piel erosionada, de la carne, veterinarios,
productos como ganglios,
Contacto conjuntiva, peones de campo, personal
sangre, orina, semen,
mucosa nasal de laboratorio o de servicios
secreciones vaginales, fetos
de salud
abortados y placentas
Alimentos no pasteurizados
de origen animal como
leche y sus derivados y en
Ingestion Mucosa digestiva | menor medida carnes poco Poblacién en general
cocidas (la carga bacteriana
en el tejido muscular es
baja)
Aerosoles en laboratorios
con muestras
contaminadas, vacunas Personal de laboratorio,
vivas, aerosoles en lugares trabajadores de la lana,
Inhalacién Mucosa nasal
contaminados como personal de limpieza de los
establos, mataderos, salas establos
de recepcidn de leche,
lanas, etc
Parenteral o Personal de laboratorio,
Vacunas vivas, material
Inoculacion endovenosa por veterinarios, poblacién en
bioldgico contaminado
transfusiones general
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Via
Tejidos maternos
Perinatal transplacentaria o Fetos
infectados, leche materna
mucosas

Tabla 2. Vias de infeccién de Brucellaspp. en el hombre y las poblaciones susceptibles [2].

SIGNOS Y SINTOMAS

El cuadro clinico y la evolucion de la infeccidn varian en funcidn de la especie animal afectada. B.
abortus afecta principalmente al ganado vacuno, teniendo preferencia por el endometrio gravido y la
placenta fetal. La principal manifestacidn clinica de la infeccién aguda en los animales es el aborto durante
el ultimo tercio de la gestacién o el nacimiento de animales prematuros poco viables. Se estima que entre
el 40 y el 50% de las vacas afectadas tienen obstaculizada su capacidad reproductora como resultado de
la enfermedad [44]. Las mamas y los ganglios linfaticos asociados también pueden infectarse y los
microorganismos pueden aparecer en la leche. La enfermedad es generalmente asintomatica en las
hembras no prefiadas. En bovinos machos provoca alteraciones testiculares y una disminucién de la
fertilidad, acompafiadas algunas veces por abscesos en testiculos y epididimo [44].

En humanos, el periodo de incubaciéon puede variar de acuerdo a la virulencia de la especie
infectiva, la via de infeccidon y la dosis infectante. En el caso de la adquisicién a través de las vias
respiratorias, en donde la carga bacteriana infectiva que produce patologia es pequefia, el tiempo de
desarrollo de la enfermedad serd menor. El periodo de incubaciéon puede variar entre 1 y 3 semanas,
aunque la sintomatologia puede aparecer recién varios meses después. De acuerdo al tiempo de
evolucidn de los sintomas, Young clasifico la brucelosis arbitrariamente bajo 3 estadios: aguda, subaguda
y crénica. Se considera fase aguda a los primeros 3 meses de la enfermedad, subaguda cuando el proceso
infeccioso conlleva un periodo de entre 3 meses y 1 afio y crdnica cuando la evolucion del proceso
infeccioso continua por mas de un afio [45]. La capacidad de Brucellapara persistir y sobrevivir
intracelularmente favorece que la enfermedad se torne crdnica. Es interesante notar que la virulencia y
la tendencia a la cronicidad varian entre especies de Brucella siendo B. abortusy B. suidas de mayor
tendencia hacia la enfermedad crénica. Por el contrario, B. melitensigrovoca las infecciones mas agudas
y severas tanto en humanos como en animales [46]. La patologia posee un indice de baja mortalidad,
pero puede dejar secuelas incapacitantes de diversa magnitud. La mayoria de los pacientes presenta
sintomatologia variable. El principal sintoma es la fiebre continua, intermitente o irregular, de duracidn
variable de entre 10 y 30 dias. La fiebre no tiene un patrdn caracteristico que pueda diferenciarla de la
causada por alguna otra patologia. Otros sintomas importantes son: cefalea, escalofrios, fatiga, diaforesis
(sudoraciones nocturnas con olor caracteristico), mialgias (dolores musculares), artralgia (dolores

articulares), disuria (dificultad para orinar), pérdida de peso, anorexia y malestar generalizado [2]. Los
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signos clinicos que puede percibir el médico en el examen fisico de los pacientes incluyen hepatomegalia
(agrandamiento del higado) y/o esplenomegalia (agrandamiento del bazo); leucopenia moderada y una
relativa linfocitosis y leve anemia con trombocitopenia en el recuento celular en sangre [47].

La brucelosis humana puede presentar manifestaciones focalizadas en diversos érganos como una
de sus caracteristicas clinicas mds relevantes. La complicacidon osteoarticular es la presentacién mds
frecuente de las formas focalizadas, la cual puede afectar articulaciones periféricas, articulaciones
sacroiliacas o la columna vertebral. Los signos clinicos inflamatorios caracteristicos de esta manifestacién
son artritis, espondilitis (inflamacidon de las vértebras), sacroileitis u osteomielitis [48,49]. El segundo sitio
de focalizacion mds comun es el sistema genitourinario, donde se puede presentar en el hombre como
orquitis o epididimitis. La infeccion adquirida durante el embarazo genera un riesgo de aborto
espontaneo, mayoritariamente durante el primer y segundo trimestre, aunque la incidencia del mismo
en humanos es muy baja [6,50]. En el higado, la infeccién con Brucellainduce lesiones tanto
granulomatosas como no granulomatosas. Histoldgicamente, los granulomas muestran necrosis central,
un infiltrado de células polimdrficas y fibrosis periférica [51]. Brucellatambién tiene la capacidad de
afectar al sistema nervioso y presentar signos inflamatorios como encefalitis y meningitis. Esta forma
focalizada de la enfermedad se denomina neurobrucelosis. La pérdida del suefio, dolores de cabeza,
confusion y sordera son algunos de los sintomas descriptos en pacientes que padecen meningoencefalitis

por infeccion con Brucella[52].

DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

El diagndstico de brucelosis en el humano es dificultoso debido a la naturaleza cambiante y el
amplio espectro de manifestaciones clinicas que puede presentar en cada paciente [47]. Ademas de
considerar la historia clinica, es recomendable realizar un estudio bacterioldgico complementado con el
analisis de los anticuerpos séricos. Si la enfermedad es diagnosticada tempranamente y se trata en forma
adecuada presenta en general una evolucién favorable.

Los métodos seroldgicos sélo aportan un diagndstico presuntivo. El diagndstico de certeza se
establece por aislamiento del microorganismo a partir de cultivos de sangre, médula ésea u otros tejidos.
Sin embargo, las dificultades propias de la implementacion del aislamiento de Brucellaa partir de los
distintos tejidos hacen que los métodos indirectos sean los recursos mas utilizados.

El tratamiento recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud para la brucelosis aguda en
adultos contempla dos opciones, ambas incluyen la administracion de doxiciclina (100 mg) durante 6
semanas, ya sea combinada con estreptomicina (750 mg) durante 2 a 3 semanas o rifampicina (600-900
mg) durante 6 semanas. Otros antimicrobianos que se pueden utilizar en combinacidn con los anteriores

incluyen el trimetoprima-sulfametoxazol o las quinolonas [2]. En las formas agudas de |la enfermedad, la
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administracién precoz y prolongada de una apropiada combinacidn de antibiéticos logra la remisién del
cuadro clinico en al menos el 90% de los casos.

Para evitar la propagacion de la enfermedad, en los animales se utilizan vacunas generadas a
partir de cepas vivas atenuadas. En la actualidad, se dispone de dos cepas vacunales lisas: B. abortusepa
19 (S19) para el ganado vacuno y B. melitensiREV-1 para pequefios rumiantes; y una cepa atenuada
rugosa, B. abortusRB51 para el ganado vacuno [53]. No se ha desarrollado hasta el momento una vacuna

para humanos.

COMPOSICION DE LA MEMBRANA Y ESTRUCTURA ANTIGENICA DE BRUCELLA
SPP.

Aligual que el resto de las bacterias Gram negativas, las bacterias del género Brucellaposeen una
pared celular formada por una membrana interna y una membrana externa (ME), las cuales delimitan un
espacio peripldsmico intermedio. Este espacio contiene componentes solubles y un gel glucopeptidico
denominado peptidoglicano, responsable de mantener la forma e integridad osmdtica de la bacteria

(Hustracién 1) [54].
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llustracidén 1. Esquema representativo de la membrana y el LPS de Brucellaspp.

La ME de Brucellacontiene proteinas, fosfolipidos y un lipopolisacarido (LPS), considerado como
el principal antigeno en las bacterias Gram negativas [55]. El LPS es una molécula anfipdtica que consta
de una parte exclusivamente polisacaridicas dirigida hacia el exterior y otra parte glucolipidica (lipido A)
inserta en la ME y por lo tanto no expuesta a la superficie. La parte polisacaridica del LPS se divide en dos

secciones: un oligosacarido intermedio, llamado nucleo, y la cadena O (llustracidn 1). De acuerdo a la
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expresion del LPS, las colonias pueden adquirir distintos aspectos cuando son cultivadas en un medio
sélido y de esta manera, ser clasificadas en cepas lisas, S (del inglés smooth, o cepas rugosas, R (del inglés
rough). La porcidn polisacaridica del LPS se expresa de manera intacta y esta expuesta en las cepas lisas
(LPS-S) o ausente (o presente con pocos residuos) en las cepas rugosas (LPS-R). El lipido A del LPS de
Brucellase encuentra inmerso en la capa lipidica actuando como soporte o union del resto de la molécula
a la superficie bacteriana. A diferencia del lipido A de la mayoria de las enterobacterias, se caracteriza por
su alta hidrofobicidad, su bajo grado de sustitucidon y por poseer cadenas alifaticas mas largas. El ntcleo
estd compuesto por glucosa, manosa, 2-amino-2,6-dideoxi-D-glucosa (quinovosamina), 2-amino-2-deoxi-
D-glucosa (glucosamina), dacido 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 configuraciéon a-1,2 usualmente con una longitud de

cadena media de 96 a 100 subunidades glicosilicas (Figura 3) [56].
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Figura 3. Estructura del LPS de las especies lisas de Brucella modificado de [57].

Las bacterias del género Brucellaposeen ciertas diferencias con respecto a la composicion de la
membrana celular de otras bacterias Gram negativas. En primer lugar, las caracteristicas quimicas, fisicas
y bioldgicas de la estructura del LPS difieren cuanti y cualitativamente del LPS “clasico” de las
enterobacterias como Escherichia colb8]. Las moléculas de LPS de las especies clasicas de Brucellase
caracterizan también por su heterogeneidad a nivel, no sélo de la cadena O, sino también del nucleo y
del lipido A [59]. A diferencia de otras endotoxinas, el LPS de Brucellano es pirogénico, no induce una
reaccion de Shwartzman localizada, no aumenta la sensibilidad del hospedador a la histamina, no activa
la cascada del complemento de manera significativa y es un mitégeno muy débil para linfocitos B murinos
y humanos. Comparado con el LPS de las enterobacterias, se requieren concentraciones 100 a 1000 veces
mas altas de LPS de Brucellapara inducir muerte por shock endotdxico. Ademas, la alta hidrofobicidad de
las cadenas largas de polisacdridos podria favorecer la agregacidn del LPS y, de esta manera, impedir la

accion de los péptidos policatidonicos como una estrategia mas de resistencia a los sistemas bactericidas
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[58]. Debido a las caracteristicas del LPS, sustratos hidrofébicos facilmente permean la ME de Brucella
[60,61]. Por lo tanto, la estructura quimica atipica del LPS le confiere a este grupo de bacterias beneficios
en su capacidad de supervivencia y replicaciéon [58].

Asociadas al LPS y formando parte de la membrana se encuentran las proteinas de la membrana
externa (Omps), muchas de las cuales han sido caracterizadas desde el punto de vista genético,
inmunolégico, estructural y funcional [62]. Estas proteinas se han dividido en 3 grupos de acuerdo a su
peso molecular: grupo 1 (88 o0 94 kDa); grupo 2 (36-38 kDa) y grupo 3 (25-27 y 31-34 kDa) [63]. Las Omps
del grupo 2 fueron clasificadas como porinas y lipoproteinas que tienen semejanza a la lipoproteina de
Braun de E. coli61]. Asi también, las proteinas de los grupos 2 (Omp2ay Omp2b) y 3 (Omp25y 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” [54]. 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 (llustracion 1) [64]. A través de diversos
estudios se ha confirmado la inmunogenicidad de las Omps y su posible utilidad en la generacién de
vacunas [65,66].

Ademas de las diferencias en cuanto a su LPS, existen discrepancias sutiles pero notables en
cuanto a la ME de las bacterias del género Brucellacon respecto a las de otras Proteobacterias Gram
negativas [67]. En varios estudios se reporté la incapacidad de extraer la envoltura celular de Brucellapor
los métodos estandares. La ME de Brucellatiende a generar evaginaciones (“blebs”) espontaneas las
cuales contienen componentes de la superficie celular y del espacio periplasmico [68]. Los acidos grasos
de la ME de Brucellatienden a poseer cadenas de acilos mas largas por lo cual se propuso un modelo de
membrana mds extenso que el de las bacterias Gram negativas convencionales [54]. Asimismo, las
interacciones entre las Omps de Brucellay los otros componentes de la ME de Brucellaasimismo tienden
a ser mas hidrofébicas que en otras bacterias Gram negativas. A su vez, las Omps de Brucellaposeen un
dominio hidrofébico que les permite la interaccidn con la capa de peptidoglicano y la superficie [69]. Por
otra parte, se propuso que una porcion de las Omps de Brucellapodria estar anclada covalentemente a
la capa de peptidoglicano [70,71].

La ME de Brucellaforma una bicapa mas estable que la de otras bacterias Gram negativas, debido
tal vez, a una mayor presencia del lipido fosfatidilcolina en la composicién de su ME en lugar de
fosfatidiletanolamina, mayoritaria en otras bacterias Gram negativas. Si bien la inactivacion de Brucella
por calor causa el colapso de la membrana interna, la ME mantiene su morfologia intacta lo que sugiere

gue ésta posee una mayor rigidez en comparacion a la de otras bacterias Gram negativas [67].
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BIOLOGIA DE BRUCELLA SPP. Y TRAFICO INTRACELULAR

Las bacterias del género Brucellase comportan como patégenos intracelulares facultativos
capaces de sobrevivir y replicar dentro de células fagociticas profesionales como los macréfagos vy las
células dendriticas (DCs). La principal via de ingreso son las membranas mucosas del tracto respiratorio e
intestinal. Luego, las bacterias se diseminan hacia tejidos preferenciales dado que poseen un tropismo
celular diverso. Por ejemplo, se diseminan hacia las células trofoblasticas placentarias en hembras
embarazadas, al pulmdn fetal, al sistema reticuloendotelial y al tracto reproductivo [1,72,73]. 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 otros tipos celulares como células
endoteliales, osteoblastos, osteoclastos, hepatocitos, células estrelladas hepaticas, linfocitos By T y

células del sistema nervioso [74-81].

Adhesidn, invasion e infeccién bacteriana

Los mecanismos de ingreso de la bacteria a las células no han sido absolutamente investigados.
Sin embargo, en los Ultimos afios si lo ha sido el trafico intracelular en células epiteliales y macrofagos. En
cuanto a los hallazgos obtenidos en células epiteliales, Brucellainduce un mecanismo de tipo cremallera
(zipperlike) para su internalizacion. La entrada ocurre a los pocos minutos de la interaccién con la
superficie de las células epiteliales y requiere de la activacion de la via de sefalizacidon de proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPKs) [82]. Brucellasobrevive y replica dentro de células fagociticas
no-profesionales por hasta 72 h in vitroy se mueve a través del epitelio in vivoevadiendo la funcién de la
barrera epitelial para facilitar la migracién transepitelial de las bacterias [73,83].

En cuanto a las células macrofagicas, las cepas lisas de Brucellaentran a través de sitios en la
membrana celular ricos en colesterol conocidos como “lipid rafts’ o microdominios lipidicos [84]. Se han
propuesto dos receptores a través de los cuales los macréfagos internalizan a Brucella 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 bacteriana [85]. Sin embargo, el rol de este ultimo receptor
aun es controversial ya que otro estudio contradijo su participacion en la entrada de B. suisy B. abortus
en células macrofagicas [86]. De cualquier manera, tanto en células epiteliales como en macréfagos,
Brucellase une a receptores de superficie que contienen &cido sidlico y residuos sulfatados [74]. Este
mecanismo de entrada a través de “lipid rafts’ pareciera ser clave para la supervivencia de las bacterias
en los macrofagos infectados, ya que la disrupcion farmacoldgica de los “lipid rafts’ lleva a una fagocitosis
independiente de los mismos y a la posterior eliminacidén de todas las bacterias fagocitadas [84]. Por otra

parte, cepas rugosas mutantes generadas por ingenieria genética a partir de cepas lisas virulentas
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ingresan de manera independiente de los “lipid rafts’ y no son capaces de reducir la activacién del
macrofago siendo subsecuentemente eliminadas [87—89]. Por lo tanto, se habia propuesto al antigeno O
como esencial para dictar el destino intracelular y posterior supervivencia de las bacterias. Sin embargo,
las cepas rugosas naturales B. canig B. ovisambién ingresan de manera dependiente de “lipid rafts’, lo
cual se contrapone a esta aseveracion [90]. En cuanto a las bacterias opsonizadas, éstas ingresan dentro
de los macréfagos a través de receptores para la porcion Fc de IgG vy, por lo tanto, de manera
independiente de “lipid rafts’. A pesar de esto, tanto las bacterias opsonizadas como las no opsonizadas
son capaces de replicar, aun cuando la naturaleza del compartimiento replicativo donde residen es
distinta [91]. Ha sido descripto que la opsonizacion permite el ingreso de mas bacterias dentro de las

células pero que a la vez disminuye su capacidad de crecimiento intracelular [92,93].

Replicacion intracelular

Luego de la fagocitosis en macrofagos o de la entrada en células no macrofagicas, Brucellareside
en una vacuola denominada vacuola conteniendo a Brucella(BCV) o “brucellosoma”. La adquisicién de
marcadores endociticos como el antigeno endosomal temprano 1 (EEA1) y la proteina de unién a GTP
Rab5 [94-96] durante la maduracién temprana indica la existencia de una interaccidon con endosomas
tempranos. Estas interacciones ocurren inmediatamente luego de la internalizacién y son transitorias.
Experimentos realizados con macréfagos murinos infectados con B. abortusdemostraron 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 [97].

La BCV posteriormente adquiere marcadores endociticos tardios como Rab7, LAMP-1y CD63 y se
acidifica a un pH 4-4,5; convirtiéndose en este momento en una BCV endosomal (eBCVs). Starr et al
demostraron que estas eBCVs se fusionan con lisosomas, siendo eventos limitados y controlados. De
hecho, tanto estas interacciones como también la acidificacion de la BCV son importantes para la correcta
maduracién del compartimiento replicativo [98]. La maduracién de la BCV a través de la via endocitica
parece ser deletérea para la bacteria ya que algunas mueren durante la etapa de eBCV. Sin embargo, la
inhibicion de la fusidon con endosomas tardios/lisosomas le impide a Brucellagenerar su nicho replicativo
(BCV replicativa o rBCV). De hecho, la acidificaciéon de la eBCV consituye una sefial para la induccion
intracelular del factor de virulencia mds determinante de esta bacteria, el sistema de secrecion tipo IV.
Este aparato, esencial para la biogénesis de la rBCV y la replicacion de Brucella secreta proteinas
efectoras dentro de la célula hospedadora. Este sistema estd codificado por los genes virBlvirB12

presentes en el cromosoma Il [99,100], siendo esencial para la supervivencia de Brucelladentro de
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macrofagos y células epiteliales ya que mutantes que carecen de cualquiera de los genes VirB son
incapaces de replicar intracelularmente [99,101,102].

Actualmente estd aceptado que Brucellacontrola el trafico de su vacuola desde el compartimento
endocitico al secretorio a fin de generar una rBCV derivada del RE [103]. La replicacion de las bacterias
tiene lugar en BCVs que contienen una Unica bacteria y sus membranas cargadas de ribosomas [96]. La
BCV es capaz de interceptar vesiculas membranosas que trafican desde los sitios de salida del RE (ERES)
hacia el aparato de Golgi [104,105]. La cooptacidn de membranas y componentes del RE por parte de la
BCV se acompafia de una fuerte reorganizacién tanto estructural como funcional del RE [96].

Starr et al demostraron que 48 horas post infeccidn, luego de una replicacién masiva en el RE, la
bacteria se recubre de estructuras multi-membranosas consistentes con autofagosomas [106].
Denominadas aBCVs por BVC autofdgicas, estas vacuolas se forman tanto en macréfagos como en células
epiteliales, contienen de una a multiples bacterias y difieren funcionalmente de las rBCVs ya que no
presentan marcadores del RE sino de endosomas tardios, consistentes con autofagosomas maduros
[106]. En esta etapa, la BCV vuelve a ser positiva para el marcador LAMP-1, envuelve a varias bacterias a
la vez y posee multiples membranas. La formacidn de esta BCV autofagica es necesaria para promover la

liberaciéon de las bacterias y contribuir a la infeccion de células adyacentes (Figura 4) [103,106].
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Figura 4. Trafico intracelular de Brucellaspp. en células de mamiferos, modificado de [103]. eBCV: BCV
endosomal; rBCV: BCV replicativa; aBCV: BCV autofagica; T4SS: sistema de secrecion tipo IV; ER: Reticulo
endoplasmatico; ERES: Sitios de salida del ER; EE: endosomas tempranos; LE: endosomas tardios; Lys:
lisosomas.
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RESPUESTA INMUNE CONTRA BRUCELLA SPP.

Inmunidad Innata

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa frente a patdgenos invasivos. Dentro
de sus componentes se incluyen barreras anatdmicas (la piel y epitelios internos), moléculas secretorias
(citoquinas y quemoquinas, el sistema del complemento y distintas opsoninas) y poblaciones celulares
tales como los fagocitos (neutrdéfilos, monocitos/macréfagos y DCs) y las células linfoides innatas (células
natural killero NK'y células T y3).

Las células del sistema inmune innato contribuyen a controlar las infecciones, no sélo por su rol
como células efectoras, sino también como iniciadoras de la respuesta inmune adaptativa,
direccionandola hacia un perfil funcional determinado. En particular, los linfocitos T CD4* pueden
diferenciarse a perfiles diversos (Th1, Th2, Th17 y Treg, entre otros), los cuales se caracterizan por la
produccidn de diferentes citoquinas y por mediar distintas funciones inmunitarias. Los macréfagos vy las
células dendriticas, son los principales iniciadores de la inmunidad adaptativa, a través de la produccién
de mediadores pro-inflamatorios (IL-12, IL-23, etc.) y la expresion de moléculas co-estimulatorias
(CD80/CD86, CD40, etc) [107].

Durante los estadios tempranos de la infeccion por Brucellael rol de la respuesta innata consiste
en prevenir la replicacién y reducir el nimero inicial de bacterias, promoviendo un ambiente necesario

para generar una respuesta adaptativa robusta [108].

Célulagle la Inmunidad Innata

Los macrofagos juegan un papel fundamental en la inmunidad frente a Brucella Como fue
mencionado anteriormente, el nicho preferencial de Brucellason las células fagociticas, en particular los
macrofagos. Estas células cumplen un papel dual en la infeccién frente a Brucella por un lado, son los
principales responsables de la eliminacién de Brucellay, por otro lado, permiten la replicacién y
supervivencia de las bacterias durante los estadios tardios de la infeccidn. La actividad bactericida reside
en la capacidad de estas células de realizar el estallido respiratorio mediante la generacion de
intermediarios reactivos del oxigeno y nitréogeno. Dicho mecanismo de eliminacién bacteriana es
dependiente de la opsonizacidn de las bacterias por anticuerpos y complemento [109,110]. La actividad
bactericida de dichos fagocitos también es inducida por el interferén gamma (IFN)-y y, en segundo lugar,
por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Por su parte, las DCs humanas y murinas también son susceptibles a la infeccion por Brucellg111—
113]. Asimismo, en nuestro laboratorio demostramos que la infeccion con B. abortusnduce la expresion

de las moléculas CD86, CD80, CCR7, CD83, Moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
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'y ll, y CD40 en DCs, como también la secreciéon de TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12. Por otro lado, hemos
comprobado que las lipoproteinas de la membrana externa de B. abortusnducen la maduracién de estas
células dando como resultado una respuesta de tipo Th1 [114].

Con respecto a las células linfoides innatas, la funcién de las células NK en el control de la infeccién
resulta contradictoria. Por un lado, se demostré que macréfagos infectados con B. suisson capaces de
activar a estas células in vitro, desencadenando la secrecidn de IFN-y y TNF-a llevando a la destruccion de
dichos macréfagos [115]. Las células NK también parecen ser importantes para la activacion de células B
y la consecuente produccién de anticuerpos [116].Sin embargo y a pesar de estos antecedentes, las
células NK no tendrian un rol crucial en el control de la brucelosis murina in vivodado que tanto los
ratones susceptibles (BALB/c) como los resistentes (C57BL/10) son capaces de controlar la infeccidn por
B. abortus2308 en ausencia de células NK [117]. Esta observacion tiene su correlato en humanos, ya que
en pacientes con brucelosis aguda la actividad de las células NK se encuentra aparentemente suprimida
mostrando una disminuida actividad citotdxica [118].

Las células T yd parecerian ser relevantes en la inmunidad frente a Brucella El nimero de células
T Vy9vd2 aumenta en sangre periférica de pacientes con brucelosis aguda y declina luego de un
tratamiento exitoso [119,120]. Por otra parte, ratones deficientes en células T yd poseen una aumentada
susceptibilidad a la infeccién con B. abortusLa falla en lainmunidad innata desarrollada por estos ratones
frente a dichas bacterias sugiere que la funcidn protectora de estas células transcurre durante los estadios
tempranos de la enfermedad [121]. Asimismo, células T yd activadas por Ags no peptidicos controlan el
numero de bacterias intracelulares, dado que secretan TNF-a e IFN-gactivando las funciones bactericidas
del macréfago infectado por Brucella Estudios in vitro sugieren que las células T Vy9Vd2 también serian
capaces de lisar las células infectadas, ya sea por contacto directo o de manera indirecta, a través de la
secrecion de un factor bactericida denominado catelicidina LL-37 [122,123].

Finalmente, la funcidn de los neutréfilos o células polimorfonucleares (PMN) en la inmunidad
contra Brucellaes controversial. En nuestro laboratorio demostramos que B. abortuses capaz de activar
neutréfilos humanos y prolongar su sobrevida in vitro. Este efecto, también mediado por las lipoproteinas
de la membrana externa de Brucellaestaria asociado a la patogénesis de la brucelosis ya que contribuiria
al dafio tisular e inflamacion localizada caracteristicos de la enfermedad [124]. Algunos autores proponen
gue la mayor supervivencia de la bacteria dentro de esta poblacidn celular estaria relacionado a la
capacidad de Brucellade inhibir la degranulacion de los granulos primarios en modelos bovinos [125].
Contradictoriamente, Barquero-Calvo y col, exponen que B. abortuspromueve la muerte temprana de
células PMN [57]. El rol de los neutréfilos en el control de la brucelosis in vivotambién es controversial.

En primer lugar, se demostrd que estas células no parecen tener un rol significativo en la eliminacién de
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Brucellaen las etapas tempranas de la infeccidn en ratones [126]; y de manera opuesta, la deplecion de
neutrofilos permite la eliminacion de las bacterias de manera mas eficiente durante los estadios tardios
de la enfermedad demostrando que estas células participan activamente en circuitos regulatorios de la

inmunidad innata y adaptativa [127].

Citoquinasy guemogquinasie la inmunidad innata

La importancia de los receptores de la inmunidad innata es que tienen como funciéon modular la
produccidn de citoquinas, quemoquinas y moléculas co-estimulatorias y, a través de éstas, prevenir la
replicacion bacteriana y reducir el ndmero inicial de bacterias. Durante las etapas tempranas de la
infeccion con Brucella una de las primeras citoquinas en ser secretada es el TNF-a [92,128]. Los
macrofagos activados por esta citoquina son capaces de inhibir la replicacion in vitro de Brucella[92] y
ademas, junto con la IL-12 estan directamente involucradas en la resistencia a la brucelosis murina
[129,130]. El rol de la IL-12 es clave, no sélo en la induccidon de una respuesta de tipo Thl con la
consecuente produccién de IFN-y, sino también favoreciendo el estallido respiratorio por los macréfagos
infectados, proceso fundamental en el cual se liberan productos reactivos del oxigeno, con el fin dltimo
de eliminar patégenos [129]. También ha sido reportada la secrecidn de IL-6, IL-1 e IL-10 durante las
primeras etapas de la infeccidén [128,131,132]. Mas alld de dichas citoquinas, tanto macréfagos como DCs
infectados son capaces de producir quemoquinas en respuesta a la infeccidon con Brucellaentre las cuales

se encuentran MIP-1a, MIP-13, MCP-1, RANTES, Gro-a e IL-8 [88,133].

Inmunidad Adaptativa

Las células del sistema inmune innato contribuyen a controlar la infeccién, no sélo por su rol como
células efectoras, sino también porque inician y orientan el curso de la respuesta inmune adaptativa. La
activacion de la inmunidad adaptativa y el desarrollo de funciones efectoras de la misma requiere de la
presentacién de péptidos microbianos a los linfocitos T CD4*, T CD8* y linfocitos B que finalmente
permitirdn la eliminacién de los microorganismos y la generacién de memoria inmune. En particular, los
linfocitos T CD4* pueden diferenciarse en distintos perfiles (Th1, Th2, Th17 y Treg, entre otros), los cuales
se caracterizan por la produccién de diferentes citoquinas y median diferentes funciones inmunes. Las
células de la inmunidad innata, principalmente macréfagos y DCs, contribuyen a establecer un perfil
determinado a través de la secrecién de mediadores proinflamatorios (IL-12, IL-23, etc) y la expresidon de
determinadas moléculas co-estimulatorias (CD80/CD86, CD40, etc). La importancia de la respuesta Thl
reside principalmente en la capacidad de secretar IFN-y. Dicha molécula tiene un rol central en la

inmunidad debido a que promueve la activacién de las funciones bactericidas del macréfago, la induccion
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de la expresion de las MHC y co-estimulatorias en las células presentadoras de antigenos profesionales
(CPAs), la estimulacion de la citotoxicidad por parte de células T citotdxicas y la potenciacion de la muerte
de los macroéfagos infectados [134].

A pesar de la activacion de todos los componentes y mecanismos de la inmunidad innata frente a
la infeccién con B. abortus estos no siempre son suficientes para su erradicacion. Es por ello que es
imperioso el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa que combata la infeccion [110].

Los mecanismos de la respuesta inmune adaptativa esenciales para el control de la infeccién por
Brucellase pueden resumir en tres: en primer lugar, el IFN-gproducido por células T af CD4*y CD8* que
activa las funciones bactericidas del macroéfago inhibiendo la supervivencia intracelular de las bacterias
[135-138]; en segundo lugar, la citotoxicidad mediada por linfocitos T CD8* que tiene como fin eliminar
células infectadas mediante la interaccidn Fas-FasL o la secrecion de perforinas y granzimas T CD8* [139—
142]; y por ultimo, la producciéon de Acs con isotipos de tipo Thl como IgG2a e IgG3 capaces de opsonizar

al patégeno y facilitar su fagocitosis [143,144].

Células BHCD4y CD8

Los antigenos de B. abortuspueden ser presentados por MHC de clase | y clase Il y, de esta
manera, activar tanto a células T CD4* como T CD8* [139,145,146]. La mayoria de los estudios sefiala a las
células T CD4* como las principales productoras de IFN-y [131,132,135] aunque parte de los linfocitos T
CD8*, yd y células NK también lo hacen [147].

La infeccion con B. abortusnduce una poderosa respuesta de tipo Thl [110,134]. La importancia
de las células Th1 en la respuesta frente a Brucellase determiné en primer lugar en el modelo murino.
Diversos estudios demostraron que ratones deficientes en elementos clave de la respuesta Th1l como el
IFN-y o la IL-12 eran mads susceptibles a la infeccidn y que la administraciéon de estas citoquinas de manera
exogena favorece el desarrollo de una respuesta protectora en dichos ratones [129,135,138]. M4s aun,
estudios en pacientes con brucelosis muestran la existencia de una correlacion entre recaidas o estadios
cronicos de la enfermedad y disminuidas respuestas Thl, remarcando la importancia del desarrollo de
esta respuesta a fin de combatir la infeccion [148-151]. AUn mas, se observd una asociacion entre
determinados polimorfismos o mutaciones genéticas que afectan a este tipo de respuesta y una mayor
susceptibilidad a la brucelosis [152].

Las células T CD8* contribuyen a la respuesta frente a Brucellamediante la secrecién de IFN-y
aungue su funcién principal es la de eliminar células infectadas mediante la interaccidn Fas-FasL o la
secrecién de perforinas y granzimas [139-141]. Recientemente también se ha descripto el potencial

citotoxico de una poblaciéon de células T CD4* frente a la infeccion por B. abortusen ratones [153].
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Respuesta humoral

La contribucién de la inmunidad humoral a la respuesta frente a la brucelosis no ha sido
completamente esclarecida. En estadios tempranos de la infeccién aparecen Acs dirigidos especialmente
contra los Ags superficiales, particularmente el LPS [154], que suelen permanecer detectables en el suero
durante afios. Desde el punto de vista clinico, la deteccidn de Acs dirigidos contra el LPS es util para el
diagnéstico y seguimiento de la infeccion. En ratones se observé un cierto nivel de proteccién conferido
por Acs contra la cadena O del LPS de Brucella[155,156]. No obstante, si bien la opsonizacién de las
bacterias por Acs favorece su fagocitosis disminuyendo la carga bacteriana inicial, la naturaleza
intracelular de Brucellalimita este efecto y permite el progreso de la enfermedad [91]. Asimismo, un
estudio reciente demostré que células B murinas pueden establecerse como nicho intracelular para las

bacterias opsonizadas por IgM o por mediadores del sistema del complemento [80].

Citoguinas

Una de las citoquinas con mayor relevancia en la infeccién por Brucellaes el IFN-g. Dicha molécula
tiene un rol central en la inmunidad frente a Brucellamediante: la activacion de las funciones bactericidas
del macrdéfago, la induccién de la expresion de las MHC y co-estimulatorias en las CPAs, la estimulacién
de la citotoxicidad por parte de células T citotéxicas y la potenciacion de la muerte de los macréfagos
infectados [134]. Como ya fue mencionado anteriormente, la importancia del IFN-gen la resolucién de la
infeccion por Brucellafue demostrada en estudios con ratones deficientes en el gen de esta citoquina,
los cuales mueren 6 semanas post infeccidon con B. abortug137]. Sin embargo, a pesar de ser un potente
inductor de IFN-g Brucellaes capaz de sobrevivir y reproducirse durante un largo periodo en el bazo de
ratones infectados [157]. Otros estudios han sugerido que la activacién con IFN-g impide que Brucella
establezca su nicho replicativo y, por lo tanto, dicha citoquina pierde su efecto una vez que las bacterias
ya se encuentran localizadas intracelularmente [97]. Este fendmeno podria ser explicado por la

produccidn temprana de una citoquina inmunomoduladora como la IL-10 [158].

LAS MOLECULAS DEL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

El complejo mayor de histocompatibilidad estad constituido por un conjunto de genes que
codifican para la expresion de moléculas (mayoritariamente superficiales) involucradas en el
reconocimiento de antigenos. Este complejo estd presente en todos los vertebrados superiores y se
caracteriza por ser poligénico, codominante y altamente polimérfico. En el ser humano se lo conoce como
HLA (Human Leukocyte Antigens) y se encuentra codificado en el brazo corto del cromosoma 6. Su

principal funcién es presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T. Si bien existen 3 clases de genes,
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solamente los productos de los genes de clase | y de clase Il, quienes dan origen a las MHC-I y MHC-II,
estan involucrados en la presentacion antigénica a células T CD8* y CD4" respectivamente [107]. En los

parrafos subsiguientes se revisaran los conceptos mas importantes de las MHC-I.

Estructura y distribucion de las MHC-I

Las MHC-I son glucoproteinas de membrana. Su estructura tridimensional posee 4 dominios
extracelulares. Los dominios mas alejados de la membrana plasmatica se pliegan de tal modo que crean
un surco alargado capaz de albergar un péptido de 8-10 aminoacidos de longitud (Figura 5).

Las MHC-I estdn constituidas por dos cadenas polipeptidicas unidas no covalentemente, una
llamada a de aproximadamente 340 aminodcidos y un peso molecular de 42-44 kD y una cadena pequefiia
no polimdrfica de 12 kD (99 aminoacidos), denominada b2-microglobulina (Figura 5). Esta dltima no se
encuentra codificada dentro del sistema HLA. La cadena a se divide en tres dominios proteicos globulares
de 90 aminoacidos cada uno, expuestos hacia el exterior de la célula. Aquel que contiene el extremo N-
terminal se denominaaly, junto con el a2, determinan el sitio de unién al péptido o sitio de presentacién
antigénica; el dominio a3 es el que se encuentra mas cercano a la membrana celular e interacciona
principalmente con la cadena B2-microglobulina. La cadena pesada continia con un tramo de 40
aminodcidos hidrofébicos que atraviesa la membrana y termina en una cola citoplasmatica de 28
aminoacidos hidrofilicos donde se encuentra el extremo C-terminal. Los dominios a2, a3 y la b2-

microglobulina tienen un puente disulfuro intracatenario que estabiliza la molécula.

MHC-|

Ly

Figura 5. Estructura de las MHC-I, modificado de [107].

En el hombre existen tres MHC-I distintas, HLA-A, HLA-B y HLA-C (también denominadas MHC-I
clasicas), que cumplen la funcién de presentacién de péptidos a los linfocitos T CD8*. Las tres se expresan

simultdneamente en la superficie de casi todas las células nucleadas, con excepcién del sincicio
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trofoblasto y las neuronas. La cadena a de cada una de estas moléculas esta codificada dentro del MHC
por un gen diferente (el A para HLA-A, el B para HLA-B y el C para HLA-C), pero todas comparten la misma
cadena b2-microglobulina. La expresion de estas moléculas en la superficie de las células es codominante,
es decir, se expresan simultdneamente las moléculas codificadas por el cromosoma materno y paterno.
El elevado polimorfismo poblacional existente dentro de estos genes determina que la mayoria de los
individuos sean heterocigotas y exhiban en la superficie celular seis productos de clase | diferentes: dos

moléculas HLA-A, dos HLA-B y dos HLA-C.

Regulacioén de la expresion de las MHC-1

El papel crucial que juegan las MHC-I en el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa contra
los patdégenos invasores hace que el control de su expresion sea de extrema importancia para el
organismo. En efecto, deficiencias en la expresion de las MHC-I pueden causar inmunodeficiencias
severas [159] o desregulaciones en enfermedades autoinmunes [160].

Los genes de clase | se expresan constitutivamente en casi todos los tejidos, con niveles altos en
células linfoides, moderados en la mayoria de las células y bajos en otras como el hepatocito. Sin
embargo, el nivel de expresidn puede incrementarse por efecto de los IFN de tipo | (a y b) o el IFN-g[107].

Existen varios elementos regulatorios actuando en Cisa nivel de los promotores proximales de los
genes de clase |. Los mds importantes son: el enhancer A, el cual contiene sitios de union para el factor
de transcripcidn nuclear kB (NF-kB); un elemento de respuesta al estimulo con IFN-y (ISRE); y el médulo
SXY, el cual estda compuesto por las regiones W/S, X1, X2 e Y. La expresidn constitutiva de las MHC-I se
debe principalmente a la unién de los factores de transcripcién NF-xB y Sp1 al enhancer A [107]. Por su
parte, al elemento ISRE se unen miembros de la familia de los factores regulatorios del IFN (IRF), mientras
gue a las distintas regiones del médulo SXY se unen diferentes factores de transcripcidn (componentes
del complejo RFX, CREB, ATF1 y las subunidades del factor NFY) ensamblando un complejo multiproteico
(Figura 6) [161].

A pesar de la unidn de todos los factores de transcripcidn a los promotores de los genes de MHC-
| se necesita la presencia de un transactivador, es decir, un factor de transcripcion maestro, a fin de que
se expresen estas moléculas. Recientemente, se ha demostrado que un miembro de la familia de los
receptores tipo NOD, el NLRC5 (NOD-, LRR-and CARD-containing 5 ,también llamado NOD27 y CLR16.1)
cumple con este papel. NLRC5 tiene un rol crucial en la regulacidn in vivoe in vitrode la transcripcion de
MHC-I. Este factor se asocia y coopera con el complejo multiproteico ensamblado en el médulo SXY de

los promotores de MHC-I estabilizandolo y a su vez, actia como una plataforma para las enzimas
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modificadoras de histonas que regulan la dindmica de la cromatina para permitir la transcripcién de los

genes de MHC-I (Figura 6) [161].
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Figura 6. Factores de transcripcion involucrados en la expresion de los genes de MHC-1, modificado de [161].

Funciones de las MHC-1

La principal funcidn bioldgica de las MHC-I es presentar péptidos antigénicos a los linfocitos T CD8*
y de esta manera desencadenar una respuesta inmune citotéxica. Las moléculas de MHC-I actian ademas
como ligando de los receptores expresados por las células NK.

El receptor T (TCR) interactta con los dominios mas externos y mas polimérficos de las MHC-l y
con el péptido presentado. La molécula accesoria CD8 de los linfocitos T citotdxicos también esta
involucrada en el reconocimiento antigénico, interactuando con los dominios mas conservados de las
MHC-I. Esta interaccidn estabiliza el contacto célula T-célula presentadora de antigeno y juega un papel

crucial en la transduccion de sefiales en el linfocito T (Figura 8) [107].
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Figura 8. Interaccién entre el receptor Ty el complejo péptido-molécula de MHC-I, modificado de [107].

Procesamiento y presentacion antigénica a los linfocitos T

A fin de ser reconocidos por los linfocitos T, los antigenos proteicos primero deben ser procesados
por las CPAs. Para ello existen dos grandes vias: la via enddgena, involucrada en la presentacion de
moléculas presentes en el citosol celular, y la via exdgena, implicada en la presentacion de moléculas
provenientes del material endocitado por las células. En general en la primera via se generan péptidos
gue son presentados por las MHC-I para estimular células T CD8* y en la segunda, péptidos a ser
presentados a través de las MHC-II a células T CD4*.

A pesar de esta distincion, cabe destacar la importancia de la denominada presentacion cruzada,
a partir de la cual péptidos provenientes de proteinas enddgenas pueden presentarse por moléculas de
MHC-II e inducir la respuesta de linfocitos T CD4*, asi como también antigenos endocitados pueden
acceder al citosol, ser procesados por la via enddgena e inducir respuestas citotéxicas mediadas por

linfocitos T CD8* [107].
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Via endégena o biosintética

Los péptidos unidos por las MHC-I provienen principalmente de proteinas presentes en el citosol.
Los antigenos que dan origen a estos péptidos son degradados por complejos proteicos multicataliticos
denominados proteasomas. La mayoria de los péptidos son generados por el proteasoma denominado
26S. Sin embargo, también se han descripto dos proteasomas alternativos: el inmunoproteasoma,
expresado por varias células inmunes, y un proteasoma timo-especifico expresado Unicamente por las
células epiteliales timicas. Los péptidos resultantes de la degradacidon son transportados al RE por
proteinas transportadoras denominadas TAP. El transportador TAP es un heterodimero formado por los
productos de los genes TAP1 y TAP2, cada uno con un dominio citosélico de unién a ATP y un dominio
con siete segmentos transmembrana. El transporte de péptidos por TAP es dependiente de ATP.

Por su parte, las MHC-I se encuentran dentro del RE. Dado que la unién a un péptido es
indispensable para su estabilidad, las MHC-I recién sintetizadas deben asociarse a chaperonas presentes
en el RE. Como primer paso del proceso de plegamiento, la cadena a de la MHC-I debe asociarse con la
subunidad b2-microglobulina. Esta unién tiene como chaperona a la calnexina, la cual se mantiene unida
hasta la correcta formacién del complejo heterodimérico. Una vez formado el heterodimero cadena a-
b2-microglobulina, se asocia luego con el complejo de carga peptidica, compuesto por las chaperonas
calreticulina y ERp57, la tapasina y el complejo TAP. El complejo de carga peptidica asegura la correcta
unién de los péptidos a las MHC-I. Las moléculas correctamente plegadas y cargadas con el péptido
finalmente salen del RE y son exportadas a la membrana celular atravesando el aparato de Golgi (Figura
9). Los heterodimeros que no se asocian inmediatamente con TAP o son cargados con un péptido
inapropiado, no son exportados al Golgi y son degradados o reciclados [162].

Las MHC-I no son residentes estaticos de la membrana plasmatica. Estas moléculas son
internalizadas continuamente por endocitosis. La familia de proteinas MARCH son una de las encargadas
de este proceso, ya que son capaces de ubiquitinar a las MHC-I. El destino de las MHC-I internalizadas
puede variar, es decir, pueden ser recicladas nuevamente a la superficie celular o ser enviadas a su
degradacion. El primer proceso es importante para el fendmeno de presentacion cruzada ya que dentro

de los endosomas, las MHC-I pueden interactuar con péptidos antigénicos exdgenos [163].
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Figura 9. Via endégena de presentacion antigénica, modificado de [163].

LA VIA DE SENALIZACION DEL IFN-y

Los Interferones (IFN) pertenecen a una familia de citoquinas ampliamente expresada por
distintos tipos celulares, cumpliendo una importante funcién en el desarrollo de la respuesta inmune. La
familia de los IFN se divide en tres: los IFN de tipo | (a, B, d, €, K, T y ®), los de tipo I, cuyo Unico
representante es el IFN-y y los IFN de tipo Il (IFN-As) que se encuentran mds relacionados estructural y
secuencialmente a la citoquina IL-10. La importancia del IFN-y en la inmunidad frente a Brucellaya fue
mencionada anteriormente.

El receptor de IFN-y, denominado el receptor de IFN de tipo Il, estd constituido por dos cadenas
polipeptidicas (IFNGR1 e IFNGR2). Cada una de estas subunidades interactia con una subunidad de la
familia de las quinasas JAK. La subunidad IFNGR1 se asocia a JAK1 mientras que la subunidad IFNGR2 se
asocia a JAK2. El paso inicial en la via de sefializacién del IFN-y ocurre en respuesta a la unién ligando-
receptor. El consecuente cambio conformacional causa la activacién de JAK2 y su autofosforilacién. A
continuacion, JAK2 es capaz de transfosforilar a JAK1. Una vez activada, JAK1 fosforila residuos tirosina
criticos en la cadena de IFNGR1, permitiendo la formacién de sitios de anclaje para los dominios con
homologia Src (SH)2 de STAT1. El par de subunidades de STAT1 consecuentemente reclutadas por el

receptor son a su vez fosforiladas por las proteinas JAK en el residuo tirosina 701 (Y701). Esta fosforilacién
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induce la homodimerizacién de STAT1 y su posterior liberacién del receptor. A continuacion, el
homodimero de STAT1 transloca al nucleo y se une a las secuencias promotoras de genes regulados por
el IFN-y. La secuencia en el ADN a la cual se une el homodimero de STAT1 es denominada el sitio de
activacion para IFN-y (GAS) y se encuentra presente en numerosos genes, entre ellos, la familia de

factores de transcripcién IRF, CIITA y NLRC5 (Figura 11) [164,165].
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Figura 11. Via de sefializacion del IFN-y, modificado de [161].

DETECCION DE ESTRUCTURAS MICROBIANAS POR RECEPTORES DEL
SISTEMA INMUNE.

Receptores de la inmunidad innata

En el afio 1989, Charles Janeway propuso un concepto central en el campo de la Inmunologia: el
tenor de la sefial co-estimulatoria expresada por las CPAs es inducida y regulada a través del
reconocimiento de estructuras microbianas conservadas. Por lo tanto, la inmunidad adaptativa se
encuentra dirigida por la inmunidad innata [166]. Dichas estructuras conservadas en los
microorganismos, llamadas patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs por sus siglas en inglés)
estimulan a los receptores de reconocimiento de patégenos (RRPs). De esta manera, lainmunidad innata
puede funcionar reconociendo un conjunto limitado de estructuras ausentes fisioldgicamente en el
hospedador, sin la necesidad de producir un gran repertorio de receptores por recombinacién somatica
y seleccidn clonal como es el caso de la inmunidad adaptativa [167].

Hasta ahora, los RRPs expresados por células de la inmunidad innata comprenden varios grupos:
receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo Nod (Nucleotide-Oligomerization Domain protein) (NLRs),
Lectinas tipo C (CLRs), RIG-I (Gen | inducido por acido retinoico) y MDAGS (gen 5 de diferenciacion asociado

a Melanoma); y los inflamasomas: la familia NLR, las proteinas conteniendo dominios de pirina (NLRP) y
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el AIM2 (ausente en melanoma 2) [167]. Han sido descriptos los ligandos microbianos susceptibles de ser
sensados para la mayoria de los receptores conocidos. Si bien estas estructuras pueden diferir sutilmente
dependiendo del género y la especie microbiana, son reconocidos por un mismo receptor. Asimismo, ha
sido descripto que estructuras propias del hospedador son capaces de ser sensadas por varios de los
receptores ya mencionados, aunque en condiciones no fisiolégicas [168].

La clase funcional de receptores mejor caracterizada comprende la de los TLRs, una familia de
receptores transmembrana que detecta diversos componentes microbianos [169]. Se encuentran
presentes en células fagociticas profesionales, principalmente en monocitos, macréfagos, DCs y
neutrdéfilos. Reconocen los distintos PAMPs uniéndose directamente a ellos y reclutan un grupo de
adaptadores intracelulares con dominios TIR. De esta manera desencadenan cascadas de sefializacién
gue van a culminar con la activacién de MAP kinasas y factores de transcripcion (como el NF-kB) que
modulan la produccién de citoquinas, quemoquinas y expresion de moléculas co-estimulatorias. Los TLRs
pueden ser activados por diversos productos microbianos: TLR2 (formando heterodimeros con TLR1 o
TLR6) reconoce productos de la pared celular de bacterias Gram positivas y lipoproteinas bacterianas,
TLR3 reconoce dsRNA, TLR4 es activado por LPS, TLR5 es activado por flagelina, TLR9 por motivos CpG no
metilados y TLR7 por ssARN y dsARN y TLR8 por ssRNA y por productos de degradacién del mismo [170].
La localizacidn subcelular de los TLRs se correlaciona con la naturaleza de sus ligandos. TLR1, 2,4,5y 6
estan presentes en la membrana plasmatica, mientras que TLR3, 7, 8 y 9 se expresan en la membrana de
los endosomas [170,171].

Como la mayoria de las bacterias Gram negativas, la membrana externa de Brucellaestd
compuesta por una gran cantidad de PAMPs que podrian ser reconocidos por receptores de la inmunidad
innata. Es por esto, que el rol de los TLRs en la resistencia frente a la infeccion por Brucellaha sido
intensamente estudiado. Entre ellos, el TLR2 no parece tener un rol preponderante en el control de Ia
infeccion con B. abortusen ratones in vivo[172,173]. A pesar de esto, nuestro grupo y otros demostraron
gue la sefalizacidn a través de este receptor contribuye a la producciéon de citoquinas pro-inflamatorias
por parte de las células inmunes innatas [128,173,174]. En contraposicidon, se demostré el requerimiento
de TLR9 para la eliminacién de B. abortusen ratones infectados. Por lo tanto, y a diferencia del anterior,
ejerceria un papel fundamental en el control de la infeccién [175]. Con respecto a TLR4, se han reportado
resultados controversiales. Mientras algunos autores demuestran que seria esencial para controlar la
infeccidn [172], otros establecen que éste no contribuiria en la eliminacidn del patégeno si bien la
secrecion de TNF-a durante la infeccion depende de TLR4 [173]. Cabe recordar que el LPS, ligando de
TLR4, se considera atipico en Brucellaya que tiene un grado muy bajo de actividad biolédgica. Estudios

recientes han revelado las cascadas de sefializacién intracelulares que participan en el inicio de la
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respuesta inmune mediada por TLRs en la infeccién por Brucella[176]. Ha sido demostrado que los
receptores TLR2, TLR4 y TLR9 estan involucrados en las interacciones del hospedador con Brucella Por
otro lado, las vias de sefializacién implicadas en la activacidn de la respuesta inmune innata en estos casos
son dependientes del adaptador MyD88 (proteina mieloide de respuesta primaria de diferenciacién 88)
e independientes del adaptador TRIF (proteina adaptadora conteniendo el dominio TIR que induce IFN-
B). Se describié que ratones deficientes en el adaptador MyD88, (MyD887), comun a todos los receptores
de tipo TLR excepto TLR3, resultan extremadamente susceptibles a la infeccion con Brucella
[173,175,177]. Estos ratones presentan defectos en la maduracion de células dendriticas y ausencia de
produccién de IL-12 y TNF-a por los macréfagos y DCs en respuesta a Brucella[175].

Ademas de los TLRs existen otros receptores de la inmunidad innata capaces de reconocer y
montar una respuesta frente a patégenos intracelulares. Recientemente se han reportado distintos roles
tanto de los NLRs y los inflamasomas [178], asi como también de los IFN de tipo | y el receptor IFN-aR

[179] en la infeccién con B. abortus

Deteccion de viabilidad microbiana

Ha sido demostrado con suficiente evidencia que los patdgenos vivos disparan una respuesta
adaptativa mds robusta comparada con la desencadenada por los muertos [180,181], siendo estas
respuestas protectoras y duraderas. Una prueba clara de este hecho es que las vacunas construidas sobre
la base de cepas atenuadas, como es el caso de la vacuna contra la viruela o la poliomielitis, inducen
respuestas de mayor duracién y resultan mds eficaces en la erradicacion de enfermedades en
comparacion con las formulaciones que utilizan patégenos muertos o antigenos purificados junto con
adyuvantes [182]. Estos descubrimientos sugieren dos aspectos a tener en cuenta: por un lado, la
existencia de mecanismos inmunes que detectan viabilidad microbiana y por el otro, la capacidad
notablemente diferente para inducir las respuestas innata y adaptativa entre los microorganismos vivos
y los muertos.

Como se menciond previamente, el sistema inmune es capaz de detectar la caracteristica mas
distintiva de la infectividad microbiana, la viabilidad en si misma. Ciertos PAMPs presentes en bacterias
vivas son rapidamente eliminados cuando éstas pierden su viabilidad, dado que estan ligados a la
actividad metabdlica y la capacidad replicativa de los microorganismos [181]. A fin de diferenciarlos de
los PAMPs tradicionales, componentes estructurales que se conservan aun luego de la pérdida de
viabilidad (como el LPS, las lipoproteinas y el ADN, entre otros), a esta clase especial de PAMPs asociados
a viabilidad se la denominé vita-PAMPs [181]. Entre ellos, se encuentra el ARN bacteriano [181,182]. La

deteccién del ARN bacteriano constituye una indicacién directa de que la bacteria encontrada es
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metabdlicamente activa, es decir que se encuentra transcribiendo sus genes y traduciéndolos a proteinas,

procesos intimamente ligados a viabilidad [182].

Reconocimiento de ARN microbiano por receptores de la Inmunidad.

El reconocimiento de los acidos nucleicos en general, y del ARN en particular, por receptores del
sistema inmune innato es un campo de investigacion complicado e interesante. El sistema inmune debe
discriminar entre “lo propio” (hospedador) y “lo ajeno” (patégeno invasor) [183].

La estructura molecular basica del ARN y el ADN es universal en toda la biologia; por lo tanto, la
discriminacion de los acidos nucleicos extrafios por sobre los propios constituye un desafio sustancial
para el sistema inmune. Actualmente existe un consenso con respecto a la identificacion de la mayoria
de los receptores involucrados en el reconocimiento de los acidos nucleicos [183]. El principio del
reconocimiento de acidos nucleicos no propios estd basado en tres criterios: la disponibilidad de dichos
acidos nucleicos (determinada por la concentracion local y por la tasa de degradacion por endonucleasas
endogenas), su localizacidn (externa a la membrana plasmatica, en compartimentos endolisosomales o
en el citosol) y estructura (caracterizada por los motivos de secuencia, conformacién y modificaciones
guimicas). En la mayoria de los casos, una combinacion de estos tres aspectos contribuye al
reconocimiento adecuado de los acidos nucleicos extrafios y la induccidén de respuestas inmunes
apropiadas [183].

Entre los receptores involucrados en el reconocimiento de dcidos nucleicos, los TLRs localizados
en endosomas/fagolisosomas son los mas estudiados: el TLR9 sensa motivos de ADN conteniendo islas
CpG no metiladas; el TLR3 reconoce dsARN, el TLR7 reconoce dsARN y ssARN y el TLR8 no sélo es capaz
de reconocer ssARN sino que ha sido descripto también como un sensor de productos de degradacién del
ARN [167,184]. Estos receptores difieren con respecto a la molécula adaptadora responsable de la
sefializacion rio debajo de su activacion: TLR7, 8 y 9 sefializan via MyD88, mientras que TLR3 lo realiza via
TRIF. La cascada de sefializacion disparada por la activacion de estos receptores lleva, por un lado, a la
induccion de los factores regulados por IFN 3y 7 (IRF 3y 7) y a la consecuente produccion de IFN de tipo
I; y, por otro lado, a la producciéon de pro-IL-1B y el inflamasoma NLRP3 via el factor nuclear kB (NF-kB).
Por otra parte, RIG-ly MDAS detectan dsARN en el citosol y sefializan a través de la proteina mitocondrial
antiviral (MAVS) para inducir la produccidn de IFN de tipo | y activar el inflamasoma NLRP3, lo que resulta

en la produccion de IL-1f [183] (Figura 12).
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Figura 12. Receptores responsables del reconocimiento del ARN, adaptado de [183].

ESTRATEGIAS DE EVASION INMUNE MEDIADAS POR BRUCELLA ABORTUS.

Luego de la infeccidn con Brucellaspp., la mayoria de los individuos infectados cursan una fase
aguda de la enfermedad, la cual puede progresar hacia la cronicidad. Tal como fue mencionado, la
infeccion con B. abortusactiva tanto el sistema inmune innato como adaptativo provocando una
respuesta pro-inflamatoria que favorece la diferenciacién de células T CD4* hacia un perfil Th1 [1], con la
consecuente induccién de linfocitos T CD8* citotoxicos. En estudios previos en humanos, ratones y
bovinos se han observado linfocitos T CD4* y CD8* especificos contra antigenos de la bacteria
[152,185,186], confirmando la habilidad de los macréfagos infectados con Brucellapara presentar
antigenos en el contexto de las MHC-Il y MHC-I, respectivamente, activando tanto la respuesta “helper”
como la citotdxica. Las células Thl producen IFN-g una citoquina que no sélo aumenta las funciones
microbicidas del macréfago, sino que también induce la expresion de moléculas clave del macréfago,
como las MHC-I y MHC-II, moléculas coestimulatorias (CD80 y CD86), el receptor de tipo | para la porcién
Fc de IgG (FcgRl o0 CD64) y CD11b, entre otras. Todo esto llevaria en udltima instancia a la lisis de la bacteria

y la erradicacion de la infeccion [187]. Sin embargo, B. abortuspuede persistir dentro de los macréfagos
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que infecta. Por lo tanto, una pregunta de gran relevancia es: ¢éComo hace Brucellapara persistir en
presencia de una poderosa respuesta tanto de linfocitos T CD4* como T CD8*?

B. abortuscomo patdgeno créonico exitoso es capaz de desplegar una serie de estrategias para
evadir o contraatacar la respuesta inmune del hospedador. En primer lugar, Brucelladebe adaptarse
desde su reservorio (animales infectados o el ambiente) a un nuevo hospedador. En la naturaleza,
Brucellase desarrolla como un organismo de vida libre altamente resistente [188]. Al comienzo de la
infeccidon de un nuevo hospedador, la bacteria se disemina extracelularmente antes de alcanzar su nicho
preferencial, el macréfago. Es en esta etapa cuando la bacteria debe escapar de la respuesta inmune
innata. Debido a la capacidad de pasar desapercibida durante esta fase, es que Brucellafue denominada
“microbio cauteloso” o “furtivo” [189]. Esto se debe a que despliega una interesante serie de recursos
evasivos: un LPS pobremente endotéxico [190], su resistencia al sistema del complemento [191] y al
ataque mediado por cationes [192] asi como la interferencia con la sefializacién via TLRs por la produccion
de homdlogos del dominio del receptor Toll/IL-1 (TIR) inhibitorios. Respecto a este Ultimo punto se han
descripto 2 proteinas de Brucellahomodlogas (Btply TcpB) que estarian asociadas al sistema de secrecion
de tipo IV funcional y que interfieren en la sefalizacién por TLR2 y TLR4 dado que inducen la
ubiquitinizacion y degradacién de la molécula adaptadora MAL/TIRAP [193,194]. Btpb seria otra de las
proteinas que inhiben la sefalizacidon via MyD88 relacionandose a la evasidon inmune producida como
mecanismo de supervivencia [195]. Estas proteinas, podrian ser una nueva clase de factores de virulencia
que actuarian inhibiendo la sefalizacién via TLRs y/o MyD88, y de esta manera disminuyendo la respuesta
inmune innata e incrementando la virulencia. En conjunto, todas estas estrategias aumentan las chances
de supervivencia de esta bacteria antes de alcanzar al macréfago.

Una vez dentro del macréfago, Brucellahabita en un compartimiento acidificado que se fusiona
con componentes de la via endosomal/lisosomal temprana y tardia [96,98]. Alli, la gran mayoria de las
bacterias mueren rapidamente. Sin embargo, el establecimiento de una infeccion persistente depende
de la capacidad de la bacteria para formar la vacuola que contiene Brucella(BCV), la cual transita desde
el compartimiento endocitico hacia el reticulo endoplasmatico [96,196]. Una vez en el interior de la BCV
replicativa, las bacterias son resistentes a nuevos ataques y comienzan a multiplicarse dramaticamente
[96,197]. La replicacién de Brucellaen el reticulo endoplasmatico es seguida por la conversion de la BCV
en vacuolas LAMP-1* con multiples membranas y caracteristicas autofagicas (BCVa), las cuales son
requeridas para la diseminacion de la bacteria de célula a célula [106]. Se ha demostrado que Brucella
inhibe también la apoptosis de macréfagos [29,198], lo que a su vez favorece su supervivencia y la

replicacion. A pesar de este refinado mecanismo de escape, Brucellaafronta un segundo desafio si
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pretende persistir dentro del macréfago por mucho tiempo: enfrentarse a su principal atacante, el
linfocito T.

Las estrategias que permiten a B. abortussobrevivir por periodos prolongados dentro de los
macréfagos en presencia de vigorosas respuestas T CD4* y T CD8* no se encuentran completamente
delineados. Anteriormente, en nuestro laboratorio se demostré que Brucellaes capaz de disminuir la
respuesta Th1l durante la fase cronica de la enfermedad en humanos [148]. Estos resultados demostraron
una estrecha correlacién entre el estadio clinico del paciente y la respuesta de células T frente a antigenos
de la bacteria. Las células provenientes de pacientes con brucelosis aguda proliferan in vitroen presencia
de antigenos bacterianos y secretan citoquinas del tipo Thl (IFN-y e IL-2), mientras que las células de
pacientes créonicos no lo hacen. Estos resultados también sugieren que la produccién disminuida de
citoquinas Thl puede contribuir a la falta de respuesta de células T observada en la brucelosis crdnica
humana [148]. Ademas, fue descripto que los pacientes con brucelosis crénica presentan un porcentaje
de linfocitos T CD4*CD25* periféricos disminuido como también anergia de linfocitos T, lo cual esta
asociado con una mala prognosis [199-202]. Asimismo, fue demostrado que el LPS de B. abortus
disminuye la activacién de las células T por macréfagos peritoneales murinos, perjudicando la via de
presentacién por MHC-II [203]. Este fendmeno se debe a la formacidon de macrodominios de LPS en la
membrana plasmatica, los cuales interfieren con la presentacion MHC-II de péptidos a hibridomas de
células T especificos. Otros autores identificaron una proteina de Brucellague pertenece a la familia de
las racemasas de prolina, la PrpA, involucrada directamente en la modulacién inmune del hospedador
[204,205]. Sin embargo, se conocia poco acerca de otros potenciales mecanismos o factores por los cuales
B. abortuspuede evadir las respuestas de células Ty promover la infeccidn crénica.

En nuestro laboratorio demostramos que si bien B. abortuso es capaz de replicar en linfocitos T
humanos, el contacto directo de las bacterias con estas células inhibe la proliferacién y produccion de IL-
2 e IFN-y (resultados no publicados). Por otra parte, B. abortuses capaz de inducir una incrementada
apoptosis de linfocitos T mediante la secrecién de TNF-a [81].

Aun mas, demostramos que la infeccion de monocitos/macréfagos humanos con B. abortuses
capaz de disminuir la expresién inducida por IFN-g de MHC-Il. Como consecuencia, los macréfagos
infectados presentan una capacidad de presentacion antigénica a los linfocitos T CD4* disminuida asi
como también menor fagocitosis restringida al FcgRI [206,207]. Respecto de la disminucién de la
expresion de MHC-II, demostramos que este fendmeno es desencadenado por las lipoproteinas de B.
abortus depende del receptor tipo Toll (TLR) 2 y es mediado por IL-6. Mas aun, dicha disminucion ocurre
a nivel transcripcional dado que afecta la transcripcién inducida por IFN-y de los genes del transactivador

de MHC-II (CIITA) y, como consecuencia, los de MHC-II. B. abortus y sus lipoproteinas, a través de la
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secrecidn de IL-6, no interfiere con la activacidn de STAT-1. Sin embargo, las lipoproteinas de B. abortus
via IL-6 inhiben la expresién de IRF-1, un factor de transcripcidn critico para la induccién de CIITA. Como

resultado, los macroéfagos infectados muestran una reduccién en la presentacidon antigénica a los

linfocitos T CD4* [206,208].

49



Hipotesis y Objetivos




Hipotesis v Objetivos

El control de la brucelosis por parte del hospedador requiere un gran repertorio de elementos
del sistema inmune que sean capaces de montar la compleja respuesta contra Brucellaspp [185]. Los
linfocitos T CD8* citotdxicos constituyen una de las lineas de defensa que juega un papel preponderante
en la infeccién por dicho patégeno. La importancia de estas células radica en la eliminacién de células
blanco infectadas con BrucellaEstudios previos realizados en humanos, ratones y bovinos demostraron
la existencia de LT CD8" especificos desarrollados durante la infeccién por Brucella [152,185],
confirmando la habilidad de los macréfagos infectados de presentar antigenos restringidos por MHC-l y
activar las respuestas T CD8"* citotdxicas. Sin embargo, esta bacteria es capaz de persistir en los
macrofagos que infecta estableciendo una infeccion crénica. Por ende, Brucelladebe poseer estrategias
efectivas para combatir el desafio propuesto por los LT CD8*. Previamente, en nuestro laboratorio
demostramos que la infeccion de monocitos/macréfagos humanos con B. abortusdisminuye la
expresién en superficie de MHC-I inducida por IFN-y. Como consecuencia, los macréfagos infectados
muestran una disminuida capacidad de presentacién antigénica a las células T CD8"*. Este fendmeno
radica en la capacidad de B. abortusde retener las MHC-I en el aparato de Golgi, impidiendo su transito
hacia la superficie celular [209]. Sin embargo, desconociamos varios aspectos relevantes de esta
estrategia empleada por B. abortusentre ellos los componentes, vias de sefializacién y mecanismos
empleados por esta bacteria que llevan a la disminucién de la expresion de MHC-I en la superficie de

monocitos/macréfagos humanos, lo cual constituye el objetivo general de este trabajo.

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que la disminuciéon de MHC-I
en superficie requiere que las bacterias se encuentren vivas, sustentados en la incapacidad de B. abortus
muerta por calor (HKBA) de disminuir la expresion de MHC-I en superficie. Por lo tanto, postulamos que
el o los componentes de B. abortusimplicados en la disminucién de MHC-I inducida por IFN-y
corresponderian a una clase especial de PAMPs asociados a viabilidad conocidos como vita-PAMPs, tales
como el ARN bacteriano [181,182], ya que los mismos se encuentran exclusivamente en bacterias vivas
y se expresan activamente durante las fases tempranas de la infeccidon. Por otra parte, ha sido
demostrado para varios virus que el ARN, a través de distintos TLRs activa la via del EGFR [210]. A su vez,
la activacion del EGFR disminuye la expresién de MHC-I en patologias infecciosas, autoinmunes y
tumores [211,212]. Esto sugiere que el ARN brucelar podria, a través de uno o mads TLRs, llevar a la
induccion de ligandos del EGFR y la consecuente inhibicion de MHC-I en superficie observada durante la
infeccién con B. abortus

Respecto de los mecanismos de disminucidn de MHC-I en superficie, ha sido descripto que otros
patégenos inducen retencidn intracelular de MHC-I en el aparato de Golgi por alterar la acidificacién de

dicho compartimiento [213]. A su vez, fue reportado que la incorrecta acidificacién del aparato de Golgi
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interfiere con el transito de proteinas por impedir la correcta glicosilacién de las proteinas [214]. Por lo
tanto, postulamos que el mecanismo asociado a la retencién de MHC-I mediada por B. abotus podria
ser la inadecuada acidificacién del aparato de Golgi.

Por lo anteriormente expuesto y en vista de nuestros resultados previos, nuestra hipétesis de
trabajo es que el ARN de B. abortuses un componente de la bacteria implicado en la disminucién de
la expresion de MHC-1 inducida por IFN-O en monocitos/macréfagos, reteniendo a dichas moléculas
en el aparato de Golgi. Este hecho le permitiria a B. abortusdisminuir la respuesta antigeno-especifica
de linfocitos T CD8* y por lo tanto persistir en su hospedador. Esto llevaria a la evasion de la vigilancia
inmunolégica y la evolucion hacia cronicidad observada en pacientes con brucelosis.

A fin de poner a prueba nuestra hipdtesis, formulamos los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar si componentes de B. abortuspertenecientes a los vita-PAMPs, tales como el ARN,
son capaces de disminuir la expresiéon de MHC-I en la superficie de monocitos/macréfagos y
modular la capacidad citotdxica de los linfocitos T CD8".
2. Evaluar la participacion de distintos TLRs (TLR3, TLR7 y TLR8) en la disminucion de MHC-I
mediada por B. abortus
3. Investigar si la via del EGFR es gatillada durante la infeccion con B. abortusy esta implicada
en la disminucién de MHC-I.
4. Estudiar si una inadecuada acidificacion del aparato de Golgi, mediada por B. abortuspodria
explicar la retencidn intracelular de MHC-I en dicho compartimento.
En la parte | del presente trabajo profundizaremos en el objetivo especifico nimero 1, mientras
gue la parte Il abarcard los objetivos especificos 2, 3 y 4. Asimismo, se encontrard una seccion de Figuras
anexas que apoyan a la interpretacién de los resultados, perteneciendo las Figuras Anexas 1,4,5y 7 a

trabajos publicados anteriormente.
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Etica.

Los monocitos humanos fueron aislados exclusivamente de dadores adultos sanos de acuerdo a las
reglas del Comité de Etica del Instituto de Medicina Experimental (IMEX, CONICET-Academia Nacional
de Medicina). Todos los dadores firmaron un consentimiento informado previo al estudio. La donacién
resulta andénima y toda la informacién de los dadores queda resguardada. Los macréfagos murinos
derivados de médula 6sea (BMM, por sus siglas en inglés) fueron generados por diferenciacion de
progenitores de médula dsea provenientes de ratones hembra C57BL/6 (edad: 2-3 meses). Todos los
procedimientos fueron aprobados y realizados bajo las condiciones del Comité Institucional sobre

Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del IMEX.

Bacterias.

Las bacterias B. abortus S2308, B. abortusGFP, Salmonella typhimuriunsL14028, Bacillus cereus
B10502, Escherichia coli1105 y Klebsiella pneumonia#0603 y las cepas mutantes B. abortusRB51y
B. abortusvirB1Q B. abortusbtpA, B. abortusbtpB, B. abortusbtpAbtpBo B. abortusBpel59fueron
crecidas en tripteina de soja agar, suplementada con extracto de levadura (Merck Millipore). El nimero
de bacterias en los cultivos en fase estacionaria fue determinado por comparacion de la densidad 6ptica
a 600 nm con una curva estandar. A fin de obtener B. abortusmuerta por calor (HKBA) las bacterias
fueron lavadas 5 veces durante 10 minutos en PBS estéril. Las mismas fueron inactivadas por
calentamiento a 70°C durante 20 minutos, lavadas, alicuotadas y conservadas a -70°C hasta su
utilizacién. La ausencia total de viabilidad de B. abortuduego de la inactivacion por calor fue verificada
por la ausencia de crecimiento bacteriano en agar tripteina soja. Todas las manipulaciones con las
bacterias vivas se realizaron en el area de bioseguridad de nivel 3 del Instituto de Investigaciones

Biomédicas en Retrovirus y SIDA (INBIRS), Facultad de Medicina, UBA.

Expresion y purificacion de la proteina recombinante Omp19 de B. abortus.

La proteina de membrana externa de B. abortusde 19kDa lipidada (L-Omp19) asi como la versidn no
lipidada (S-Omp19), fueron obtenidas tal como fue descrito previamente [128]. Para eliminar la
contaminacidon con LPS de E. coli las proteinas recombinantes obtenidas fueron adsorbidas con
Sepharosa-Polimixina B (Sigma Aldrich). Ambas preparaciones de proteinas presentaron una
concentracién contaminante menor a 0,25 U de endotoxina/ug de proteina determinado por el ensayo
de Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000 (Lonza). La concentracién proteica se determind por el ensayo
de BCA (Pierce) utilizando seroalbumina bovina como estdndar. Las proteinas purificadas fueron

alicuotadas y conservadas a -70°C hasta el momento de ser utilizadas.
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LPS y ADN de B. abortus.

El LPS de B. abortuss2308 fue provisto por I. Moriyén (Universidad de Navarra, Pamplona, Espafia). La
pureza y las caracteristicas de estas preparaciones han sido previamente descriptas [215]. El LPS fue
solubilizado en agua hasta una concentracién adecuada por sonicacién y posterior autoclavado previo a
su uso. El ADN fue purificado mediante extraccién con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y precipitado
con etanol [216]. Para eliminar la contaminacién con LPS, el ADN obtenido fue adsorbido con Sepharosa-
Polimixina B (Sigma Aldrich). La preparacién de ADN obtenida presenté una concentracién contaminante
menor a 0,25 U de endotoxina/ug de proteina determinada por el ensayo de Limulus Amebocyte Lysate

QCL-1000 (Lonza).

Preparacion del ARN.

5-10x10° PBMCs o 5X10° UFC de las distintas bacterias fueron resuspendidas en 1 ml de TRIzol
(Invitrogen) y el ARN total fue extraido de acuerdo a las indicaciones del fabricante. En otro set de
experimentos, el ARN de B. abortugue purificado mediante una columna de Quick-RNA MiniPrep (Zymo
Research) de acuerdo a las indicaciones del fabricante. La cuantificacion y pureza del ARN de B. abortus
fue determinada mediante el espectrofotometro DeNovix DS-11 (DeNovix Inc.). En todos los casos, la
relacién de absorbancia 260/280 fue mayor a 2.0 y la relaciéon 260/230 mayor a 1.8. En un set de
experimentos, el ARN fue tratado con ADNasa RQ1 (Promega), Proteinasa K (PK) (Promega) o con
ARNasa | de E. coli(Life Technologies) previo a su utilizacion como estimulo de las células. Las
preparaciones de ARN (ARN de B. abotus, ARNs de B. abortustratados con ADNasa, PK o ARNasa | de
E. coli fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa 1%. El ARN fue detectado mediante
fluorescencia frente a luz UV y el tamaio del mismo fue determinado por comparacién con un marcador

de peso molecular de 100 pb (TransGen Biotech Co., Ltd.).

Células.

Las células de la linea monocitica humana THP-1 fueron obtenidas de ATCC (American Type Culture
Collection) y cultivadas en medio estandar compuesto por RPMI 1640 suplementado con 25mM de
Buffer Hepes, 2mM de L-glutamina, 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (Natocor), 100 U/ml
de penicilina y 100 ng/ml de estreptomicina. Para inducir la maduracidn, las células fueron cultivadas
con 0,05 uM de 1a,25-dihidroxivitamina D3 (Calbiochem Merck Millipore) por 72 h. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron obtenidas por centrifugacion en gradientes de
Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) de sangre humana colectada de individuos adultos sanos. Los monocitos

humanos fueron obtenidos luego de la centrifugacién de los PBMCs en un gradiente de Percoll (GE
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Healthcare) y luego resuspendidos en medio estandar. La pureza de los monocitos CD14* aislados fue
mayor al 80%, determinado por citometria de flujo. La viabilidad celular se midid por el test de exclusién
de azul de tripdn y fue mayor al 95% en todos los experimentos. Los BMM fueron generados por
diferenciacion de progenitores de médula ésea obtenida de ratones C57BL/6 WT, KO para TRIF o para
TLR7 (provistos por la Universidad Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil) con 20 ng/ml de M-
CSF recombinante (PeProtech), como ha sido previamente descripto [217]. Todos los experimentos

fueron llevados a cabo en estufa a 37°C en una atmdsfera con 5% de COs.

Infecciones in vitro.

Células THP-1 (0,5 x 10° células/ml) fueron infectadas con B.abortusS2308, B. abortusGFP, B. abortus
RB51, B. abortusvirB1Q B. abortusbtpA, B. abortushbtpB, B. abortusbtpAbtpBo B. abortusBpel59de
distintas multiplicidades de infeccion (MOI) por 2 h. La infeccidn se realizé en medio sin antibidtico en
presencia de 150 U/ml de IFN-y (Endogen). Posteriormente, se lavaron las células extensivamente para
remover las bacterias no internalizadas y se incubaron en medio suplementado con IFN-y, 100 ng/ml de
gentamicina y 50 nmg/ml de estreptomicina por 48 horas adicionales. A las 48 horas post infeccion se
recolectaron los sobrenadantes de infeccién de las células con B. abortuss2308, RB51 y B. abortus
VirB10 y se esterilizaron por filtracién a través de un filtro de nitrocelulosa de tamafio de poro 0.22 um.
Posteriormente se utilizaron para estimular células THP-1 no infectadas. Los sobrenadantes se diluyeron
1/5 o0 1/2 en medio completo. En otro set de experimentos, BMM de ratones WT o KO para TLR7 (0,5 x
10° células/ml) fueron infectados en placas de 24 pocillos con diferentes MOI de B. abortuss2308. Las
infecciones fueron hechas en presencia de 10 ng/ml de IFN-y murino (PeProtech) durante 2 horas en
medio estandar sin antibiéticos. Posteriormente, se lavaron las células extensivamente para remover las
bacterias no internalizadas y se incubaron en medio suplementado con IFN-y murino, 100 ng/ml de

gentamicina y 50 ng/ml de estreptomicina por 48 horas adicionales.

Supervivencia intracelular de Brucella spp.

Luego de la infeccidon y a fin de monitorear la sobrevida intracelular de las bacterias, las células fueron
lavadas 3 veces con PBS estéril y lisadas con 0,1% (vol/vol) de Tritén X-100 estéril en H,0. Diluciones
seriadas de los lisados fueron rdpidamente sembradas en agra tripteina soja agar para contar unidades

formadoras de colonias (UFC).

Evaluacién de Apoptosis.
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Para el ensayo de viabilidad, células THP-1 (0,5 x 10° células/ml) fueron tratadas con diferentes dosis del
ARN de B. abortuso infectadas con diferentes MOlIs de B. abortusS2308 en presencia de IFN-y por 48
horas. Células tratadas con paraformaldehido (PFA) al 2% fueron incluidas como control positivo de la
técnica. A las 48 hs las células fueron lavadas e incubadas con Anexina V-FITC e loduro de Propidio (BD
Pharmingen) por 10 minutos en hielo y oscuridad. Luego de la tincion, las células fueron analizadas con
un citémetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences). Las células fueron evaluadas en los cuadrantes de
Anexina V*/IP~ (apoptosis temprana) y Anexina V*/IP* (apoptosis tardia) y Anexina V/IP* (necrosis). El
andlisis de los datos se realizé con el software CellQuest (BD Biosciences). En otro set de experimentos,
las células fueron tefiidas con un anti-HLA-ABC humano (clon G46-2.6; BD Pharmingen), lavadas e
incubadas con 7-Amino-Actimicina D (7-AAD; BD Biosciences) por 10 minutos en hielo y en oscuridad.
Luego de la tincidn, las células fueron analizadas con un citémetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences).
La expresiéon de MHC-I fue evaluada construyendo una regién en las células viables (7-AAD negativas).

Los datos fueron procesados con los programas CellQuest (BD Biosciences) o Flow Jo 7.6.

Estimulacién in vitro.

Células THP-1 (0,5X10E6/ml) fueron estimuladas con ARN de B. abortus otros ARNs procariotas o
eucariota; ARN de B. abortustratado con ADNasa, PK o ARNasa |; cepas de B. abortusmuertas por calor
(1x107, 1x108 y 1x10° bacterias/ml); diferentes componentes estructurales de B. abortus(LPS, ADN o
lipoproteinas) o ligandos TLR en presencia de 150 U/ml IFN-y por 48 horas en medio estandar
conteniendo antibiodticos. En los experimentos con macréfagos murinos, los BMM fueron tratados con
su ARN o ligandos TLR en presencia de 10 ng/ml de IFN-y murino recombinante (PeProtech) por 48 horas.
En otra tanda de experimentos, células THP-1 fueron tratadas con ARN de B. abortusy Lipofectamina
2000 (Invitrogen). Brevemente, la Lipofectamina se mezclé con el ARN bacteriano (relacion 1:3) en 100
uL por pocillo de RPMI libre de suero y se incubd por 20 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, los complejos fueron adicionados a las células en presencia de 1,25% de SFB. Los cultivos
celulares se incubaron durante 48 horas a 372C en una atmdsfera con 5% de CO,. En otros experimentos,
células THP-1 tratadas con IFN-y por 48 horas fueron incubadas con monensina (25mM Sigma-Aldrich)
3 horas antes del fin del cultivo. En todos los casos, la expresién de MHC-I fue evaluada por citometria

de flujo o microscopia confocal, tal como se describe posteriormente.

Citometria de flujo.
Luego de las infecciones o estimulaciones, las células THP-1 o los monocitos humanos primarios fueron

teflidos con un anticuerpo monoclonal anti HLA-ABC humano conjugado a FITC (clon G46-2.6; BD
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Pharmingen) o los anticuerpos anti-CD71 humano (clon M-A712; BD Pharmingen) o anti-CD11b humano
conjugado a PE (ICRF44; eBioscience) o anti-CD40 humano (clon 5C3; BD Pharmingen) o el
correspondiente control de isotipo. Luego de las infecciones o estimulaciones de los BMM, las células se
tifileron con un anticuerpo anti-MHC-I murino H-2K4/H-2D¢ (clon 34-1-2S; BioLegend), conjugado a PE o
FITC. En todos los casos, las células fueron lavadas e incubadas con 7-Amino-Actimicina D (7-AAD; BD
Biosciences) durante 10 minutos en hielo y oscuridad. La expresion de MHC-I fue evaluada dentro de la
poblacién de células viables (7-AAD negativas). Luego de la marcacién, las células se analizaron en un
citdmetro de flujo FACSCalibur (BD Biosciences) y los datos se procesaron con los programas CellQuest

(BD Biosciences) o Flow Jo 7.6 (FlowlJo, LLC).

Microscopia confocal.

Células THP-1 (0,2 x 108 células/pocillo) fueron incubadas en un portaobjetos con pocillos (chamber
slides) en medio estandar suplementado con 10 ng/ml de PMA (Sigma-Aldrich) por 24 hs para promover
su adherencia. Luego, las células fueron infectadas con B. abortugS2308, $2308-GFP, RB51 o virb10) o
estimuladas con el ARN de B. abortuso ARN pre-tratado con ARNasa I; con EGF (25 ng/ml) o TGF-a (50
ng/ml) (Peprotech) en presencia de IFN-y por 48 hs. Luego fueron fijadas con PFA al 2%, permeabilizadas
con 0,1% de saponina e incubadas con un Ac monoclonal primario anti-HLA-ABC humano (clon W6/32;
purificado del sobrenadante de cultivo de un hibridoma murino) seguido de un Ac secundario anti-IgG
de ratén conjugado a Alexa 546 (Invitrogen). Los compartimentos subcelulares fueron detectados
utilizando Acs especificos anti-EEA1 (endosomas tempranos), LAMP-2 (endosomas tardios/lisosomas),
GM130 (aparato de Golgi) y calnexina (reticulo endoplasmatico) (BD Pharmingen) seguidos de un Ac
secundario anti-lgG de ratdon conjugado a Alexa 488 (Invitrogen). Para la tincidn nuclear se utilizé TO-
PRO-3 (Invitrogen). En todos los casos, luego de la marcacién los portaobjetos fueron montados con
PolyMount (Polysciences) y analizados utilizando un microscopio confocal FV-1000 con un objetivo de

inmersion en aceite de Plano Apocromatico 60X NA1.42 (Olympus).

Ensayo de presentacion antigénica.

La presentacién del epitope 257-264 del péptido OVA en Kb (SIINFEKL) fue detectada utilizando el
hibridoma de células T B3Z, el cual posee una construccion LacZ regulada por elementos NF-AT del
promotor de la IL-2 [218]. Para los ensayos de presentacidén antigénica, BMM de ratones WT o KO para
TLR7 tratados con el ARN de B. abortusfueron expuestos a 20 ng/ml del epitope SIINFEKL durante 20
minutos a 372C. Luego, las células fueron lavadas, resuspendidas en medio completo y co-cultivadas con

el hibridoma B3Z. Luego de 0, 4, 6 y 18 horas de incubacidn, las células fueron lavadas con PBS y la
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presentacion cruzada al hibridoma B3Z fue evaluada con un ensayo colorimétrico. En este caso se utilizé
el sustrato O-nitrofenol-p-D-galactosidasa (ONPG) (Sigma-Aldrich) para detectar la actividad PB-

galactosidasa en los lisados provenientes del hibridoma B3Z.

Determinacion de la concentracion de citoquinas.

La concentracién de TNF-a e IL-1B humanas fue cuantificada en sobrenadantes de cultivo de células
tratadas con el ARN de B. abortuso con ORNO6/LyoVec por 24 horas mediante ELISA sandwich, usando
anticuerpos monoclonales pareados citoquina-especificos, de acuerdo a las indicaciones del fabricante

(BD Pharmingen).

Reactivos.

Los anticuerpos blogqueantes de EGFR (Cetuximab) o ErbB2 (Trastuzumab) fueron adquiridos en Merck
Serono y Hoffmann-La Roche Ltd., respectivamente. El inhibidor de TACE (GM6001) y los inhibidores de
MAPK (PD98059: inhibidor Erk1/2; SB203580: inhibidor de p38; SP600125: inhibidor de Jnk1/2) fueron
obtenidos en Q5 Calbiochem. Los ligandos EGF y TGF-a recombinantes humanos fueron comprados en
PeproTech. Los ligandos de TLRs Gardiquimod, R848 (Resiquimod), ssRNA40/LyoVec y ORNO6/LyoVec
fueron adquirirdos en InvivoGen. El péptido OVA 257-264 (SIINFEKL) fue provisto por el Dr. S. Amigorena

(Institut Curie, Paris, Francia). El complejo inhibidor TLR3/dsRNA fue comprado en Calbiochem.

Western Blot.

Células THP-1 (1 x 10 células/ml) fueron infectadas con diferentes MOI (25:1, 50:1 y 100:1) de B. abortus
S2308 en presencia de IFN-y. A las 48 hs las células fueron lavadas y lisadas por incubacién en 0,2 ml de
buffer de lisis frio (150 mM de NaCl, 10 mM de Tris, 5 mM de EDTA, 1% de SDS, 1% de Tritdn X-100, 1%
de deoxicolato de sodio, 100 ng/ml de gentamicina, 50 ng/ml de estreptomicina, 0,2% de azida y un
coctel de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich)) por 2 hs a -70°C. Luego, los lisados fueron
centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. La concentracién proteica fue determinada mediante
el ensayo de Acido Bicinconinico (BCA) (Thermo Scientific Pierce). Cantidades iguales de proteina (20 pg)
provenientes de cada tratamiento fueron resueltas en un gel SDS-PAGE 7,5%. Después de la
electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa Hybond-ECL
(Amersham GE Healthcare) por corrida durante 1 h a 300 mA. La misma fue blogueada con una solucién
de leche al 5% en TBS 0,1 % de Tween-20 durante una noche a 4°C. Luego, se incubaron las membranas
ON con Acs primarios anti-EGFR humano (dilucion 1:1000) (clon 1005; Santa Cruz Biotechnology), anti-

ErbB2 humano (dilucién 1:1000) (clon C-18; Santa Cruz Biotechnology), anti-Fosfo-EGFR humano
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(Tyr1068) (dilucién 1:1000) clone D7AS5; Cell Signaling Technology), o anti-Fosfo-ErbB2 humano (Tyr877)
(1:2000 dilution) (Polyclonal antibodies; Cell Signaling Technology) hechos en conejo. En otro set de
experimentos, las membranas se incubaron con un Ac primario anti-MHC-I humano policlonal hecho en
conejo (1 mg/ml clon H-300; Santa Cruz Biotechnology) ON. Se lavaron las membranas 3 veces con TBS
0,05% de Tween-20 y se la incubd por 1 h con un Ac secundario anti-lgG de conejo hecho en cabra
conjugados a HRP (Santa Cruz Biotechnology). La inmunoreactividad luego fue detectada utilizando el
reactivo ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientif Pierce). Las bandas proteicas fueron
visualizadas utilizando placas radiograficas Kodak Medical X-Ray General Purpose Film. Como controles
internos de carga, las membranas fueron desmontadas incubandolas 10 minutos dos veces en un buffer
gue consistia en 1,5% de Glicina, 0,1% SDS, 1% de Tween 20 ajustado a pH 2,2 y luego reincubadas con
un anticuerpo anti-fB-actina humana (diluciéon 1:2000) (clon AC-15; Ambion o clon C4; Santa Cruz
Biotechnology) o un Ac anti-GADPH humano (clon A-.3; Santa Cruz Biotechnology). Finalmente, se

realizo el analisis densitométrico de las bandas utilizando el software Image J (acceso libre).

Neutralizacion de receptores ErbB.

Células THP-1 (0,5 x 10° células/ml) fueron infectadas con diferentes MOI (25:1, 50:1 y 100:1) de B.
abortusS2308, o tratadas con el ARN de B. abortus con ORN06/LyoVec (para el caso de Cetuximab) en
presencia de IFN-y y 50ug/ml de un Ac monoclonal bloqueante del EGFR (cetuximab; Erbitux®-Merck),
un Ac monoclonal bloqueante de HER2 (trastuzumab; Herceptin®-Roche) o IgG humana como control
de isotipo por 48 hs. Alternativamente, las células fueron infectadas en presencia de IFN-y y un inhibidor
de la enzima TACE (GM6001; Chemicon-EMD Millipore) o su control negativo (GM6001 Nc). Luego

fueron marcadas para citometria de flujo o microscopia confocal tal como fue previamente descripto.

Andlisis estadistico.
Los resultados fueron analizados mediante el andlisis de la varianza de uno o dos factores (ANOVA) con
los posthoctests de Tukey o Bonferroni utilizando el software GraphPad Prism versién 5.00 (GraphPad

Software).
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Caracterizacion de loscomponentesde
B. abortusnvolucradosen la
disminucion de la expresion de MHCI
en superficieinducida por IFN-2.
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La disminuciéon de MHC-I inducida por IFN-0 mediada por B. abortus depende de la
viabilidad bacteriana, pero es independiente de factores de virulencia clave de la
bacteria.

En estudios previos, nuestro laboratorio habia demostrado que la infeccion de monocitos
humanos con B. abortuss2308 (WT) disminuye la expresion inducida por IFN-y de MHC-1 [209]. Por el
contrario, la expresion en superficie de otras moléculas inducidas por IFN-y no difirié significativamente
entre células infectadas y no infectadas, indicando que B.abortusno disminuye la expresion de todas
las moléculas en superficie de manera global (Anexo Figura 1). Asimismo, demostramos que este
fendmeno es dependiente de la viabilidad bacteriana, ya que la estimulacién de monocitos con bacterias
muertas por calor (por su sigla en inglés, HKBA) es incapaz de disminuir la expresiéon de MHC-I [209]. Sin
embargo, desconociamos si este fendmeno se debia a algun factor de virulencia de la bacteria y/o a su
capacidad de persistir en las células. Para evaluar esto, células de la linea monocitica humana THP-1
fueron infectadas con distintas multiplicidades de infeccion (MOI) de B. abortuswWT o de las mutantes
RB51 (cepa rugosa, mutante en el LPS) y virB10 (mutante en uno de los componentes del sistema de
secrecion tipo 1V) (25:1; 50:1 y 100:1). Dichas mutantes fueron igualmente capaces que la cepa WT de
disminuir la expresion de MHC-I. Simultdaneamente, evaluamos el efecto de las diferentes bacterias
muertas por calor. Como se observa en la Figura 1 (paneles i vy iii), las tres cepas estudiadas fueron
capaces de disminuir MHC-I, pero no asi las bacterias muertas por calor (Figura 1, paneles ii y iv). Cabe
destacar que la disminucion de MHC-I no es debida a una pérdida de viabilidad celular de las células
infectadas con B. abortus demostrado por dos medidas independientes (Ensayo de Apoptosis con

Anexina V y gating en células viables 7-AAD negativas) (Anexo Figura 2).
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Figura 1. Solo las cepas de B. abortus viables son capaces de disminuir la expresion de MHC-I. (A-C, Paneles iy
iii) Células THP-1 fueron infectadas con distintas MOI de B. abortus WT (A), RB51 (B) o virB10- (C) en presencia de IFN-
Y por 2 hs. Posteriormente se lavaron y se cultivaron en presencia de IFN-y por 48 hs adicionales. (A-C, Paneles ii y iv)
Simultaneamente, se estimularon células THP-1 con las bacterias muertas por calor en presencia de IFN-y por 48 hs. La
expresion de MHC-I fue evaluada por citometria de flujo. Las barras representan las medias aritméticas + SEM de cinco
experimentosindependientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. **P<0,01; ***P<0,001 vs IFN-y.

A continuacion, nos preguntamos si mutantes de B.abortusen otros factores de virulencia eran

capaces de disminuir la expresion de MHC-I al igual que las anteriormente mostradas. Para responder

esta pregunta, se infectaron células THP-1 con las mutantes simples de B. abortusbtpa, btpby la doble

mutante btpabtpb (mutantes en proteinas que poseen el dominio TIR, esenciales para interferir en la

cascada de sefializacion de los TLR) y bpel59(mutante en la proteina efectora putativa BPE 159,

secretada en el citosol de manera independiente del sistema de secrecidn tipo IV de B. abortu$ [219]

de la forma anteriormente descripta. Confirmando y extendiendo nuestros resultados, todas las cepas

mutantes estudiadas fueron capaces de disminuir la expresion en superficie de MHC-I inducida por IFN-

vy a las 48 horas post infeccidn (Figura 2, paneles i y iii). Sin embargo, este fendmeno ocurre

64



Resultados - Parte |

exclusivamente cuando las bacterias se encuentran vivas; es decir, las formas muertas por calor de estas
bacterias perdieron la capacidad de disminuir MHC-I, auin con la concentracidon mas alta empleada (1x10°
bacterias/ml) (Figura 2, paneles ii y iv). Estos resultados confirman que la disminucién de la expresién
de MHC-I depende de la viabilidad bacteriana, pero es independiente de los factores de virulencia
estudiados. Al mismo tiempo, sugieren que dicha disminucién no es mediada por componentes
estructurales de B. abortus ya que los mismos se encuentran perfectamente conservados en las

bacterias muertas por calor.
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Figura 2. Solo las cepas de B. abortus viables, independiente de sus factores de virulencia, son capaces de
disminuir MHC-1. (A-D, Paneles i y iii) Células THP-1 fueron infectadas con distintas MOI de B. abortus mutantes: btpA
(A), btpB (B), btpAbtpB (C) o bpel59 (D) en presencia de IFN-y por 2 hs. Posteriormente se lavaron y se cultivaron en
presencia de IFN-y por 48 hs adicionales. (A-D, Paneles ii y iv) Simultdneamente, se estimularon células THP-1 con las
bacterias muertas por calor en presencia de IFN-y por 48 hs. La expresion de MHC-I fue evaluada por citometria de
flujo. Las barras representan las medias aritméticas + SEM de cinco experimentos independientes. MIF, media de
intensidad de fluorescencia. **P<0,01; ***P<0,001 vs células tratadas con IFN-y.
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Los componentes estructurales de B. abortus no estan involucrados en la disminucién de
la expresion de MHC-I.

Si bien los componentes estructurales de las bacterias no se ven afectados al someter las mismas
a la muerte por calor [181], estudiamos si alguno de ellos podia estar involucrado en la disminucién de
la expresién de MHC-I. Para ello, evaluamos el lipopolisacérido de B. abortugLPS Ba), una lipoproteina
modelo de membrana externa de B. abotus, Omp19, en su version lipidada (L-Omp19) y sin lipidar (S-
Omp19) y su ADN (ADN Bag). Células THP-1 fueron estimuladas con distintas concentraciones de estos
componentes en presencia de IFN-y por 48 hs y evaluamos la expresion de MHC-I por citometria de flujo.
Ninguno de los componentes estructurales evaluados fue capaz de disminuir la expresion de MHC-I
inducida por IFN-y (Figura 3A y B). En conjunto, estos resultados confirman que la disminucién sobre la
expresion de MHC-I requiere de la viabilidad bacteriana independientemente de la presencia de factores
especializados de la bacteria que regulan su virulencia. Esencialmente, el componente bacteriano

responsable de este fendmeno parece estar asociado a la viabilidad bacteriana per se
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Figura 3. Los componentes estructurales de B. abortus no disminuyen la expresion inducida por IFN-y de MHC-
| en células THP-1. (A y B) Células THP-1 fueron tratadas con diferentes dosis de LPS, L-Omp19, S-Omp19 o ADN de B.
abortus en presencia de IFN-y durante 48 hs. La expresion de MHC-| fue evaluada por citometria de flujo. Las barras
representan las medias aritméticas + SEM de cinco experimentos independientes. MIF, media de intensidad de
fluorescencia.
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El fendmeno de disminuciéon de MHC-I ocurre en estadios tempranos post infeccion.

Las cepas mutantes RB51 y virB10son capaces de infectar, pero no de persistir en monocitos,

hecho que se observa mediante la comparacidn del recuento de las UFC de cada bacteria a distintos

tiempos post infeccion (Anexo Figura 3). El hecho de que ambas bacterias fueran capaces de disminuir

la expresion de MHC-I, tal como lo hace B. abortuswT, nos condujo a pensar que el fenédmeno podia

desencadenarse a tiempos tempranos posteriores a la infeccion de las células con las bacterias.

Teniendo en cuenta esto, realizamos un ensayo de cinética de la disminucién de la expresiéon de MHC-I.

Para ello, células THP-1 fueron infectadas con diferentes MOI de las tres cepas bacterianas en presencia

de IFN-y y se evalud la expresidn de MHC-I por citometria de flujo a diferentes tiempos post infeccidn.

En todos los casos, la disminucién de MHC-I comienza a ser observable a las 8 horas, especialmente con

la MOI mas alta (Figura 4A—C). Estos resultados demuestran que la disminucion de la expresién de MHC-

| mediada por B. abortuscomienza en etapas tempranas de la infeccién, manteniéndose durante el

desarrollo de la misma.
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Figura 4. La disminucion de la expresion de MHC-I
mediada por B. abortus ocurre tempranamente
durante la infeccion. (A-C) Células THP-1 fueron
infectadas con diferentes MOI de B. abortus WT (A),
RB51 (B) o virB10- (C) en presencia de IFN-y por 2 hs,
lavadas e incubadas con IFN-y por 8, 24 y 48 hs mas.
Se determind la expresion de MHC-I por citometria de
flujo. Las barras representan las medias aritméticas +
SEM de cinco experimentos independientes. MIF,
media de intensidad de fluorescencia. *P<0,05;
**¥Pp<0,01; ***P<0,001 vs IFN-y.
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El ARN de B. abortus es un vita-PAMP involucrado en la disminucion de la expresion de
MHC-I.

En conjunto, los resultados mostrados hasta aqui nos permiten concluir que la disminucion de
MHC-I es dependiente de la viabilidad bacteriana y que se dispara en los momentos tempranos durante
la infeccién con B. abortus Esto nos llevd a pensar que el o los componentes de dicha bacteria
involucrados en este fendmeno correspondian a una clase especial de PAMPs asociados a viabilidad (o
vita-PAMPs), como el ARN procariota, ya que los mismos se encuentran exclusivamente en bacterias
vivas y se expresan activamente durante las fases tempranas de la infeccion [181]. A fin de investigar si
era un componente asociado a la disminucidn de la expresion de MHC-I, se purifico ARN de B.abortus
WT y se estimuld a las células THP-1 con diferentes concentraciones del mismo, en presencia de IFN-y
durante 48 horas. EI ARN de B. abortuslisminuyé significativamente la expresiéon de MHC-I inducida por
IFN-y (Figura 5A), tal como habia sido observado previamente en la infeccién de monocitos con la
bacteria. A fin de evaluar el efecto de posibles trazas de fenol extraidas como consecuencia del proceso
de purificacion del ARN, realizamos una extraccion “mocK’ de ARN, a partir de una muestra libre de
bacterias (Barra TRIzol) (Figura 5A). Como se puede observar, este tratamiento fue incapaz de disminuir
la expresion de MHC-I. Asimismo, el ARN purificado de las cepas mutantes RB51 y virB10también fue
capaz de disminuir la expresiéon de MHC-I inducida por IFN-y (Figura 5B y C). Mas aun, el ARN de B.
abortus purificado por una técnica distinta fue igualmente capaz de disminuir MHC-I en monocitos
(Figura 5D), confirmando que el ARN de B. abortuses un componente de esta bacteria involucrado en

dicho fendmeno.
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La disminucion de MHC-I por el ARN de B. abortus no esta asociada a una pérdida de
viabilidad celular.

Dado que la disminucion de la expresién de MHC-I mediada por el ARN de B. abortuspodia deberse
a una pérdida de viabilidad celular, a continuacién, evaluamos si el tratamiento de las células con el ARN
bacteriano o con productos derivados del TRIzol era citotdxico. Para ello realizamos un ensayo de muerte
celular con Anexina V. En la Figura 6 se puede observar que el ARN de B. abortusno indujo niveles
significativos de apoptosis temprana o tardia ni necrosis, aun con la concentracién mas alta de ARN evaluada
(10 pg/ml). Por el contrario, se observaron altos niveles de apoptosis tardia con un control positivo de la

técnica (células tratadas con PFA).
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Figura 6. La disminucion de MHC-l no implica pérdida de viabilidad celular. Células THP-1 tratadas con
diferentes dosis de ARN de B. abortus WT en presencia de IFN-y por 48 hs fueron tefiidas con Anexina V-FITC e
loduro de Propidio (IP) y luego analizadas para evaluar apoptosis temprana (Anexina V*/IP), apoptosis tardia
(Anexina V*/IP*) o necrosis (Anexina V'/IP*). Las células tratadas con PFA fueron usadas como control positivo de
apoptosis tardia. #P<0,001 vs Sin tratar (-).

La disminucién de MHC-I se observa tanto en células transfectadas como en las
estimuladas de forma directa con el ARN de B. abortus.

A fin de evaluar el mecanismo de ingreso del ARN de B. abortusa los monocitos, células THP-1
fueron estimuladas con el ARN de B. abortusafiadido al medio de cultivo o introducido en las células por
transfeccion con Lipofectamina. El tratamiento de las células con el ARN, independientemente del
procedimiento utilizado, fue capaz de disminuir la expresion de MHC-I (Figura 7A y B). Por otro lado,
para evaluar si el ingreso del ARN a las células era necesario para que se desencadene el fendmeno,
células THP-1 fueron estimuladas con ARN de B. abortusen presencia de un inhibidor de la endocitosis
mediada por clatrinas (Nistatina). Nuestros resultados demuestran que la Nistatina fue capaz de revertir

la disminucion de la expresion de MHC-I mediada por el ARN de B. abortugFigura 7C). Estos resultados
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sugieren que el ARN de B. abortuses reconocido probablemente por receptores endosomales que

disparan los eventos que conducen a la disminucién de MHC-I.
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La disminucion de la expresion de MHC-I no se debe a contaminantes del proceso de
purificacion del ARN de B. abortus.

Dado que trazas de ADN y proteinas de B. abortuspodrian contaminar las fracciones de ARN
extraidas con la técnica de TRIzol y a fin de descartar el efecto de ambas fracciones sobre la disminucién
de MHC-I, decidimos digerir las preparaciones de ARN con ADNasa y Proteinasa K (PK), con el fin de
eliminar estos posibles contaminantes. A fin de verificar que los tratamientos no hubiesen afectado la
integridad del ARN, se corrié un gel de agarosa y se analizaron las bandas correspondientes al ARN
nativo, ARN digerido con ADNasa y ARN digerido con PK (Figura 8A, calles 2-4). Luego, los productos de
estas digestiones fueron utilizados para estimular a las células THP-1 en presencia de IFN-y por 48 hs.
Finalmente, la expresién de MHC-| fue evaluada por citometria de flujo. Las preparaciones de ARN

digeridas con las enzimas mencionadas fueron aun capaces de disminuir la expresion de MHC-,
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demostrando que es efectivamente el ARN de B. abortusy no el ADN o las posibles proteinas

contaminantes, el causante de la disminucion de MHC-I (Figura 8By C).
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Figura 8. Los productos contaminantes del ARN de B.
abortus no son responsables de la disminucion de MHC-1.
(A) El ARN de B. abortus se purificé y digirid con ADNasa, PK o
ARNasa | de E. coli. Cada tratamiento se visualizé por
electroforesis en gel de agarosa 1%. (B y C) Las células THP-1
se estimularon con ARN de B. abortus tratado con ADNasa (B)
o PK (C) en presencia de IFN-y por 48 hs. Las células tratadas
solo con ADNasa o PK fueron usadas como controles
negativos. Las células tratadas con ARN de B. abortus fueron
usadas como controles positivos. La expresion de MHC-I fue
evaluada por citometria de flujo. Las barras representan las
medias aritméticas = SEM de cinco experimentos
independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 vs IFN-y. #P<0,01 vs controles
negativos.

Los productos de degradacion del ARN de B. abortus son también capaces de disminuir

la expresion de MHC-I.

Con el fin de corroborar que la degradaciéon del ARN de B. abortusevirtiera la disminucion de la

expresion de MHC-I inducido por IFN-y en la superficie de monocitos, se digirié al ARN de B. abortuson

ARNasa | de E. coliuna endorribonucleasa que degrada ARN simple cadena procariota en una mezcla

de mono-, di- y tri- nucledtidos. Posteriormente, células THP-1 fueron estimuladas con los productos de

esta digestion en presencia de IFN-y por 48 horas. La calle 5 de la figura 8 demuestra que el tratamiento

con ARNasa |, elimina completamente la integridad del ARN. Para nuestra sorpresa, los productos de

degradacion del ARN aun fueron capaces de disminuir la expresion de MHC-I del mismo modo que el

ARN intacto (Figura 9). La disminucién de MHC-I no fue consecuencia de la presencia de ARNasa en
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cultivo dado que el control negativo con células estimuladas sélo con ARNasa | fue incapaz de reproducir
el fendmeno. Estos resultados, junto a los expuestos anteriormente indican que no sélo el ARN de B.
abortuses un vita-PAMP involucrado en la disminucidn de la expresidn en superficie de MHC-I inducida

por IFN-y sino también sus productos de degradacion.
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Figura 9. Los productos de degradacion del ARN de B.
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La incapacidad de HKBA de disminuir la expresion de MHC-I se debe a la ausencia del
ARN en estos preparados.

Posteriormente, nos preguntamos qué ocurria con el ARN de las bacterias muertas por calor,
épor qué las mismas no eran capaces de provocar la disminucidon de la expresién de MHC-l mediada por
la infeccion y por el ARN de B. abortws? Si el ARN que tuviesen fuese degradado por calor, los productos
de degradacién del mismo deberian ser capaces de disminuir la expresién de MHC-I. Por lo tanto, para
responder esta pregunta, realizamos una electroforesis en gel de agarosa de los productos de la

purificacién con TRIzol a partir de HKBA. Como se observa en la Figura 10A (calle 2), se pudo determinar
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que HKBA no posee ARN, dado que desaparecen las tres bandas caracteristicas correspondientes al ARN.
Por otro lado, el ARN de B. abortis (obtenido de bacterias viables) no se ve afectado una vez que se lo
somete al mismo tratamiento térmico que aquél utilizado para matar las bacterias (20 minutos, 70°C;
Figura 10A, calle 3). Asimismo, los productos recuperados de la purificacién con TRIzol a partir de HKBA
fueron incapaces de disminuir la expresion de MHC-I inducida por IFN-y, contrariamente a lo que ocurre
con el ARN de B. abortussometido a tratamiento térmico (Figura 10B). Mas aun, el agregado de ARN a
HKBA restaurd la incapacidad de las bacterias muertas por calor de disminuir la expresion de MHC-I en

los monocitos humanos (Figura 10C y D).
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Figura 10. HKBA no posee ARN y éste restaura la incapacidad de HKBA de disminuir MHC-1. (A) Se purificd ARN de
B. abortus o de HKBA. Asimismo, el ARN de B. abortus se calentd a 702C por 20 minutos. Cada preparado fue visualizado
por electroforesis en gel de agarosa 1%. (B) Células THP-1 se estimularon con el ARN de B. abortus, los productos de la
purificacién por TRIzol de HKBA o el ARN de B. abortus sometido a calor, en presencia de IFN-y por 48 hs. (C y D) Células
THP-1 fueron estimuladas con HKBA, con o sin ARN y en presencia de IFN-y por 48 hs. La expresion de MHC-I fue
evaluada por citometria de flujo. Las barras representan las medias aritméticas + SEM de cinco experimentos
independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. **P<0,01 vs IFN-y.
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La disminucion de la expresion de MHC-I no es un fendmeno exclusivo del ARN de B.
abortus.

A continuacion, investigamos si la habilidad del ARN de B. abortuspara disminuir la expresion de
MHC-I era una caracteristica exclusiva del ARN de esta bacteria o si podia extenderse a ARNs de otros
microorganismos. Para dilucidar esto, se purific6 ARN de Bacillus cereysSalmonellatyphimurium,
Escherichia coly Klebsiella pneumoniadodos los ARNs procariotas evaluados fueron capaces de
disminuir la expresion en superficie de MHC-I (Figura 11A-D). Aun mas, el ARN extraido de un parasito
(Trypanosomacruz) también fue capaz de disminuir la expresion de MHC-I (datos no mostrados). Por el
contrario, el ARN purificado de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fue incapaz de
disminuir la expresién de MHC-I, aun con la dosis mads alta utilizada (Figura 11E). Por lo tanto, estos
resultados indican que la disminucion de MHC-I no es un fenémeno exclusivo del ARN de B. abortusino

gue puede ser extendido a ARNs de otros microorganismos pero no a ARN humano.
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Figura 11. Otros ARNs procariotas también son capaces de disminuir la expresion de MHC-l inducida por IFN-y. (A-
D) Células THP-1 fueron estimuladas con diferentes dosis de los ARN de S. typhimurium (A), B. cereus (B), E. coli (C) o K.
pneumoniae (D) en presencia de IFN-y por 48 hs. (E) Células THP-1 fueron tratadas con diferentes dosis de ARN de PBMCs
en presencia de IFN-y por 48 hs. La expresion de MHC-I fue evaluada por citometria de flujo. Las barras representan las
medias aritméticas * SEM de cinco experimentos independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. *P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001 vs IFN-y.
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Receptores vias de senalizaciowy
mecanisma involucrados en la
disminucion de la expresion de MHCI
mediada por el ARN deB. abortus
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El ARN de B. abortus disminuye la expresion de MHC-I inducida por IFN-y en monocitos
humanos aislados de sangre periférica y en macrofagos murinos derivados de médula
osea.

Si bien las células THP-1 son un buen modelo de monocitos humanos, nos propusimos evaluar si
nuestros resultados podian ser extendidos a cultivos primarios de monocitos/macréfagos. Para ello, se
purificaron y estimularon monocitos humanos aislados de sangre periférica o macréfagos murinos
derivados de médula ésea (BMM, por sus siglas en inglés) con diferentes concentraciones de ARN de B.
abortusen presencia de IFN-y (humano o murino, respectivamente) durante 48 horas. La expresion de
MHC-I fue luego evaluada por citometria de flujo. El ARN de B. abortusfue capaz de disminuir
significativamente la expresién de MHC-l en monocitos humanos primarios y en BMM (Figura 12Ay B).

Por lo tanto, el fendmeno es reproducible en cultivos primarios de monocitos/macréfagos.
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Figura 12. El ARN de B. abortus disminuye la expresion de MHC-I en cultivos primarios de
monocitos/macréfagos. Monocitos humanos aislados de sangre periférica (A) o macréfagos murinos derivados de
médula 6sea (B) fueron estimulados con diferentes dosis de ARN de B. abortus en presencia de IFN-y por 48 hs. La
expresion de MHC-1 fue evaluada por citometria de flujo. Las barras representan las medias aritméticas = SEM de cinco
experimentosindependientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. IFN-y m, IFN-y murino. ***P<0,001 vs IFN-y.
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El TLR3 no esta involucrado en la disminucion de la expresion de MHC-I inducida por
IFN-y mediada por el ARN de B. abortus.

A continuacién, nos propusimos estudiar qué receptor o receptores podian estar involucrados
en el fendmeno mediado por el ARN de B.abortus Los receptores mas conocidos capaces de detectar
ARN son los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés), localizados en
endosomas/fagolisosomas. Entre ellos encontramos al TLR3, que reconoce ARN doble cadena; al TLR7,
gue reconoce ARN simple y doble cadena y al TLR8, que reconoce ARN simple cadena y que
recientemente ha sido descripto como sensor de productos de degradacién del ARN [167,184]. Dado
que aun se desconoce si el ARN de Brucellaes capaz de formar estructuras secundarias y teniendo en
cuenta que el TLR3 ha sido implicado en varias funciones mediadas por el ARN viral doble cadena, en
primer lugar, quisimos evaluar si el TLR3 podia estar involucrado en la disminucién de MHC-I mediada
por el ARN de B. abortus Para ello, células THP-1 fueron estimuladas con el ARN de B. abortusen
presencia o ausencia de un inhibidor del TLR3 humano (Inhibidor del complejo TLR3/dsARN). Incluso en
presencia del inhibidor, el ARN de B. abortusdisminuyd la expresion de MHC-I (Figura 13A). Para
confirmar el hecho de que el TLR3 no estaba involucrado en el fendmeno y dado que este receptor es el
Unico TLR que transduce su sefial a través de la proteina adaptadora TRIF (adaptador inducido por IFN-
B que contiene el dominio TIR), exploramos el efecto del ARN de B. abortusen BMM purificados de
ratones KO para TRIF. El ARN de B. abortusfue capaz de disminuir la expresién en superficie de MHC-I

en BMM de ratones KO para TRIF, al igual que en BMM de ratones WT (Figura 13B).
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Figura 13. El TLR3 no esta involucrado en la disminucion de MHC-l mediada por el ARN de B. abortus. (A)
Células THP-1 fueron estimuladas con ARN de B. abortus (10 pg/ml) en presencia de IFN-y y de un inhibidor de TLR3
humano o del vehiculo correspondiente (dimetilsulfoxido, DMSQ) por 48 hs. (B) BMM de ratones C57BL/6 WT o KO
para TRIF fueron estimulados con ARN de B. abortus (10 pg/ml) en presencia de IFN-y murino por 48 hs. La
expresion de MHC-| fue evaluada por citometria de flujo. Las barras representan las medias aritméticas = SEM de
cinco experimentos independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. IFN-y m, IFN-y murino. *P<0,05;
**pP<0,01 vs IFN-y. ns, no significativo.
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La disminucion de la expresion de MHC-I por el ARN de B. abortus no esta mediada por
el TLR7 en monocitos humanos.

Habiendo descartado al TLR3 como posible receptor, nos focalizamos en TLR7 y TLRS8. La
aproximacion experimental en este caso, fue utilizar agonistas sintéticos especificos de ambos
receptores, dado que hasta el momento no se comercializan inhibidores o anticuerpos bloqueantes de
dichos TLRs. En primer lugar, estimulamos a las células THP-1 con distintas concentraciones de
Gardiquimod (agonista del TLR7 humano) en presencia de IFN-y durante 48 horas. Esta molécula fue
incapaz de disminuir la expresién de MHC-I inducida por IFN-y en los monocitos (Figura 14A). Sin
embargo, un agonista del TLR7 y TLR8 humanos, el R848 (Resiquimod) fue efectivamente capaz de
disminuir la expresion de MHC-I inducida por IFN-y (Figura 14B). Estos resultados nos permitieron
descartar al TLR7 humano y postular al TLR8 humano como un posible receptor involucrado en la

disminucion de MHC-I.
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Figura 14. El TLR7 humano no participa en la disminucion de MHC-l mediada por el ARN de B. abortus. (A)
Células THP-1 fueron estimuladas con distintas dosis de un agonista TLR7 humano, Gardiquimod, en presencia de
IFN-y por 48 hs. (B) Células THP-1 fueron estimulados con distintas dosis de un agonista TLR7/8 humanos, R848
(Resiquimod), en presencia de IFN-y por 48 hs. La expresion de MHC-I fue evaluada por citometria de flujo. Las
barras representan las medias aritméticas = SEM de cinco experimentos independientes. MIF, media de intensidad

de fluorescencia. IFN-y m, IFN-y murino. *P<0,05; **P<0,01 vs IFN-y.

La disminuciéon de la expresion de MHC-I por el ARN de B. abortus esta mediada por
TLR8h/TLR7m.

A fin de corroborar la participacion del TLR8 humano en el fendmeno mediado por el ARN de B.
abortus utilizamos dos agonistas especificos de dicho receptor, el ssRNA40/LyoVec y el ORNO6/LyoVec.
Para ello, las células THP-1 fueron estimuladas con dichas moléculas. Ambos agonistas fueron
igualmente capaces de disminuir la expresion de MHC-I al igual que B. abortusy su ARN (Figura 15A y

B). Asimismo, ha sido descripto que el TLR8 en BMM murinos no es funcional [171], sin embargo el TLR7
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cumple su funcién [220,221]. Considerando este hecho y dado que el ssRNA40 no solo es agonista del

TLR8 humano sino también del TLR7 murino, evaluamos su efecto en BMM. Corroborando lo observado

en monocitos humanos, el ssSRNA40 fue capaz de disminuir la expresién de MHC-I inducida por IFN-y en

BMM (Figura 15C). Por ultimo, y a fin de confirmar nuestros resultados, se purificaron BMM de ratones

C57BL/6 WT o KO para TLR7 y se infectaron con B. abortuso se estimularon con el ARN de la mencionada

bacteria. Nuestros resultados demostraron que la disminucién de la expresién en superficie de MHC-I

mediada por B. abortusy su ARN fue abolida en los BMM de ratones KO para TLR7 (Figura 15D y E). En

conjunto, nuestros resultados confirman que el fendmeno es dependiente de TLR8 humano/TLR7

murino.
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El ARN de B. abortus induce la retencion de MHC-I en el interior celular.

Previamente demostramos que la infeccién con B. abortusdisminuye la expresion de MHC-I en
superficie. Sin embargo, esto no es debido a una disminucién en la carga proteica total de MHC-I (Anexo
Figura 4). Por el contrario, B. &ortusinduce la retencion de MHC-I en el interior celular. A continuacion,
quisimos evaluar si el ARN de B. abortusera capaz de mimetizar este fendmeno. En primer lugar, se
determiné la localizacién de las moléculas de MHC-I por microscopia confocal en células infectadas con
B. abortuso estimuladas con el ARN de esta bacteria en presencia de IFN-y por 48 horas. La expresion
de MHC-I fue detectada con un anticuerpo monoclonal anti-HLA-ABC seguido de la marcacién con un
anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546. Las células tratadas sélo con IFN-y mostraron una
marcacion de MHC-I confinada predominantemente a la membrana celular (Figura 16A). Por el
contrario, tanto los monocitos infectados con B. abortuscomo los tratados con su ARN mostraron la
expresion de MHC-I restringida al interior celular concomitantemente con una marcada disminucién de

MHC-I en superficie (Figura 16A y B).
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El ARN de B. abortus mimetiza la retencion de MHC-I en el aparato de Golgi inducida por
la infeccion.

A continuacion, evaluamos la localizacidn subcelular de las MHC-I retenidas. Cabe destacar que
la infeccién con B. abortudnduce la retencién de MHC-I en el aparato de Golgi en células perfectamente
sanas (Anexo Figura 5). Aln mas, las mutantes RB51 y virB10 también mimetizan este fendmeno (Anexo
Figura 6). Entonces, a fin de evaluar si el ARN de B. abortusambién era capaz de inducir la retencion de
MHC-I en la organela antes mencionada, células THP-1 fueron tratadas con ARN de B. abortusen
presencia de IFN-y durante 48 horas. Las MHC-I fueron detectadas como se describid previamente y los
compartimentos subcelulares fueron detectados con anticuerpos monoclonales especificos seguidos de
un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 488. Se utilizaron Acs anti-EEA1 para detectar endosomas
tempranos, LAMP-2 para endosomas tardios/lisosomas, GM130 para aparato de Golgi y calnexina para
reticulo endoplasmatico. No se detectd co-localizacion de MHC-I con EEA1, LAMP-2 ni calnexina (Figura
17A). Contrariamente, en el 50% de los monocitos tratados con el ARN de B. abortusque mostraron

MHC-I retenidas, estas moléculas co-localizaron con el marcador de aparato de Golgi GM130 (Figura 17A

y B).
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Figura 17. El ARN de B. abortus retiene MHC-l en el
aparato de Golgi. (A) Micrografias confocales de células
THP-1 estimuladas con el ARN de B. abortus en presencia de
IFN-y por 48 hs. La expresion de MHC-I fue determinada
mediante un anticuerpo primario anti-MHC-I (W6/32)
seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546
(rojo). Los compartimentos subcelulares fueron detectados
usando anticuerpos monoclonales especificos para EEA1
(endosomas tempranos), LAMP-2 (endosomas
tardios/lisosomas), GM130 (Golgi) y calnexina (RE) seguido de
un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 488. La flecha
blanca indica co-localizacion (amarillo). (B) Cuantificacion de
la co-localizacion de MHC-l con los compartimentos
indicados. Los datos estan expresados como el porcentaje de
células con MHC-I co-localizando con el compartimento
indicado = SEM de tres experimentos independientes. El
numero de células contadas por grupo experimental fue 200.
ABAP<0,001 vs los otros compartimentos.
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Los productos de degradacion del ARN también generan la retencion de MHC-I en el
aparato de Golgi.

Teniendo en cuenta que el ARN de B. abortusdigerido con ARNasa | también es capaz de
disminuir la expresiéon de MHC-I en la superficie de monocitos, a continuacién, evaluamos si los
productos de degradacion del ARN podian inducir la retencidn de estas moléculas en el aparato de Golgi.
Para ello, células THP-1 fueron estimuladas con ARN previamente digerido con ARNasa | de E. colien
presencia de IFN-y durante 48 horas. Al igual que el ARN intacto, el ARN digerido fue capaz de retener a
las moléculas de MHC-I en el aparato de Golgi (Figura 18). Estos resultados muestran conjuntamente
que tanto el ARN de B. abortusomo sus productos de degradacidn son responsables de la retencion de

MHC-I en el aparato de Golgi, fendmeno observado durante la infeccion de los monocitos con B. abortus

+ IFN-y
IFN-y ARN Ba ARN Ba + H,0 +

ARNasa | ARNasa |

GM130 MHC-I DIC

merge

Figura 18. Los productos de degradacion del ARN de B. abortus inducen la retencion de MHC-I en el aparato
de Golgi. Micrografias confocales de células THP-1 tratadas con el ARN de B. abortus o sus productos de
degradacion en presencia de IFN-y por 48 hs. La expresion de MHC-l fue determinada mediante un anticuerpo
primario anti-MHC-l (W6/32) seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). El aparato de Golgi
se detectd con un anticuerpo especifico para GM130 seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 488
(verde). Las flechas blancas indican co-localizacion (amarillo). Las células tratadas sélo con ARNasa | fueron utilizadas
como controles negativos. Los resultadosson representativos de tres experimentos independientes.
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El ARN de B. abortus altera la funcionalidad de los LT CD8* restringidos por MHC-I.

A continuacidn, evaluamos si la disminucion de la expresién en superficie de MHC-I mediada por
el ARN de B. abortusera biolégicamente relevante, es decir: éesta asociada con cambios en la
presentacion antigénica a los LT CD8" citotdxicos restringidos por MHC-1? Para responder esta pregunta,
BMM de ratones WT y KO para TLR7 fueron tratados con diferentes dosis del ARN de B. abortusen
presencia de IFN-y murino por 48 horas. Luego, dichos macréfagos fueron incubados con el péptido OVA
(SIINFEKL). Finalmente, los macrofagos cargados con SIINFEKL se enfrentaron al hibridoma T B3Z el cual
es especifico para OVA-Kb y contiene una construccidn LacZ dirigida por elementos NF-AT del promotor
de la IL-2. Los BMM de ratones WT y KO para TLR7 tratados sélo con IFN-y murino presentaron
eficientemente el péptido OVA restringido a Kb a partir de las 6 horas en adelante (Figura 19Ay B), como
fue evidenciado por la induccidn de la actividad -galactosidasa en las células B3Z. El tratamiento de
BMM de ratones WT con el ARN de B. abortus(1-10 pg/ml) en presencia de IFN-y murino disminuyé
significativamente la presentacion del péptido OVA, demostrado por una respuesta de las células B3Z
disminuida en comparacion a las células tratadas sélo con IFN-y murino (Figura 19A). Sin embargo, el
tratamiento de los BMM de ratones KO para TLR7 con el ARN de B. abortusno afecté la presentacion
antigénica a los linfocitos T CD8*, comparada con las células tratadas unicamente con IFN-y murino
(Figura 19B). En conjunto, estos resultados indican que la disminucidon de la expresion de MHC-I
correlaciona con una disminuida presentacién antigénica de los macréfagos tratados con el ARN de B.
abortus a las células T CD8* citotdxicas. Asimismo, nuestros resultados demuestran que la disminucion
de la presentacidn antigénica a las células T CD8* mediada por el ARN de B. abortuses dependiente del

TLR7 murino.
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Figura 19. La disminucidon de MHC-l1 mediada por el ARN de B. abortus se correlaciona con una disminuida
presentacidn antigénica a las células T CD8* restringidas por MHC-l. BMM de ratones WT (A) y KO para TLR7 (B)
fueron tratados con diferentes dosis de ARN de B. abortus en presencia de IFN-y murino durante 48 hs. Luego las
células se lavaron e incubaron con 20 ng/ml del péptido OVA 257-264 (SIINFEKL) por 20 minutos a 37°C. A
continuacion se lavaron y cultivaron por 0, 4, 6 y 18 hs a 372C con células B3Z, un hibridoma T especifico para OVA-
Kb, que posee una construccion LacZ dirigida por elementos NF-AT del promotor de la IL-2. La activacion T fue
medida a través de un ensayo colorimétrico con orto-nitrofenil-P-D-galactdsido como sustrato de la enzima f-
galactosidasa. Los valores de absorbancia de cultivos de BMM en ausencia de OVA fueron restados. ***P<0,001 vs

IFN-y murino.

ttts

ttts

IFN-y m

ARN Ba 1 pg/ml + IFN-y m
ARN Ba 5 pg/ml + IFN-y m
ARN Ba 10 pg/ml + IFN-y m

[FN-y m

ARN Ba 1 pg/ml + IFN-y m
ARN Ba 5 pg/ml + IFN-y m
ARN Ba 10 pg/ml + IFN-y m
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La via del receptor de EGF se activa durante la infeccion de monocitos por B. abortus.
Nuestros resultados con HKBA demostraban que la disminucion de MHC-I mediada por B.
abortusrequeria que las bacterias estuvieran metabdlicamente activas. Mas atn que el ARN es el vita-
PAMP involucrado en dicho fendmeno. Estos hechos fueron especialmente tenidos en cuenta al intentar
determinar la via de sefalizacién involucrada en el fendmeno. Recientemente ha sido descripto que el
reconocimiento de ARNs virales por diversos TLRs desencadena la activacion de la via del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor). Mas aln, esto explicaria
la disminucién de MHC-I observada en diversas patologias infecciosas, autoinmunes y tumorales [210-
212]. Es por esto que nos preguntamos si esta via podia estar involucrada en la disminucién de MHC-I
mediada por el ARN de B. abortusEntre los receptores de la familia ErbB se encuentran: EGFR (ErbB1),
ErbB2, ErbB3 y ErbB4. En primer lugar, evaluamos la presencia de dichos receptores en células THP-1,
asi como también si su expresion podia ser modulada por la infeccion con B. abortusPara ello, células
THP-1 fueron infectadas con B. abortusy la expresién de EGFR, ErbB2, ErbB3 y ErbB4 fue analizada
mediante la técnica de western blot{WB). Se observé una ligera expresion de EGFR y ErbB2 tanto en las
células no infectadas como en las estimuladas con IFN-y, la cual se incrementé en presencia de la
infeccidn (Figura 20A y B). Sin embargo, no se detectd expresién de ErbB3 y ErbB4 en ninguno de los
grupos experimentales (datos no mostrados). Asimismo, evaluamos el estado de fosforilaciéon de los
receptores ErbB como una medida de su activacion. Ambos receptores (EGFR y ErbB2) fueron
fosforilados en presencia de B. abortus indicando que esta via de sefializacién se encuentra activa

durante la infeccién con esta bacteria (Figura 20A y B).
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Figura 20. La infeccidn con B. abortus induce la expresion y la activacion de los receptores de ligandos tipo EGF.
Células THP-1 fueron infectadas con diferentes MOI de B. abortus en presencia de IFN-y por 2 hs, lavadas y cultivas en
presencia de IFN-y por 48 hs mas. Se obtuvieron los extractos celulares totales y la expresion de EGFR (A) y ErbB2 (B) y
de sus versiones fosforiladas (p-EGFR y p-ErbB2, respectivamente) se determind por WB. La expresion de B-actina se
us6 como control de carga. Las barras corresponden a los analisis densitométricos + SEM de tres experimentos
independientes. AP<0,05; AAP<0,01 vs ST.

La via del EGFR esta involucrada en la disminucion de la expresion de MHC-I mediada
por B. abortus.

A fin de evaluar si la via del EGFR podia estar implicada en la disminucién de MHC-I, células THP-
1 fueron infectadas con B. abortusn presencia de un Ac bloqueante de la uniéon de los ligandos al EGFR
(Cetuximab). A continuacidn, evaluamos la expresion en superficie de MHC-l y la localizacién subcelular
de estas moléculas mediante citometria de flujo y microscopia confocal, respectivamente. La
neutralizacion del EGFR revirtié de manera parcial pero significativa la disminucidn de la expresidn de
MHC-I mediada por B. abortugFigura 21A). A su vez, el tratamiento con Cetuximab fue capaz de revertir
la retencidn intracelular de estas moléculas dentro del aparato de Golgi observada en células infectadas
con B. abortus(Figura 21D vy E). El receptor ErbB2 no es capaz de unir ninguno de los ligandos de los
receptores ErbB de manera directa. Sin embargo, puede formar heterodimeros con el EGFR y de esta
manera amplificar su actividad catalitica aumentando su afinidad por los ligandos y/o el reciclado del
receptor y su estabilidad [222-224]. A fin de caracterizar el rol de ErbB2 en la disminucion de MHC-I
realizamos experimentos en presencia de Trastuzumab, un Ac bloqueante de ErbB2. La neutralizacién

de este receptor también revirtié de manera parcial la disminucion de la expresién en superficie, asi
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como la retencion en Golgi de MHC-I mediadas por B. abortus(Figura 21B, D y E). Por otra parte, los
ligandos de la familia de receptores ErbB (TGF-a, EGF y anfiregulina, entre otros) son sintetizados en
primer lugar como proteinas transmembrana de tipo I, que se insertan en la membrana plasmatica. Para
ser transformados a su forma soluble, son clivados por proteasas presentes en la superficie celular. Entre
ellas, TACE/ADAM17 (TNF-a-converting enzyme) es una de las mas estudiadas [225-227]. Por lo tanto,
otra forma de confirmar la participacion de la via del EGFR fue inhibir a esta enzima, evitando de esta
manera la generacion de ligandos solubles del EGFR. Para esto, células THP-1 fueron infectadas con B.
abortus en presencia de GM6001, un inhibidor quimico de TACE. La inhibicion de TACE revirtio
significativamente tanto la disminucién de la expresidn en superficie como la retencion en Golgi de MHC-
| mediadas por B. abortug(Figura 21C, D y E). En conjunto, estos resultados demuestran que la via del

EGFR esta implicada en la inhibicion de la expresion de MHC-I mediada por B. abortus
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Figura 21. La via del receptor de EGF esta implicada en la disminucion de la expresion de MHC-I mediada por B.
abortus. (A-C) Células THP-1 fueron infectadas con B. abortus en presencia de IFN-y y un Ac neutralizante del receptor
de EGF (Cetuximab) (A), un Ac neutralizante de ErbB2 (Trastuzumab) (B), un inhibidor de TACE (GM6001) (C) o su
correspondiente isotipo en el caso de Cetuximab y Trastuzumab o su correspondiente control negativo (Nc) en el caso
de GM6001 por 48 hs. La expresion de MHC-I fue determinada por citometria de flujo. Las barras representan las
medias aritméticas + SEM de 3 experimentos independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. (D)
Microscopias confocales de células THP-1 infectadas con B. abortus (MOl 100) en presencia de IFN-y y Cetuximab,
Trastuzumab o GM6001. Como control negativo se muestra representativamente el correspondiente al isotipo de
Cetuximab. La expresion de MHC-l se determind utilizando un Ac primario anti-MHC-I humano (W6/32) y un Ac
secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). La localizacion subcelular en aparato de Golgi fue detectada utilizando un Ac
especifico para GM130 seguido de un Ac secundario conjugado a Alexa 488 (verde). La flecha blanca indica co-
localizacion (marca amarilla). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. (E) Cuantificacion
de la retencion de MHC-l. Los valores representan el porcentaje de células con MHC-lI retenido + SEM de 2
experimentosindependientes. ***P<0,001 vs IFN- y. #P<0,05; #P<0,01; ##P<0,001 vs Isotipo o Nc.
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El ARN de B. abortus disminuye la expresion de MHC-I a través del TLR8 y por la via del
EGFR.

Habiendo demostrado que la disminucién de MHC-I mediada por B. abortusesta desencadenada
por la via del receptor de EGF, quisimos extender nuestros resultados al ARN de B. abortusAsimismo,
teniendo en cuenta que el receptor involucrado en la disminucién de MHC-I es el TLR8 humano,
decidimos evaluar la conexién entre la via del EGFR y el TLR8. Para ello, células THP-1 fueron estimuladas
con el agonista de TLR8 humano ORNO6/LyoVec o con el ARN de B. abortusen presencia del anticuerpo
bloqueante de EGFR, Cetuximab. La neutralizacidn del EGFR revirtid parcial pero significativamente la
disminucion de la expresion de MHC-I mediada por ambas moléculas (Figura 22A). Dicha reversiéon no
se debe a un mal funcionamiento del TLR8 causada por el anticuerpo Cetuximab, dado que no hubo
diferencias en la secrecidn de citoquinas pro-inflamatorias rio abajo de NF-kB (TNF-a e IL-1PB) entre las
células tratadas con el control de isotipo y aquellas tratadas con Cetuximab (Figura 22By C). En conjunto,
nuestros resultados indican que el ARN de B. abortusdisminuye la expresién de MHC-I inducida por IFN-
Y en monocitos/macréfagos humanos por un mecanismo dependiente de TLR8 y a través de la via del

receptor de EGF.
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Figura 22. El ARN de B. abortus disminuye la expresion de MHC-| a través de TLR8 y de la via del EGFR. (A)
Células THP-1 fueron estimuladas con el agonista de TLR8, ORNO6/LyoVec o el ARN de B. abortus en presencia de IFN-y
y un Ac neutralizante del receptor de EGF (Cetuximab) o su correspondiente isotipo por 48 hs. La expresion de MHC-I
fue determinada por citometria de flujo. Las barras representan las medias aritméticas + SEM de 3 experimentos
independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. (B y C) Células THP-1 fueron tratadas con ORNO6 o ARN de
B. abortus en presencia de Cetuximab o de un control de Isotipo por 24 hs. Luego, se recolectaron los sobrenadantes y
la secrecion de TNF-a (B) o IL-1p (C) fue cuantificada por ELISA. Las barras representan las medias aritméticas + SEM de
3 experimentos independientes. AAP<0,01; AAAP<0,001 vs IFN-y. ***P<0,001 vs Sin tratar + Isotipo o Cetuximab,
respectivamente. #P<0,01; #¥P<0,001 vs Isotipo. ns, no significativo.
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Los ligandos del EGFR son mediadores solubles involucrados en la disminucion de MHC-
I mediada por B. abortus y su ARN.

Los ligandos de la familia de receptores ErbB pueden actuar de manera autocrina y/o paracrina,
una vez liberados al medio extracelular o de manera yuxtacrina, cuando aun estdn unidos a la membrana
plasmatica [225]. Asimismo, si bien el porcentaje de células infectadas con B. abortusconstituye entre
un 5-10% (Anexo Figura 7A y B), la disminucién de MHC-I se observa en toda la poblacién celular (Anexo
Figura 7B). Estos resultados, que proponen un mecanismo de disminucién de MHC-I del tipo bystandey
junto a los observados con el inhibidor de TACE, sugieren que los ligandos del EGFR son efectivamente
clivados durante la infeccion con B. abortusy podrian ser mediadores solubles implicados en la
disminuciéon de MHC-I. Por lo tanto, decidimos evaluar si EGF y TGF-a solubles recombinantes son
capaces de reproducir la disminucién de MHC-I mediada por B. abortus Confirmando nuestros
resultados, la exposicion de células THP-1 a EGF y TGF-a recombinantes también disminuyd la expresién
de MHC-I en superficie (Figura 23A y B), reteniendo a dichas moléculas dentro del aparato de Golgi
(Figura 23C y D). Asimismo, la combinacién de EGF y TGF-o fue incluso mas potente en la induccién de
ambos fenédmenos (Figura 23A-D). Corroborando nuestros resultados, los sobrenadantes de las células
THP-1 infectadas con tres cepas de Brucella(B. abortusS2308, RB51 and virB10) fueron capaces de
disminuir MHC-I aun mas eficientemente que los ligandos tipo EGF recombinantes, indicando que dichos
sobrenadantes probablemente contienen una combinacion de ligandos/agonistas del receptor de EGF
(Figura 23E). Mas aun, el efecto de estos sobrenadantes sobre la expresion en superficie de MHC-I fue
significativamente revertido en presencia de Cetuximab o Trastuzumab (Figura 23F). En conjunto,
nuestros resultados demuestran que la disminucién global de MHC-I mediada por B. abortusy su ARN
se debe a un efecto bystandely que los ligandos tipo EGF secretados durante la infeccién con B. abortus

podrian ser los mediadores solubles implicados en este fenédmeno.
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Figura 23. Los ligandos tipo EGF son mediadores solubles implicados en la disminucion de MHC-l mediada por B.

abortus y su ARN. (A y B) Células THP-1 fueron estimuladas con EGF (25 ng/ml), TGF-a. (50 ng/ml) recombinantes o la
combinacién de ambos en presencia de IFN-y por 48 hs. La expresion de MHC-I fue evaluada por citometria de flujo. (C)
Micrografias confocales de células THP-1 incubadas en presencia de EGF, TGF-0. o la combinacion de ambos y de IFN-y
durante 48 hs. La expresion de MHC-I fue determinada con un anticuerpo anti-MHC-1 humano (W6/32) seguido de un
anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). El aparato de Golgi fue detectado usando un anticuerpo especifico
para GM130 seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 488 (verde). Las flechas blancas muestran co-
localizacion (amarillo). Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. (D) Cuantificacion de la
retencion de MHC-I. Los datos estan expresados como el porcentaje de células con MHC-l retenido + SEM de tres
experimentos independientes. El nimero de células contadas por grupo experimental fue 200. (E_y F) Células THP-1
fueron tratadas con dos diluciones (1:5 y 1:2) de sobrenadantes (SN) de células infectadas con B. abortus 52308, RB51 o
virB10- (MOl 100) en presencia de IFN-Y durante 48 hs y en ausencia (E) o presencia (F) de Cetuximab o Trastuzumab.
Luego, se determind la expresion de MHC-I por citometria de flujo. Las barras representan las medias artiméticas + SEM
de tres experimentos independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. **P<0,01; ***P<0,001 vs IFN-y.
#P<0,05; #P<0,01 vs EGF o TGF-a (segun corresponda) + IFN-y. VP<0,05; VVP<0,01; VVVP<0,001 vs SN + IFN-y + Isotipo.

La disminucion de MHC-I mediada por B. abortus es dependiente de la via de sefializacion
EGFR-ERK.

Las protein-kinasas activadas por mitdégenos (por sus siglas en inglés, MAPK) tienen un rol
preponderante en los efectos modulatorios mediados por el EGFR [228,229]. En particular, la via
MAPK/ERK ha sido implicada en varios fendmenos inducidos por EGFR [210]. Recientemente, la via ERK
ha sido descripta como la reguladora principal de la expresién de MHC-I; de hecho, se ha encontrado
una correlacién inversa entre la fosforilaciéon de ERK y la expresion de MHC-1 [230]. Por lo tanto, a fin
de adentrarnos en el estudio de las vias de sefializacidn rio abajo de EGFR, nos propusimos investigar el
rol de Erk1/2, p38 y la MAP kinasa c-Jun (JNK) en la disminucién de MHC-I mediada por B.abortus Para
tal fin, se infectaron células THP-1 en presencia de inhibidores especificos de las vias de sefalizacion de
las MAPK. Se utilizaron las moléculas PD98059, SB203580 y SP600125 con el objetivo de inhibir Erk1/2,
p38 v Jnk1/2, respectivamente. La disminucidn de la expresion en superficie de MHC-I mediada por B.
abortus fue revertida significativamente por el inhibidor de Erk1/2 (Figura 24). Por el contrario, la
inhibicidn de p38 o0 Jnk1/2 no produjo ningun efecto en la disminucidon de MHC-I mediada por B. abortus
(Figura 24). Estos resultados indican que la disminucién de MHC-I mediada por B. abortusdepende de

la activacién de la via de sefializacién EGFR/ERK.
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Figura 24. La disminucién de MHC-1 mediada por B. abortus depende de la via de sefializacion EGFR/ERK. Células
THP-1 fueron infectadas con diferentes MOI de B. abortus en presencia de IFN-y y de inhibidores de las vias MAPK (PD98059
para Erk1/2, SB203580 para p38 o SP600125 para Jnk1/2) o el correspondiente vehiculo (dimetilsulféxido, DMSO) por 48 hs.
La expresion de MHC-I fue determinada por citometria de flujo. Las barras representan las medias aritméticas + SEM de 3
experimentos independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. ¥*P<0,01; ***P<0,001 vs IFN-y. ##P<0,001 vs B.

abortus + IFN-y + DMSO.

El iondéforo monensina mimetiza la retencion de MHC-I dentro del aparato de Golgi
mediada por B. abortus y su ARN en monocitos/macrofagos.

Finalmente, decidimos evaluar los posibles mecanismos de retencién de MHC-I en el aparato de
Golgi. El ioné6foro monensina es ampliamente utilizado para investigar la funcion del aparato de Golgiy
el transporte vesicular [213,231]. Dicha molécula dispersa el gradiente de protones a través de las
membranas celulares e impide la correcta acidificacion de las cisternas del Golgi desplazando e
inhibiendo a la bomba (H*) V-ATPasa, lo cual lleva a un transporte defectuoso de las proteinas desde el
medial- al trans-Golgi [232]. Por ello, nos propusimos investigar si el tratamiento de monocitos con
monensina resultaba en una disminucién de la expresion de MHC-I. Para ello, células THP-1 fueron
tratadas con IFN-y por 48 horas y se afiadiéd monensina 3 horas antes de la finalizacion de la incubacion.
Luego, la expresion en superficie de MHC-I fue analizada por citometria de flujo. El tratamiento con
monensina causé una significativa disminucién de la expresion de MHC-I inducida por IFN-y (Figura 25A
y B). La expresion de otras moléculas inducidas por IFN-y (CD11b, CD40 y CD71) no fue afectada por
dicho tratamiento (Figura 25C-E), indicando que la afectacion del transporte de MHC-I inducida por B.
abortus o por monensina no se debe a un efecto generalizado sobre el trafico intracelular.

Concomitantemente con la marcada disminucién en superficie de MHC-I, los macréfagos tratados con
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monensina mostraron la marcacién de MHC-I restringida al aparato de Golgi (Figura 25F).
Conjuntamente, estos resultados indican que la inhibicidon de la acidificacion del aparato de Golgi por
monensina impide el transito de MHC-I a la superficie celular. Estos resultados nos permiten especular
que B. abortuspreviene el transporte de MHC-I a la superficie celular por inhibir la acidificacién del

aparato de Golgi.

100



Resultados - Parte 11

A B
S+ 707
8 n 4 - 60- ———
] (%1 i Ll)
2 ¥ Monensina €5 sof
w ] Y 1] E w
2] TEEY + IFN-y c V  40-
o foOA o A *
*3 /i A @ w307
e S5 2s
g r “‘;\ L 'I‘ g_ — 20 i ——
< o Ty .'.;":t‘z‘. P w 10_
10 10 10 10 10
MHC- 0
Isoti [] Sintratar
—————— sotipo
] [FN-y
— Sintratar .
IFN-y Monensina + | FN-y
C D E
o . 2. . .
: Pl . ','Monensina“ - . B =
S ERTAE B RN M i g Monensina
oy i i\ f =1 % £t onensina =
“»1: { |\ ABUIFN-y SRy | -
s2d i ) { ! w24 f W | + |FN-y g + [FN-y
5 P 3 % g I £g
TN B d{f § 1 :
THERY | eff ML ?
=5 ; ,,”.:‘ l." ."“ o ] ,“ .J'I 'llr :‘.\ s
o % A - e L% .
o T T T o — — ‘v;-. . = o :
10? 10! 10 100 :10“ 10 ! 102 5] . T A
CD11b CD40 —

Monensina + IFN-y

Figura 25. La monensina mimetiza la retencion de MHC-I en el aparato de Golgi mediada por B. abortus y su
ARN. (A-E) Células THP-1 fueron tratadas con monensina en presencia de IFN-y. La expresién de MHC-I (A y B), CD11b
(C), cb40 (D) y CD71 (E) fue determinada por citometria de flujo. Los histogramas son representativos de tres
experimentos independientes. Las barras en (B) representan las medias aritméticas + SEM de 3 experimentos. MIF,
media de intensidad de fluorescencia. *P<0,05 vs IFN-y. (E) Micrografias confocales de células THP-1 tratadas con
monensina mds IFN-y. La expresion de MHC-I se determind con un anticuerpo primario anti-MHC-I humano (W6/32)
seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). El aparato de Golgi fue detectado utilizando un
anticuerpo especifico para GM130 seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 488 (verde). La flecha blanca
muestra co-localizacién (amarillo). Los resultados son representativos de tres experimentos independientes.
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Anexo Figura 1. La infeccidn con B. abortus no afecta la expresion de otras moléculas inducidas por
IFN-y. (A-C) Células THP-1 fueron infectadas con B. abortus (MOI 100:1) en presencia de IFN-y por 2 hs,
lavadas y cultivadas en presencia de IFN-y por 48 hs mas. La expresion de CD11b (A), CD40 (B) y CD71
(C) fue evaluada por citometria de flujo. Los histogramas son representativos de 5 experimentos
independientes.
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Anexo Figura 2. La disminucion de MHC-I no se debe a

una pérdida de viabilidad celular de

las células

infectadas. (A-C) Células THP-1 fueron infectadas con
diferentes MOI de B. abortus en presencia de IFN-y
durante 48 hs. Luego, las células se tifieron con 7-AAD (A
y B) o con Anexina V-FITC e IP (C). Las células tratadas
con PFA 2% fueron incluidas como control de células no
viables. (A) Estrategia de gating empleada para analizar
los datos de FACS, indicada en la seccion de Materiales y
Métodos. (B) Cuantificacion del porcentaje de células no
experimentos
independientes. (C) Las barras indican el porcentaje de
células Anexina V* /IP* (Apoptosis tardia) de tres
experimentos independientes. MIF, media de intensidad
de fluorescencia. ***P<0,001 vs ST.
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Anexo Figura 3. Las mutantes RB51 y virB10 son capaces de infectar pero no de persistir en los
monocitos infectados. Células THP-1 fueron infectadas con B. abortus S2308, RB51 y virB10 (MOI 100)
en presencia de IFN-y. Se lisaron las células a distintos tiempos post infeccion y se determind el nimero

de bacterias intracelulares sembrando dichos lisados en placas de TSA.
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Anexo Figura 4. La infeccién con B. abortus no afecta la sintesis proteica de MHC-1. (A) Células THP-1
fueron infectadas con diferentes MOI de B. abortus en presencia de IFN-y por 2 hs, lavadas y cultivadas
en presencia de IFN-y por 48 hs mas. Se obtuvieron extractos celulares totales y se determind la
expresion de MHC-I por WB. p—actina y GADPH fueron utilizados como controles de carga. (B) Analisis
densitométrico de los niveles proteicos de MHC-I de tres experimentos independientes. *P<0,05 vs ST.
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Anexo Figura 5. La infeccion con B. abortus induce la retencion de MHC-I en el aparato de Golgi en
células con los nucleos intactos. Micrografias confocales de células THP-1 infectadas con B. abortus $S2308
(MOI 100:1) en presencia de IFN-y. El nucleo fue detectado usando TOPRO-3 (azul). MHC-I fue detectado con
un Ac monoclonal anti-MHC-I humano (W6/32) seguido de un Ac secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). El
aparato de Golgi fue detectado mediante un Ac monoclonal especifico para GM130 seguido de un Ac
secundario conjugado a Alexa 488 (verde). La flecha blanca muestra co-localizacion (amarillo). Los resultados
son representativos de tres experimentos independientes.
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Anexo Figura 6. B. abortus $2308, RB51 and virB10 inducen la retencién de MHC-1 en el aparato de Golgi.
Micrografias confocales de células THP-1 tratadas con IFN-Y o infectadas con B. abortus S2308, RB51 o virB10-
(MOI 100:1) en presencia de IFN-y por 48 hs y luego tefiidas con un Ac primario anti-MHC-I humano (W6/32)
seguido de un Ac secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). El aparato de Golgi se detecté utilizando un Ac primario
especifico para GM130 seguido de un Ac secundario conjugado a Alexa 488 (verde). Las flechas blancas muestran
co-localizacion (amarillo). Los resultadosson representativos de tres experimentos independientes.
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Anexo Figura 7. La disminucion de la expresion de MHC-1 ocurre en toda la poblacion aunque las células
infectadas con B. abortus consituyan un 5-10%. (A y B) Micrografias confocales en donde se muestra el DIC de
células THP-1 infectadas con B. abortus-GFP (MOI 100:1) en presencia de IFN-y por 48 hs. (C) Células THP-1 fueron
infectadas con distintas MOI de B. abortus-GFP en presencia de IFN-y por 2 hs, lavadas y cultivadas en presencia de
IFN-y por 48 hs mas. La expresion de MHC-I fue evaluada por citometria de flujo, usando el ac primario W6/32
seguido de un anticuerpo secundario conjugado a PE. Las barras representan las medias aritméticas + SEM de tres
experimentos independientes. MIF, media de intensidad de fluorescencia. **P<0,01; ***P<0,001 vs IFN-y. MIF de
IFN-y: 51 + 2.
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Muchas bacterias intracelulares despliegan una serie de estrategias para evadir o contraatacar
las respuestas inmunes del hospedador, estableciendo infecciones crénicas. Para ello, requieren
factores de virulencia capaces de modular de una manera muy precisa el sistema inmune del
hospedador, en primer lugar evadiendo la inmunidad innata, luego previniendo el adecuado desarrollo
de la inmunidad adaptativa y finalmente estableciendo la fase crénica de la infeccidén [233]. Formando
parte de este grupo de microorganismos encontramos a las bacterias del género Brucella patégenos
intracelulares facultativos capaces de sobrevivir dentro de los macréfagos que infectan [234].

El control de la brucelosis por parte del hospedador requiere de una respuesta inmune compleja
con el fin de eliminar a Brucellaspp. Sin embargo, dentro del abanico de recursos defensivos que la
inmunidad adaptativa pone en juego frente a dicha bacteria, existen dos componentes determinantes a
fin de contener la infeccidn: el IFN-y producido por las células TCD4* y TCD8* [137] y las células TCD8*
citotdxicas que eliminan a las células blanco infectadas por Brucella[235]. El IFN-y es una citoquina que
no sélo potencia la capacidad microbicida del macréfago, sino que también induce la expresidon de
moléculas clave como MHC-l y Il, moléculas co-estimulatorias (CD80 y CD86) y CD40, entre otras. Estos
sucesos estimulan el procesamiento y la presentacidon de antigenos en las CPAs permitiendo que la
inmunidad adaptativa entre en juego, con las células T CD8* y TCD4* como las principales encargadas de
contener la infeccion [185]. Estudios previos en humanos, ratones y bovinos han demostrado la
presencia de linfocitos T CD8* especificos durante la infeccion por Brucella[152,185], confirmando la
habilidad de los macréfagos infectados con Brucellagpara presentar antigenos bacterianos en el contexto
de las MHC-| y activar respuestas T CD8* citotdxicas. Estos hechos llevarian en Ultima instancia a la lisis
de la bacteria y la erradicacion de la infeccion. Sin embargo, a pesar de esta respuesta inmune, B. abortus
es capaz de persistir dentro de los macrdéfagos que infecta estableciendo una infeccién crénica. Por lo
tanto, una pregunta que reviste gran relevancia es: ¢ Cdmo hace Brucellapara persistir en presencia de
una poderosa respuesta de linfocitos T CD8*?

Nuestro grupo de trabajo hace varios afios esta investigando qué estrategias utiliza B. abortus
para evadir la respuesta inmune y persistir cronicamente en el hospedador. Previamente demostramos
que la infeccién de monocitos/macréfagos humanos con B. abortusdisminuye la expresién inducida por
IFN-y de MHC-I en superficie. Como consecuencia, los macréfagos infectados muestran una disminuida
capacidad de presentacidn antigénica a los linfocitos T CD8* [209]. Este mecanismo podria explicar como
los macrofagos infectados con Brucellapueden evadir la vigilancia inmunoldgica de los LT CD8*
restringidos por MHC-I, promoviendo el establecimiento exitoso de una infeccidn prolongada. Sin
embargo, varios aspectos relevantes de la disminucién de MHC-I mediada por B. abortustales como,

factores de virulencia involucrados, momento de la infeccién en la cual ocurre el fendmeno, las posibles
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vias de sefalizacion y receptores involucrados y la relevancia biolégica de este suceso, todavia debian
ser dilucidados.

Por este motivo, el presente trabajo se centré en estudiar los puntos mencionados
anteriormente. En primer lugar, comenzamos por dilucidar el o los componentes de la bacteria
involucrados en la disminucién de la expresién de MHC-I inducida por IFN-y.

Un resultado interesante nos abrié camino para comenzar a elucidar el componente involucrado:
B. abortusmuerta por calor (HKBA) es incapaz de disminuir la expresion de MHC-I [209]. Es decir, que a
priori las bacterias deben encontrarse metabdlicamente activas. No sélo eso, sino que este fendmeno
es independiente de la capacidad replicativa y de la virulencia de B. abortushecho que se observa en
las Figuras 1y 2, donde cepas mutantes en factores de virulencia clave de la bacteria fueron también
capaces de disminuir MHC-1. Mas aun, lo hacen sdélo cuando se encuentran vivas. Conjuntamente, estos
resultados sugerian que los componentes estructurales de la bacteria no se encontraban involucrados,
dado que los mismos se conservan cuando las bacterias se someten a la muerte por calor. Un segundo
hecho determinante en la caracterizacidon del componente fue encontrar que el evento se desencadena
temprano durante la infeccidn, antes de que la bacteria sea eliminada. Esto fue demostrado mediante
la infeccién de monocitos/macréfagos con las cepas mutantes RB51 y virB1Q las cuales son incapaces
de persistir en los monocitos por largos periodos post infeccidn, pero también son capaces de disminuir
la expresion de MHC-I de la misma manera que la cepa WT, a partir de las 8 horas post infeccion. En
conjunto, todos estos resultados corroboran que las células reconocen un determinante de la viabilidad
bacteriana diferente de sus factores de virulencia. En este estudio, establecimos que un componente
involucrado en la disminucion de MHC-1 es un factor compartido por las distintas cepas de B. abortus
estudiadas y que se encuentra sdlo en las bacterias vivas (PAMPs asociados a viabilidad o vita-PAMPs):
el ARN de B. abortus Mas aun, nuestros experimentos demostraron que no solamente el ARN de B.
abortus de la cepa WT, sino también los ARNs provenientes de las mutantes RB51 y virB10 fueron
capaces de disminuir la expresién de MHC-I. Apoyando estos resultados, demostramos que la
incapacidad de HKBA para disminuir la expresion de MHC-I en superficie se debe a la ausencia de ARN
en estas preparaciones. En linea con estas evidencias, es ampliamente conocido que las vacunas
desarrolladas con bacterias vivas desencadenan respuestas inmunes mas vigorosas, aun cuando los
microorganismos estdn atenuados por la eliminacién de sus factores de virulencia [236]. Dado que los
componentes estructurales bacterianos estan presentes tanto en microorganismos vivos como muertos,
este resultado sugiere que debe haber determinantes no caracterizados en las bacterias vivas que
resultan importantes en la induccidon de una respuesta inmune protectora efectiva. En este sentido, ha

sido demostrado que los macréfagos pueden sensar directamente la viabilidad bacteriana a través de la
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deteccidon del ARN mensajero (ARNm) procariota. Este vita-PAMP, presente Unicamente en bacterias
viables, desencadena una respuesta innata Unica y una robusta respuesta adaptativa mediada por
anticuerpos [181]. Notablemente, la respuesta innata evocada por la viabilidad y el ARNm procariota
era considerada exclusiva de bacterias patogénicas, sin embargo, Sander et al. demostraron que aun las
bacterias no-patogénicas pueden desencadenar respuestas similares en tejidos estériles, siempre y
cuando estén vivas [181]. Mas aun, nuestros resultados indican que la disminucién de MHC-I no se
encuentra restringida a B. abortussino que puede ser extendida a ARNs de otros microorganismos,
sugiriendo una importancia mayor de este mecanismo de regulacién inmune en el contexto de otras
infecciones.

Otro tema que amerita discusién es cdmo los monocitos/macréfagos humanos son capaces de
sensar la viabilidad bacteriana durante la infecciéon por B. abortusHa sido descripto que el ARN viral y
el ARN bacteriano son sensados por RRPs, principalmente por aquellos pertenecientes a la familia de los
TLRs [237,238]. Los TLR3, TLR7 y TLR8 son preferencialmente expresados en las vesiculas intracelulares
del RE, endosomas y lisosomas [239]. Con respecto al ciclo intracelular de la bacteria, B. abortuses capaz
de ingresar, sobrevivir y replicarse dentro de los compartimentos fagociticos vacuolares de los
macréfagos [196]. Una vez dentro de los macrdfagos, Brucellahabita en compartimentos acidificados
que se fusionan con componentes tempranos y tardios de las vias endosomales/lisosomales [96,98]. Alli,
la mayor parte de las bacterias que han ingresado son rapidamente eliminadas. Sin embargo, el
establecimiento de una infeccidn persistente depende de la habilidad de la bacteria para formar
vacuolas conteniendo a BrucellaBCVs), que transitan desde los compartimentos endociticos hasta el RE
[96,196,197]. Una vez dentro de las BCV replicativas, las bacterias son resistentes al ataque litico y
comienzan a multiplicarse dramaticamente [96,197]. Starr et al. demostraron que la replicacién de
Brucellaen el RE esta seguida por la conversién de la BCV en vacuolas LAMP-1* con mdltiples membranas
y caracteristicas autofagicas denominada aBCVs. Mas aun, las aBCVs son requeridas para completar el
ciclo de vida intracelular y para la diseminacion célula-célula [106]. En este contexto, es posible que
mientras B. abortustransita por los endosomas/lisosomas tempranos y tardios, el ARN bacteriano
liberado por la fagocitosis active los TLRs endo-lisosomales. Por otro lado, las cepas mutantes también
son capaces de infectar a los monocitos/macréfagos y transitar por endosomas/lisosomas tempranos y
tardios, pero, a diferencia de la cepa WT, no son capaces de replicar dentro de las BCVs y persistir en el
hospedador. Sin embargo, nuestros resultados demuestran que estas cepas son igualmente capaces de
disminuir la expresiéon de MHC-I. Esto se debe a que el ARN de estas bacterias también podria acceder a
los receptores TLR3, TLR7 y TLR8 durante su transito a través de endosomas y lisosomas, a pesar de que

estas cepas no sean luego capaces de persistir en los macréfagos. En concordancia con esto, se ha
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reportado que el TLR8 es activado por el reconocimiento del ARN de Borrelia burgdorferen el fagosoma
de monocitos humanos [240]. Por otro lado, demostramos que la disminucién de MHC-I es un evento
temprano durante la infeccién, observado ya a partir de las 8 h post infeccion. Estos resultados van de
la mano con el tiempo que transcurre durante el pasaje de la bacteria por la via endocitica/lisosomal
temprana y tardia [98]. En nuestros experimentos de estimulacion con ARN purificado in Vvitro, tanto en
el caso de que éste sea transfectado como no y la entrada del ARN por endocitosis, accediendo de esta
manera al compartimento endosomal, pueden mimetizar perfectamente lo que ocurre en el contexto
de la infeccidn.

En segundo lugar, quisimos encontrar el o los receptores mediante el cual se disparaba la via que
llevaba a la disminucidn de MHC-I. Nuestros resultados indican que un agonista del TLR8 humano, tal
como el R848, es capaz de disminuir la expresién de MHC-I. Sin embargo, un agonista exclusivo del TLR7h
no es capaz de hacerlo. Si bien no puede descartarse que el TLR7 no sea capaz de reconocer al ARN de
B. abortus actuando de manera concomitante con el TLR8, los resultados observados nos llevaron a
proponer al TLR8h como posible receptor. Esto fue corroborado mediante el uso de dos agonistas
especificos para el TLR8 humano, el ssRNA40 y el ORNO6. Un aspecto interesante para destacar es que
el efecto de disminucion de MHC-I se alcanza con concentraciones menores del oligonucleétido sintético
ORNO6. Esto podria deberse al hecho de que contiene 6 repeticiones del motivo secuencial UUGU,
identificado como el motivo minimo responsable de la inmunoactividad del ssRNA40 [241]. Otro hecho
destacable a analizar es que el ARN humano es incapaz de disminuir la expresién de MHC-I. Respecto a
este punto, podemos mencionar que algunos receptores que reconocen ARN se activan por secuencias
especificas; por ejemplo, TLR7 y TLR8 son preferencialmente activados por poli-uridina (polyU) y por
secuencias ricas en GU. Dado que estas secuencias no son mas frecuentes en los ARNs microbianos
comparados con los de los vertebrados, actualmente no se conoce como la preferencia por estos
motivos contribuyen a distinguir entre el ARN propio y el ajeno [183]. Sin embargo, algunas
modificaciones de nucledsidos en el ARN ocurren mas frecuentemente en vertebrados que en otros
organismos [242]. Ademas del cap en 5, el ARN humano sufre otras modificaciones post
transcripcionales como la modificacion de varias bases del transcripto y la metilacion del esqueleto de
ribosa en la posicién 2’-OH. Particularmente, el TLR7 y el TLR8 parecen ser particularmente sensibles a
las alteraciones de la uridina, como pueden ser substituciones por pseudouridina, 5-metiluridina o 2-
tiouridina, resultando en una disminucién substancial de su activacion [243,244].

Por otro lado, la participacion del TLR8h en la disminucién de MHC-I mediada por B. abortusue
corroborada en macréfagos derivados de médula dsea de ratones utilizando el agonista ssRNA4Q,

agonista también del TLR7 murino. Esto fue pensado, dado que en ratones el TLR7 cumple la funcién del
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TLR8 en humanos [220,221]. No sélo eso, sino que nuestros resultados con BMM de ratones deficientes
para el TLR7 confirman que la disminucion de MHC-I inducida por B. abortusy su ARN es mediada por el
TLR8h/TLR7m. De acuerdo con estos resultados, la inhibicidn de la presentacién antigénica a las células
TCD8" por el ARN de B. abortusfue suprimida en los BMM provenientes de ratones deficientes para
TLR7.

El ARN simple cadena ha sido identificado como el ligando natural de los receptores TLR7 y TLR8
[220,245]. Sin embargo, cabe destacar que un reporte reciente identifica la estructura molecular del
TLR8 y demuestra que este receptor es capaz de reconocer los productos de degradacién del ARN,
especificamente el mononucleétido uridina en uno de sus sitios de unién y oligonucleétidos como UG o
UUG, en un segundo sitio de unién [184]. El concepto de reconocimiento de los productos de
degradacion del ARN por parte del TLR8 sugiere que las fosfatasas y/o nucleasas (de origen bacteriano
o provenientes del hospedador) tienen un rol rio arriba de la activacién del TLR8 [246], de manera
analoga al requerimiento de la endonucleasa lisosomal ADNasa |l para la activacion del TLR9 [247,248].
De acuerdo con esta evidencia, observamos que el ARN digerido por una ARNasa procariota especifica
fue capaz de disminuir la expresién de MHC-I de la misma manera que el ARN intacto. Estos resultados
indican que los productos de la degradacién del ARN también pueden ser reconocidos por el TLR8.

Si bien nuestros resultados indican que los TLR3 y TLR7 humanos no se encuentran involucrados
en la disminucién de MHC-I, Campos et alemostraron recientemente que ambos receptores tienen un
rol importante en el reconocimiento del ARN de B. abortuspara inducir la produccidn de citoquinas pro-
inflamatorias e IFNs de tipo | en células dendriticas murinas. Sin embargo, estos receptores no son
esenciales para el control de la infeccion por Brucellain vivo[249]. Para explicar esta observacion, los
autores hipotetizaron que el TLR13, un RRP involucrado en el reconocimiento de una secuencia
especifica del ARNr 23S bacteriano [250,251], podria ser el encargado del reconocimiento del ARN de B.
abortus Sin embargo, durante nuestros estudios nosotros no centramos nuestra atencién en el TLR13
ya que este receptor sélo se encuentra presente en ratones y no en humanos [250,251]. M3s alld de los
TLRs, los receptores RIG-1 y MDAS5 han sido caracterizados como receptores citosélicos capaces de
reconocer al ARN. Especificamente, MDAS ha sido identificado como iniciador de la respuesta antiviral
frente a largas cadenas de dsARN viral mientras que RIG-1 reconoce doble cadenas cortas o ssARN con
un extremo 5’-trifosfato [252,253]. Mas aun, RIG-1 también ha sido involucrado en el reconocimiento
de ARN bacteriano. Ha sido demostrado que RIG-1 detecta la infeccidn con Listeria monocytogengsor
reconocimiento del ARN secretado en el citosol de las células infectadas [254,255]. Si bien RIG-1 y MDA5
podrian estar involucrados en la disminucion de MHC-I mediada por el ARN de B. abortusteniendo en

cuenta la localizacién subcelular de estos receptores, esto implicaria que el ARN tendria que ser
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trasportado desde el fagosoma hacia el citosol. Sin embargo, esto no ocurre para todas las bacterias, tal
como fue demostrado para el ARN de B. burgdorfer{240]. Con respecto a Brucella se ha demostrado
qgue su ADN puede activar moléculas citosélicas como AIM2 y STING [179,256] pero todavia se desconoce
si su ARN puede acceder a receptores citosélicos durante la fagocitosis de la bacteria.

Podriamos mencionar algunos puntos interesantes acerca de los mecanismos fisiolégicos de la
disminucion de MHC-I en la superficie de monocitos/macrofagos. Por un lado, la disminucidn de la
expresion en superficie de MHC-I inducida por IFN-y mediada por la infeccién con B. abortusno se
correlaciona con una disminuida sintesis proteica. Contrariamente, nuestros resultados indican que
dicha disminucion se debe a la retencion intracelular de las MHC-I. Por otro lado, la deteccion de las
MHC-I enddgenas dentro del aparato de Golgi por el anticuerpo monoclonal W6/32, el cual reconoce las
moléculas correctamente plegadas y asociadas a la f2-microglobulina [257], indica que las MHC-I se
encuentran ensambladas de manera correcta. Esto sugiere que el arresto del transporte ocurre luego
de la formacién del complejo en el RE y se debe a una falla en el transporte a través de los
compartimentos del Golgi. De hecho, Sohn et al. describieron que CD99, una proteina transmembrana
expresada en todos los leucocitos, células endoteliales y principalmente en timocitos, podria estar
asociada con la maquinaria de trafico post-Golgi, regulando el transporte de las MHC-I a la membrana
plasmatica, lo cual proporciona un novedoso mecanismo de escape al sistema inmune [258].
Conjuntamente con esto, es ampliamente conocido que las Rab GTPasas, una gran familia de proteinas
pequefias asociadas a GTP, resultan esenciales para el control y la coordinacién del trafico intracelular
[259]. De esta manera, podria ser posible que B. abortusesté afectando la actividad de estas GTPasas
durante su ciclo celular. Por otro lado, hemos demostrado que células estimuladas con IFN-y y tratadas
con el ionéforo monensina (un inhibidor de la acidificacién del aparato de Golgi) presentan un fenotipo
notablemente similar al de las células infectadas con B. abortus con las MHC-I retenidas dentro del
aparato de Golgi a expensas de una disminucion de su expresidon en superficie. La monensina es un
inhibidor de la acidificacién del aparato de Golgi, lo que dificulta el transporte celular de las proteinas
recientemente sintetizadas [260]. En particular, interfiere con la correcta glicosilacidn de las proteinas,
impidiendo de esta manera el transito a través de los compartimentos del Golgi [214]. Teniendo en
cuenta estos resultados, especulamos que B. abortuspodria ocasionar la retencion de MHC-I en el
aparato de Golgi por alterar el pH de dicho compartimento. Sin embargo, el transporte imposibilitado
de MHC-I en las células infectadas con Brucellano forma parte de una alteracion generalizada del trafico
intracelular, ya que el transito de CD11b, CD40 y CD71 no se encuentra afectado ni por la infeccién de
las células con B. abortusi por el tratamiento de las mismas con monensina. ¢Como hace entonces la

bacteria para impedir especificamente el transito de MHC-I desde Golgi a la membrana celular? A pesar
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de que B. abortushunca transita a través del aparato de Golgi durante su ciclo celular, especulamos que
durante la fase replicativa en el RE la bacteria podria secretar moléculas que por interactuar con MHC-I
nacientes puedan transitar a través de los compartimentos endomembranosos del RE y del aparato de
Golgi e inhibir las ATPasas vacuolares [261] causando una alteracidn de la acidificacion del Golgi y la
posterior retencion de las moléculas de MHC-I, tal como fue descripto para otros patégenos [213,262].
Sin embargo, aun desconocemos cémo las mutantes, que nunca alcanzan la fase replicativa del ciclo,
logran provocar la retencion de MHC-I en el aparato de Golgi.

Si bien los monocitos infectados por B. abortusconstituyen sélo entre un 5-10% de todas las
células a las 48 horas [96], nuestros resultados demuestran que la disminucidn de la expresion de MHC-
| ocurre en toda la poblacién celular. Esto nos llevé a pensar en algin mecanismo indirecto que pudiese
estar afectando a toda la poblacidén y a investigar las posibles vias involucradas en el fenémeno.

La cascada de sefializacién disparada por los receptores ErbB ha estado implicada en la
disminucion de MHC-I en varias patologias infecciosas, autoinmunes y tumorales [211,212]. Los
receptores ErbBs pertenecen a una familia de receptores transmembrana tirosin-kinasas que incluye a
cuatro miembros: EGFR (ErbB1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) y ErbB4 (HER4) [263]. Las bacterias
intracelulares comparten multiples estrategias de evasion con virus y tumores. Particularmente, la
disminucion de la expresién de MHC-lI es un mecanismo ampliamente explotado en este tipo de
patologias [264—266]. Recientemente se ha reportado que la via del EGFR estd involucrada en la
expresion del transactivador de Clase Il, de MHC-I y MHC-II [211,212]. Pollack et al. describieron que el
uso de inhibidores de EGFR es capaz de aumentar la expresion de MHC-I y MHC-II tanto la basal como la
inducida por IFN-y en queratinocitos humanos malignos [211]. La asociacion entre el EGFR y la expresion
de estas moléculas se basa en la habilidad del IFN-y para inducir la transactivacion del EGFR [267]. Si
bien el IFN-y podria ser responsable de la activacion de esta via, multiples receptores pertenecientes a
la familia de los TLRs podrian producir el mismo efecto [227]. Particularmente para el caso de los
rinovirus, la activacién de la via del EGFR ha sido asociada con la sefializacion via TLR3, mediado por su
ARN doble cadena [210]. Por otro lado, existe una correlacién inversa entre la expresion de MHC-l y la
sefializacion por ErbB2. Ha sido demostrado que la sobreexpresiéon de ErbB2 funcional impide
severamente la expresion de MHC-l y el reconocimiento de antigenos tumorales por parte de linfocitos
T citotéxicos [268]. En linea con estas evidencias, hipotetizamos que la via del EGFR podia estar
involucrada en la disminucion de MHC-I mediada por B. abortus Consistentemente con esto,
observamos que la expresion y fosforilacion del EGFR y de ErbB2 se encuentran incrementadas en células
infectadas con B. abortus Tanto Cetuximab como Trastuzumab fueron capaces de revertir la

disminucion de la expresion en superficie y la retencidn en el aparato de Golgi de MHC-I mediada por B.
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abortus Mas aun, el uso de un inhibidor de la enzima TACE fue capaz de revertir ambos fenémenos.
Este ultimo resultado refuerza la participacién de la via de sefializacién del EGFR ya que la enzima TACE
es una metaloproteasa presente en la superficie celular y responsable del clivaje de los ligandos del
EGFR, sintetizados inicialmente como proteinas transmembrana [225,226].

El tratamiento con EGF y TGF-a recombinantes agregados exdgenamente, también disminuye la
expresion en superficie de las MHC-I e induce su retencién intracelular en el aparato de Golgi, de modo
similar a lo observado durante la infeccidon con B. abortusEn linea con esto, la capacidad inhibitoria de
estos ligandos del EGFR en las respuestas mediadas por IFN-y ya habia sido previamente reportada [269].
Por su parte, TACE ha sido implicada en el sheddingde epiregulina, TGF-a, anfiregulina y del factor de
crecimiento tipo EGF capaz de unirse a heparina [270]. Por lo tanto, la observacién de que la
combinacion de EGF y TGF-a potencia ambos fenédmenos (la disminucidn de la expresién y la retencion
intracelular de MHC-I) no sdlo acompafia estas evidencias, sino que nos permite explicar la eficacia
incrementada de los sobrenadantes de infeccidon para disminuir la expresion de MHC-l, ya que los
mismos podrian contener una combinacidn de los ligandos de EGFR. Respecto a este ultimo punto,
podemos mencionar que existen al menos 11 miembros conocidos de los ligandos de la familia de los
ErbBs, 7 de los cuales (entre ellos, EGF y TGF-a) pueden unirse al EGFR. Dado el gran nimero de procesos
celulares en los que estos receptores estan involucrados, no es sorprendente la complejidad de esta red,
asi como tampoco lo es la redundancia entre ellos. A la luz de estos resultados, a continuacidn, decidimos
estudiar si existia una conexién entre el ARN reconocido por el TLR8 y la via del EGFR. La neutralizaciéon
del EGFR con Cetuximab revirtié parcialmente la disminucién de la expresién de MHC-I mediada por
agonistas del TLR8 y por el ARN de B. abortussugiriendo una clara conexién entre las vias del TLR8 y el
EGFR.

Existen diversas vias de transduccién de sefiales que pueden ser inducidas rio abajo de la
activacion de EGFR y ErbB2. Entre ellas, la vias de las MAPK, de la fosfoinositol-3 kinasa, de la fosfolipasa
Cy de STAT-1 (signal transducer and activator of transcription factor 1) son las mas conocidas [228,229].
Particularmente, la activacién de ERK se encuentra asociada a la disminucion de MHC-I [230]. Mimura
et al. reportaron que la inhibicion de la via de las MAPK induce la regulacién de MHC-I en paralelo con
un aumento en la sensibilidad frente a la lisis por linfocitos T citotéxicos antigeno-especificos. Mas aun,
se ha descripto una fuerte correlacién inversa entre la expresién de p-ERK y la expresion de MHC-I en
muestras de tumores clinicos [230]. Por otro lado, recientemente se ha demostrado que la sefializacién
de ERK dependiente de TLR2 en macrdfagos infectados por Mycobacterium tuberculosigeriva en una
inhibicién de la expresion de MHC-Il y la posterior presentacién antigénica [271]. Todos estos

antecedentes nos llevaron a investigar si la via de sefializacion de ERK estaba involucrada en la
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disminucion de las MHC-I mediada por B. abortusa través de EGFR. Consistente con las evidencias
mencionadas, un inhibidor especifico de la via de Erk1/2, pero no asi los inhibidores de p38 y JNK, revirtid
la disminucién de MHC-I mediada por B. abortus En concreto, demostramos que B. abortusgenera la
activacion de la via del EGFR-ERK lo cual lleva a la disminucién de MHC-I.

Hasta donde llega nuestro conocimiento, este es el primer reporte que describe que una
bacteria, a través de su ARN y mediante el TLR8, utiliza la via del EGFR para su beneficio, disminuyendo
la expresion de MHC-I en superficie. Este hallazgo podria ser de una gran relevancia terapéutica si
consideramos que inhibidores del EGFR tales como Cetuximab y Trastuzumab son actualmente
empleados en pacientes oncoldgicos [272]. Si bien los resultados en estos pacientes no siempre son
favorables, se podria considerar su utilizacion en individuos con brucelosis crénica. Una terapia conjunta
con antibidticos podria favorecer la reactivacion de la respuesta inmune promoviendo la resolucién de
la infeccion.

En conclusion, nuestros resultados apoyan un modelo en el cual la infeccion por B. abortus
induce la liberacion de su ARN y los productos de degradacién del mismo en endo/lisosomas que
contienen Brucella(1 Figura Modelo). Estas moléculas, a través del TLRS, inducen la secrecion de
ligandos tipo EGF, como el EGF y el TGF-a, que se unen a los receptores ErbB en la superficie celular
causando su activacion dependiente de la via EGFR-ERK (2 Figura Modelo). Estos fendmenos finalmente
llevan a la retencién de las MHC-I dentro del aparato de Golgi, probablemente debido a una alteracién
en el pH de este compartimento (3 Figura Modelo). De esta manera, las MHC-I se ven imposibilitadas de
acceder a la superficie celular (4 Figura Modelo), siendo los macréfagos incapaces de presentar
antigenos a los linfocitos T CD8* (5 Figura Modelo). Esto explicaria, en parte, la disminuida respuesta T
observada en pacientes con brucelosis crénica.

En conjunto, nuestros resultados establecen que el vita-PAMP ARN es un componente utilizado
por B. abortuspara disminuir la expresion de MHC-I, mecanismo por el cual este patégeno podria evadir
el reconocimiento y la eliminacion por parte de los linfocitos T citotdxicos, persistiendo en el hospedador

y estableciendo una infeccién crénica.
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Figura Modelo. Esquema de los resultados observados.
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CONCLUSIONES FINALES

- La infeccidon con B. abortus de monocitos/macréfagos humanos disminuye la expresion
inducida por IFN-y de las MHC-I independientemente de sus factores de virulencia.

- Un componente de la bacteria involucrado en dicha disminucién es el ARN bacteriano y sus
productos de degradacion, PAMPs asociados a viabilidad, que se expresan activamente
durante las fases tempranas de la infeccion.

- El TLR8h/TLR7 es el receptor que reconoce el ARN de B. abortusy sus productos de
degradacion.

- La disminucion de las MHC-I en superficie se debe a la retencidn de estas moléculas en el
interior celular, especificamente dentro del aparato de Golgi.

- La presentacion antigénica a los LT CD8* citotdxicos se encuentra alterada cuando los
macrofagos se estimulan con el ARN de B. abortus

- Laviadel EGFR se activa y media la disminucion de MHC-1 durante la infeccién por B. abortus
a través del TLR8h.

- La disminucidn de la expresion en superficie de MHC-I se revierte parcialmente con dos
anticuerpos bloqueantes de la via del EGFR, el Cetuximab y el Trastuzumab, ambos
ampliamente utilizados en diversas enfermedades oncoldgicas.

- Los mediadores solubles liberados por los monocitos infectados con B. abortusserian los
ligandos del EGFR y del ErbB2.

- Lavia de sefializacion involucrada es la del EGFR/ERK.

- Laretencién de MHC-I podria deberse a una alteracion del pH en el interior del aparato de

Golgi.
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Autora
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