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Abstract

Non-specific resistance is a fundamental component of the host immune response. The mononuclear phagocytic
system (MPS) is part of innate resistance effector mechanisms, andis involved in several homeostatic, inflammatory
and immunologic events. Mononuclear phagocytes (MNP), which are cells belonging to the MPS, play a central role
in the main functions of multicellular organisms. Its early interaction with pathogens determines the evolution of the
infection. Bacteria, which can resist intracellular death, survive and multiply within the cells of the MPS, are
considered endocellular parasitBsucella genus that infects humans as well as several animal species is an
endocellular pathogen. The vast majority of these microorganisms includes mechanisms genetically coded thatenable
them to invade and to survive within the host cells. In the present review, characteriBticsedfagenus are
described; special reference is dedicated to its antigenic composition, virulence factors, as well as its genomic structure
and the control of gene expression. Interaction between MABaeellaspp and the effector mechanisms of MNP,

mainly, plus the generation of oxygen and nitrogen radicals, the limitation in iron availability and cytokine production
are analyzed. The control of infection is explained by cell mediated immunity and the phenomena of natural resistance
is also taken into consideration.

Keywords: BRuceL,aASPPMONONUCLEAR PHAGOCYTIC SYSTEM, MACROPHAGES, PHAGOCYTIC
ACTIVITY, GENOMIC STRUCTURE, CELL MEDIATED IMMUNITY, NATURAL RESISTANCE.

Resumen

Laresistenciainespecificarepresenta una parte esencial de larespuestainmune del huésped. El sistema mononucle
fagocitico (SMF), que forma parte de los mecanismos efectores de laresistencia innata, esta involucrado en numeroso:
eventos homeostaticos, inflamatorios e inmunoldgicos. Los fagocitos mononucleares (FMN), integrantes del SMF,
tienen destacada participacion en las principales funciones de los organismos multicelulares. Su interaccion temprana
conlos patdégenos determina el curso de lainfeccién. Las bacterias que pueden resistir la muerte intracelular, sobrevivir
y multiplicarse dentro de las células del SMF, son consideradas parasitos intracelulares. Brgéeksoque

infecta al hombre y a diversas especies animales, es un patégeno intracelular. La mayoria de estos microorganismo
tienen mecanismos especiales, genéticamente codificados, para invadir las células del huésped y sobrevivir dentrc
de ellas. En la presente revision se describen las caracteristicas deBgéoeltahaciendo especial referencia a

su composicion antigénica, alos factores de virulencia, asi como a su estructuragenémicay al control de la expresion
génica. Se analizan tanto la interaccion entre los FRANigellaspp como los mecanismos efectores de los FMN,
principalmente, generacion de radicales de oxigeno y de nitrégeno, limitacién de la disponibilidad de hierro y
produccidn de citocinas. Se explica la participacion de lainmunidad mediada por células en el control de la infeccién
y el fenébmeno de la resistencia natural a la brucelosis.
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Introduccidn

El sistemainmune (S1) juegaun papel importanteen la
conservacionde lasalud. El términorespuestainmune
(RI) se utiliza para describir unaserie de eventos dina-
micos que ocurreninvivo, enlos Slinnato/constitutivo
y adaptativo/inducible, originados por unaalteracién
de la homeostasis de los tejidos.! La resistencia
inespecifica representa una parte esencial de la Rl del
huésped en la que acta de manera destacada el SMF.

El sistema mononuclear fagocitico (SMF) esta com-
puesto por una poblacién celular muy heterogénea,
distribuida en todo el organismo e involucrada en
numerosos eventos homeostéticos, inflamatorios e
inmunoldégicos. Suampliadistribucion provee defensa
inmediata contra elementos extrafios.?

Losfagocitos mononucleares (FMN), integrantes del
SMF, actilan en ladefensade los organismos multicelu-
lares frente a patdgenos microbianos. Pueden llevar a
cabo una gran variedad de funciones que incluyen
fagocitosis, destruccion de losagentes patdgenos, célu-
las tumorales o células envejecidas, procesamiento y
presentacion de antigenos a los linfocitos durante la
fase de induccién de la respuesta inmune especifica,
produccion de citocinas y citotoxicidad en la fase efec-
tora de esta respuesta.®* Su interaccion temprana con
los patégenos determina el curso de la infeccién. Un
conjunto complejo de condiciones microambientales,
incluyendo citocinasy productos microbianos, contro-
lan la funcién dindmica de estas células.

Las bacterias que pueden resistir la muerte intrace-
lular, sobreviviendo y multiplicandose dentro de las
células del SMF, son consideradas parasitos intracelu-
lares. El género Brucella, que infecta al hombre y a
diversas especies animales, representa un patdogeno
intracelular que pertenece al subgrupo a-2 de las proteo-
bacterias.®Lamayoriade estos microorganismostienen
mecanismos especiales, genéticamente codificados,
parainvadirlascélulas del huéspedy sobrevivir dentro
de ellas. Las bacterias patdégenas explotan una varie-
dad denichosen el huésped que le permiten sobrevivir.
La principal caracteristica de las bacterias de vida
intracelular consiste en su capacidad de establecer una
infeccion estable en el huésped. Los mecanismos que
utilizan para evadir las defensas antimicrobianas del
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huésped alin no estan totalmente aclarados. La capaci-
dad delasbacteriasintracelulares de sobreviviry crecer
enlosFMN del huésped, depende de su habilidad para
evadir su actividad bactericida.® Algunos microorga-
nismos, como Brucella, han desarrollado estrategias
paramodificar el medio intracelular, de tal maneraque
sea mas apropiado para sobrevivir.”®

Laenfermedad que induce estabacteriaenelhombre
y en los animales domésticos se denomina brucelosis.
Estaenfermedad posee gran impacto tanto en lasalud
publicacomo en la produccion pecuaria, constituyen-
do una barrera para el comercio de animales y de
subproductosde origenanimal, lo cual afectalaecono-
mia de los paises que aun no la han podido erradicar.

Laincidenciay prevalencia de laenfermedad varia
entre paises; la brucelosis bovina es ain una enferme-
dad muy extendida en algunos paises de Africa, Asia,
Américay Europa (fundamentalmente Rusia),® mien-
tras que la infeccion con B. melitensis esta emergiendo
como un serio problema en la salud publica de paises
endesarrollo. En Argentina, Brucellasuis representa la
mayor causa de brucelosis en el hombre.® La infeccién
en humanos depende de los reservorios animales;?
usualmente se produce por el contacto con animales
infectados, sus carcasas, o por el consumo de productos
infectados.
Caracteristicas del género Brucella
Composicion antigénica y factores de
virulencia del género Brucella

Los componentes superficiales de la bacteria son clara-
mentecriticosen laprimeraetapade lainteraccionentre
elhuéspedy el parasito. Lafagocitosis de labacteria por
parte de los FMN no profesionales del huésped, ocurre
como consecuencia del alto grado de afinidad entre las
invasinas del microorganismoy losreceptores del hués-
ped.* Una vez que la bacteria ha alcanzado el medio
intracelular, desarrolla estrategias para su superviven-
cia; por ejemplo, la interferencia en la formacion del
fagolisosoma y modificacion del transito intracelular.2
El lipopolisacarido (LPS), que forma parte de la pared
celular de Brucella sp,* tiene probablemente un papel
sustancialenlaadherenciay supervivenciaintracelular.®



Ademés, esportador de losantigenosinmunodominantes
de Brucella, por lo que se le considera responsable de la
activacion de los linfocitos B (LB) y de lainduccién de la
respuesta inmune humoral;** en muchos casos es cau-
sante de los sintomas de choque séptico por laactividad
endotoxica de la Brucella. La capacidad del LPS para
inducir choque depende del lipido Ay se origina por la
avidez de las moléculas para unirse a las “proteinas de
union al LPS” (LBP) y al receptor CD14 de los FMN,
estimulando en estas células la produccién de factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8); éstos son los
mediadores de la mayoria de los sintomas del choque
séptico. EI LPS se diferencia en su estructura quimicay
actividad biologica de bacterias enteropatégenas comu-
nes. No estd estabilizado por cationes divalentes y con-
tiene menor carga negativay menor cantidad de acido 2
ceto-3-deoxiocténico fosfato (Kdo) que el LPS de otras
bacterias, disminuyendo asi su susceptibilidad a la ac-
cién de péptidos catidnicos bactericidas.’® EI LPS de
Brucella en fase lisa presenta en su extremo terminal
moléculas de manosa que favorecen laadherenciaalos
FMN del huésped através de los receptores de manosa.
Las células de la placenta son ricas en receptores de
manosa,*y este hecho, junto al tropismo por el eritritol,
explica la avidez de Brucella spp por el Gtero gravido.
Otroslipidos,comolosquecontienenornitina, lapresen-
cia de fosfatidilcolina en la membrana externa y los
acidos grasos de cadena larga del lipido A, contribuyen
a la resistencia contra sustancias bactericidas. Las pro-
teinas externas de membrana exponen una region
hidrofilicacon unasecuencia RGD, que es utilizada por
labacteriacomo mecanismo de entradaalacélulahués-
pedatravésdelosreceptoresdeintegrina, que seencuen-
tranen las células dendriticas de la piel y mucosas.’ Las
integrinas participanen lainteraccionintercelulary con
la matriz extracelular, y estan involucradas en la
fagocitosis.’® Este hecho puede explicar lapenetracionde
Brucellaatravésde lapiel intacta.'* Sobre lapared celular,
el peptidoglicano esta asociado con las proteinas exter-
nas de membrana de la bacteria y actda también como
factor de virulencia al interferir con la capacidad
bactericidadel sueroy permitir alabacteriaresistiralos
mecanismos de lisis ejercidos por los anticuerpos (Ac) y
elcomplemento (C").Y

Losantigenossolubles participan fundamentalmen-
te en la supervivencia intracelular y en la multiplica-
ciénbacteriana. Los nucledtidos ciclicosGMPcy AMPc,
liberados por Brucella, inhiben la desgranulacion y la
liberacion de laenzima mieloperoxidasa de las células
fagociticas. Todas las proteinas inducidas especifica-
mente dentro de lacélulason consideradascomo facto-
resde virulencia; entre ellas se encuentran lasenzimas
superoxidodismutasa y catalasa, las cuales destoxifi-
can O,y H,O, respectivamente. La expresion de estas

enzimasescontroladapor reguladores que detectan las
concentraciones de O,"y H,O, intracelulares.

Las proteinas de choque térmico también jueganun
papel importante en lacolonizacién del macréfago. La
acumulacién de este tipode proteinas permite laadap-
taciondelabacteriaalaumento de latemperatura,al pH
bajo y a otros factores de estrés microambientales, e
incluso conserva las funciones de la célula bacteriana
y es esencial para la multiplicacién bacteriana. Se ha
identificado una proteina de 70kDa como el chaperon
molecular DnaK, que es requerido parael crecimiento
de la bacteria en las células del huésped y esta
involucrado en la virulencia de esta bacteria.?? La pro-
ducciénde proteinasde choque térmicohasidodescrita
en B. abortus y B. suis en respuesta al estrés oxidativo y
al pH &cido in vitro.

En microambientes deficientesen hierro, labacteria
produce sidero6foros, que son moléculas quelantes del
hierro, ellas facilitan su obtencion.?

Bases geneéticasde Brucella ycontroldela
expresion génica

El género Brucellaspp presentaunaestructuragenomi-
ca de dos cromosomas.®? Estudios cromosémicos de
cuatro biovariedades de B. suis sugieren que el género
Brucella emerge de un ancestro comun con un solo
cromosoma, similar al del biotipo tres de B. suis. La
estructuragénicadeB.suisbiotipounoessimilaralade
B. melitensis, B. abortus, B. ovisy B. neotomae. Los biotipos
dosy cuatro de B. suis difieren en el tamafio de sus dos
cromosomas con respecto a las otras biovariedades .

Las bases genéticas de la virulencia de Brucellaain
no han sido totalmente estudiadas.? Tanto la supervi-
vencia intracelular como los genes implicados en la
patogénesisy en las sefiales con las cuales interacciona
con las células del huésped estan en discusion. Se han
identificado genes de virulencia involucrados en la
supervivencia intracelular, en la biosintesis del LPS,
genesque codificanfactoresinvolucradosenlaregula-
ciéndelaexpresidngénicayenzimasque participanen
las vias biosintética o metabdlica de la bacteria.

El género Brucella es altamente homogéneo. Todos
susmiembros muestran mas de 95% de homologia, por
lo que se le clasifica como un género monoespecifico.
Estudios con PCR de determinadas secuencias, segui-
dosde anélisis de restriccion, han dado evidenciade la
existenciade polimorfismosen ciertos genestalescomo:
omp2,dnakK, htryery.Elgenomp2estaxonémicamente
importante porque determina sensibilidad a las
tinciones, uno de los métodos utilizados para la
tipificacion de las distintas biovariedades de Brucella.
El gen dnaK de B. melitensis, responsable de la sintesis
del chaperdn DnaK, es cortado en dos fragmentos por
la endonucleasa Eco Rv, mientras que genes de otras
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especies producenunfragmentosimple. EIgeneryesta
perdido en lacepa 19 de B. abortus. Esto ultimo explica
su mayor grado de atenuacion.®

Los patdgenos bacterianos expresan sus genes de
virulenciasoélo cuandosonrequeridos por lascondicio-
nesambientales adversas. Laexpresion de los factores
devirulenciaesta controlada por sensores especificos,
loscualesle permitenalasbacteriasintracelulares, ante
loscambios de pH, pO,, osmolaridad, temperatura, N,
o fosfato, expresar el factor apropiado en unaviacoor-
dinada. Estos sensores incluyen los sistemas PhoP/
PhoQy la proteina de choque térmico 70.2°

Interaccion entre los fagocitos
mononucleares y Brucella spp

Fagocitosis

La fagocitosis representa el proceso utilizado por los
FMN y PMN (polimorfonucleares neutrdfilos), para
ingeriryeliminar las particulas mayoresa0.5um, tales
como losagentesinfecciososy las célulasenvejecidas.?

El tipo de fagocitosis, la naturaleza del receptor
involucrado y la activacién de la célula son variables
criticas. Los FMN pueden secretar moléculas antimi-
crobianas o descargar estos productos en el fagosoma
dondese encuentran los patdgenos después de lafago-
citosis.

Los FMN poseen sobre su superficie una plétorade
moléculas que actian como receptores especificos de
superficie paravarios ligandos. Las brucelas han desa-
rrollado diversas estrategias parainfectar alos FMN a
través de algunos de los receptores mencionados, y no
ser destruidas por sus mecanismos bactericidas. Una
de las estrategias desarrolladas consiste en la union a
moléculas de superficie celular,comolos miembrosde
lafamiliadereceptoresde integrinas. Laactivacion del
sistemainmuneinnato, e incluso ladel sistemainmune
especifico, se iniciacuando el patdgeno se une a recep-
tores de las célulasinmunes.? Se hasugerido que estos
receptores poseen especificidad de union paramolécu-
lassuperficiales dealgunos microorganismos (por ejem-
plo, LPSyglucanos). Launién del patdgeno al receptor
dispara la activacion de las células inmunes
inespecificasy losmecanismos efectores que estas célu-
las emplean, como la fagocitosis.®

Muchas proteinas solubles y unidas a membrana,
incluidos los receptores de manosa y de LPS (CD14),
actuan como moléculas de reconocimiento. Los recep-
tores de complemento CR1 y CR3, que reconocen los
fragmentos C3b y C3bi, median la fagocitosis de para-
sitosintracelulares, talescomo Mycobacterium, Brucella,
Legionellapneumophilay Leishmania.? Launiéna CR de
particulas cubiertas con fragmentos de componentes
C3delcomplemento puede proveer al patégeno de una
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viasegurade entraday de permanenciaen el FMN, ya
gue no dispara lacombustion oxidativay la liberacion
de metabolitos toxicos de O,. Lacombustion oxidativa
tiene un presencia significativa en los procesos
antimicrobianos.

Brucellay muchos otros patdgenosintracelularesno
provocan laliberacion de especies reactivas de O, des-
pués de su entrada a los fagocitos mononucleares,
cuando no estan opsonizados, o estan opsonizados
s6lo con el complemento. Por el contrario, cuando la
bacteria esta opsonizada con anticuerpos e ingresa al
FMN atravésde losreceptores Fc, induce laproduccion
deespeciesreactivas de oxigeno.® Losreceptores Fcde
lainmunoglobulina G (IgG) (FcyR) estan involucrados
en ladepuracion de complejosinmunes. Lafagocitosis
de patdgenos unidos a Ac favorece la presentacion
antigénica, generacidn dereactivos intermediarios del
O,y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos.”
Este receptor es particularmente importante en la res-
puesta inmune contra patdégenos intracelulares. La
unidnaintegrinasy receptores FcyR iniciaunacomple-
javiade sefiales de trasmembrana que contribuye a la
activacion de variadas funciones efectoras como com-
bustion oxidativa y desgranulacién.t

La capacidad de evadir a las moléculas toxicas de
oxigeno podria ser importante para su supervivencia
intracelular, ya que la Brucella es susceptible a altas
concentraciones de peroxido de hidrogeno. Asimismo,
es relativamente resistente a los superéxidos porque
puede almacenar abundante cantidad de superoxido-
dismutasa. Ademas, la supervivencia intracelular de
Brucella le provee proteccion contra los mecanismos
humorales de defensa.® Unavez que hasidofagocitada,
labacteriadesarrollaotrasestrategias de supervivencia
gue pueden incluir, desde interferencia con los multi-
ples procesos que ocurren en el fagolisosoma, hasta el
transito seguro dentro del compartimiento citosolico.!?
El fagosoma no se fusionacon el lisosoma, e incluso no
seacidificaapH tanbajos, caracteristicos de lamayoria
de los fagosomas.? Pueden utilizar el citoesqueleto,
tanto para el movimiento como para la diseminacion
intracelular.’? Youngetal.** han mostrado que tanto las
cepas virulentas como las atenuadas son rapidamente
fagocitadas solo después de la opsonizacién. Estudios
deinteraccion entre macréfagos de laglandula mama-
riay cepasrugosasy lisasde B. abortus sugieren que son
rapidamente fagocitadas cuando son opsonizadascon
C’ oanticuerpos especificos; estos resultados concuer-
dan con los realizados con la linea celular humana
U937, que también incrementa el porcentaje de inges-
tiondespuésde laopsonizacioncon IgG.* Losestudios
deporcinos libresde infeccion e infectados naturalmen-
te con B. suis y desafiados in vitro con B. suis cepa 1330
ocon M. Bovis, realizados por el equipo de investigacion
en FMN, muestran que la actividad fagocitica con bac-



terias opsonizadas es significativamente mayor que
con bacterias sin opsonizar.®

Combustion oxidativa y produccion de
radicales de oxigeno

Los mecanismos efectoresdelosFMN incluyen: Gene-
racion de radicales de oxigeno (ROI), produccion de
radicales de nitrogeno (RNI), limitacion de la disponi-
bilidad de hierro, acidificacion del fagosoma, fusion del
fagolisosomay produccion de citocinas. Lamayoriade
estos mecanismos se inducen sélo por una activacion
apropiada.t Esta observacion concuerda con los expe-
rimentos que muestran la necesidad de una sefial pro-
ducida por receptores Fcy de los FMN murinos, para
gue ocurra una regulacién postranscripcional de NO
sintetasa inducible (iNOS).%* En los FMN, los meca-
nismos de muerte dependientes del oxigenojueganun
importante papel enlos procesos antibacterianos. Estu-
dios preliminares sobre el efecto de Brucellaen lacom-
bustion oxidativaindican que laingestion noinduce la
produccidn de ROI. Estos experimentos fueron realiza-
dos con bacterias sin opsonizar. Por el contrario, las
brucelas expuestas a antisuero son capaces de inducir
la liberacion de cantidades significativas de O,. La
NADPHoxidasa, activada por IFN-y y por la union
IgG/FcR, inicia la producciéon de ROI. Esta reaccion
también es dependiente de Fe. Los monocitos sangui-
neos, pero no los macrdfagos tisulares, poseen
mieloperoxidasa (MPO), que permite lahalogenacion
de las proteinas microbianas.® El sistema MPO de los
FMN, queesunodelos principalessistemasbactericidas
oxigeno-dependiente encontrado en los mamiferos, es
estimulado por la invasién de microorganismos. La
estimulacién induce un aumento de la reduccion de
oxigenoy liberacion deradicales superéxidodentro del
fagolisosoma. Los nucleétidos ciclicos producidos por
Brucella inhiben la desgranulacién de los neutrofilos y
laliberacion de laenzima MPO, necesaria para produ-
cir reactivos haluros.®

Muerte mediada por intermediarios
reactivos del nitrogeno (IRN)

La produccion de 6xido nitrico (NO) y de peroxinitrito
(ONOO) actiacomo un potente mecanismo antimicro-
biano. Lageneracionde NOescatalizadapor laiNOSen
losmacroéfagos de raton. Su induccion es controladapor
estimulos exdgenos como el INF-yy LPS bacteriano en
esta especie. En rumiantes, la expresién de iNOS en los
monocitosy FMN se produce frente adistintosestimulos.
LosFMN deotrasespecies (hombre, cabra, cerdoy cone-
jo), tratados previamente con losactivadores menciona-
dos anteriormente, disminuyen laexpresion de iNOSy
generan menor cantidad de nitritoy nitrato que losFMN

de ratones o bovinos no estimulados.®*® Ademas, se ha
observado, en células peritoneales adherentes de rata,
que el S-LPS y el lipido A de B. abortus y B. melitensis
inducen niveles menores de produccion de NO que el
producido porel LPSdeE. coli. La participacionde iNOS
hasidoconfirmadamidiendoelaumentode laexpresion
deiNOS ARNmeiNOS proteina. Estos resultados indi-
carian laexpresion de patrones diferenciales de iINOSy
unaregulaciéninvitroespecificade especie.® Asimismo,
estos hallazgos ayudan aexplicar; 1) Lainfeccion aguda
de Brucella en ratones; 2) la baja frecuencia del choque
séptico en la brucelosis humanay animal; y 3) la super-
vivenciaprolongadade Brucellaen sus huéspedes.Enel
raton, el NO favorece laeliminacion de Brucellasiempre
que estén presentes IFN-y y anticuerpos antibrucelas;
por ejemplo, después de la expresion de la inmunidad
especifica. Ensayos realizados con macréfagos perito-
nealesactivadosinvitrohan mostrado que laproduccion
de NO podria suprimirse por laaccion de una proteina
estimuladora de macrofagos (PEM). La pérdida del re-
ceptor de PEM (STK/RON), ocasioné el aumento de la
produccionde NO por macrofagosactivadosinvitroein
vivo. Laregulacion negativade larespuestade los macro6-
fagos debida a la expresion de la proteina PEM vy el
receptor de tirosinquinasa (MSP/STK) ocurre en parte
por lainhibicion de sefiales coestimuladoras que coope-
ran con el INF-yen la activaciéon.¥

Limitacion de la disponibilidad de hierro

El hierro es un elemento crucial para la supervivencia
delasbacteriasintracelulares. El hierroestransportado
por transferrinaatravésde losreceptoresde transferrina
yesalmacenadodentrodelascélulas unidoaferritina.
Uno de los mecanismos bactericidas de los macréfagos
consiste en el almacenamiento del hierro que es el
obtenido de las transferrinas. Después de la acidifica-
cion de la vesicula, el hierro se disocia y se reduce. La
expresion de receptores de transferrina sobre el
macrofago esta correlacionadacon el almacenamiento
de hierro dentro de la célula.

Produccionde citocinas

Las citocinas producidas por los FMN durante la
fagocitosis de la Brucella son de gran importancia, ya
gue determinan el tipo de respuesta inmune contra la
bacteria.®%* Larespuesta Th1/Th2 resultante es deter-
minada, en parte, por los macrofagos durante su
interaccion con la Brucella.

Diferentes citocinas estan involucradas en la regula-
ciéndelaactividad de los macréfagos;*“#éstasincluyen
IFN-y, IL-12y TNF-a. El papelfisiol6gico de estas citoci-
nas fue estudiado en numerosos ensayos de neutraliza-
cién in vivo, con anticuerpos monoclonales especificos
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paracadacitocina. Mientras que TNF-a e INF-yparecen
ser las citocinas mas criticas en la resistencia especifica
y natural, la IL-12 tiene una participacién destacada en
el control oportuno de la infeccion.**“ Havell ha pro-
puestoque TNF-a esunfactoresencialeneldesarrollode
laresistenciadel huésped contralainfeccionde L. mono-
cytogenesy que laresistenciadisminuyeenratones infec-
tados cuando se les inyecta anticuerpos contra TNF-a.
En el sobrenadante de macréfagos infectados con B.
abortus viva se encontraron concentraciones significati-
vamente menores de TNF-a que en losinfectadoscon B.
suis muerta.**® Los resultados obtenidos con macrofa-
gos peritoneales de ratones infectados revelaron un in-
cremento en la expresién de TNF-a inducido solo por
Brucellas vivas. Sinembargo, después de lainfeccion de
lalineacelularhumana U937 o de monocitos sanguineos
conB.suisviva, nose observaron cantidades detectables
de TNF-a en el sobrenadante del cultivo.*” Bajo las mis-
mas condiciones, B. suis muerta indujo la produccion
significativa de TNF-a. La adicion de TNF-a exégeno
restringe el crecimiento intracelular de Brucella. Este
fendmeno, observado en los ensayos con las cepas de
Brucella, esevidenciade queBrucellaliberaunfactor que
inhibe especificamente laexpresion de TNF-a en macroé-
fagos humanosactivados, contribuyendo de estamane-
ra a la evasion de las defensas antimicrobianas.®® En
ensayosrealizadoscon FMN de porcinos procedentes de
granjaslibresdeinfeccioneinfectadosconB. suis,cuando
se desafiaron con B. suis viva, se indujo mayor produc-
ciénde TNF-a que con B.suismuertaenlagranjalibre,a
diferenciadelosresultadosobtenidosen otrasespecies.”

De igual manera, el desafio con B. suis vivade FMN
de animales de la granja infectada produjo TNF-a en
cantidades menores que el producido por FMN de los
animales de la granja libre.” Este fenédmeno se invirtid
cuando se desafiaron con brucelas muertas. Se compa-
ré,ademas, laproduccionde TNF-a de FMN de cerdos
seronegativosy seropositivosalastécnicas de brucelosis
de la granja infectada, desafiados con B. suis viva. Las
técnicas diagnosticas utilizadas fueron: BPA (técnica
del antigeno tamponado en placa), rosa de bengala y
prueba lenta en tubo (Wright), con y sin 2-ME. Los
animales seronegativos produjeron cantidades
significativamente mayores de TNF-a que los
seropositivos.® Este comportamiento explicaria, por lo
menos en parte, la resistencia a la infeccién de los
animales pertenecientes al grupo seronegativo de la
granja infectada. Asimismo, el menor nivel de TNF-q,
producido por FMN de cerdos seropositivos podria
explicarse,como losugiere Liautard,® por lapresencia
de un receptor especifico de especie o de individuos,
para un factor proteinico inhibidor de la expresion de
TNF-a producido por Brucella viva como uno de los
mecanismos de evasion de las defensas antimicrobianas
del huésped.
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El IFN-ytiene importante participacion en la resis-
tenciaadquiridaabacteriasintracelulares.t* Su activi-
dad esté dirigida fundamentalmente hacia los FMN;
estimulalaactividad antimicrobiana, aumentalamuerte
delospatogenos fagocitadosy favorece el procesamien-
toy presentacién antigénicaalos linfocitos mediante la
cooperacién conunasegundasefial (provista porel LPS
y el TNF-a enddgeno), conel propésito de promover el
aumentode laproducciondecitocinasqueestimulan la
inflamacién, la produccién de NO y la expresion de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (CMH). La producciéon de IFN-y por los LT
CD4*,CD8*y y/& de los bovinos inmunizados contra
brucelosis, esel mecanismo de proteccion maseficiente.
Estudios in vitro, realizados en la especie bovina con
célulasmononucleares de sangre periféricadesafiados
con B. abortus viva y muerta (cepa 2308), mostraron
efectosmodulatoriosde Brucella, talescomoestimulacion
de la produccidn de IL-1 e inhibicion de la produccion
delL-2e IFN-y.®

Supervivencia de Brucella enlos FMN

Lasupervivenciade Brucellaen FMN bovinos hasido
analizada mediante estudios in vitro por diversos
autores.’®%! Las cepas lisas virulentas de B. abortus
pueden crecer en cultivos de células mononucleares
sanguineas, macréfagos peritoneales, macréfagos de
glandula mamaria y lineas celulares mamiferas. Se
han encontrado diferencias significativasen lasuper-
vivenciade Brucellaenlos FMN entre los animales de
una misma especie, que podrian ser atribuidos a fac-
toresgenéticos.?

Inmunidad mediada por células (IMC)

LalMCeslaresponsable del control de lainfeccion. Los
linfocitos T (LT) CD4+ median la activacién de los
macrofagosatravésde laproduccionde IFN-yy permi-
tenlalisisde labrucelafagocitada. El agente infeccioso
tiene una influencia decisiva en el tipo de citocinas
producidas por los LTh (LT helper, o colaboradores, o
ayudadores). Estas células provienen de un precursor
denominado LTh,, que de acuerdo con el estimulo
recibido, se diferencia en LTh, o LTh,. Los LTh, se
caracterizan por la produccién de IFN-ye IL-2 y estan
asociados con lainmunidad de proteccion a bacterias
intracelulares. Los LTh, producen IL-4e IL-5y son los
responsables del control de infecciones con helmintos.
Ademas, los LT CD8+, que pueden producir IFN-y,
lisan las células infectadas que son incapaces de produ-
cir por si mismas la destruccion de la bacteria
intracelular, permitiendo, de estamanera, que labacte-
ria sea fagocitada por un macréfago capacitado que
puedadestruirla.



FMN y resistencia natural a la brucelosis

La inmunidad innata es dependiente fundamental-
mente de la actividad de células con capacidad
fagocitica (granulocitos/macréfagos) y de células NK
(natural killer o asesinas naturales); la combustion
oxidativa, las enzimas hidroliticas y los reactivos
haluros son los mecanismos antibacterianos mas im-
portantesdel SMF, cuyaactividad parece ser un punto
determinante en la resistencia a la brucelosis. Los
patogenos intracelulares sobreviveny se multiplican
en los macréfagos, inhibiendo la fusién del
fagolisosomay evadiendo laexposiciénalasenzimas
lisosomales, por lo que la fusion del fagolisosoma
constituye una etapa clave en la actividad
antibacteriana de las células parasitadas.

Se ha propuesto la participacién de un factor
genético del huésped? en la respuesta oportuna a la
infeccion de algunas cepas de ratones con patégenos
intracelulares, tales como Salmonella typhimurium,
Mycobacterium bovis, Listeriamonocytogenesy Leishmania
donovani.®? Estaregulacién genética se manifiestasélo
en la fase inicial de la infeccion, en la cual las cepas
susceptibles (S) se caracterizan por la proliferacion
bacteriana, y las cepasresistentes (R), por lainhibicion
de la proliferacion.1535

Laresistencia natural en brucelosis parece ser mas
complejay de diferente origen. Se haencontrado que
en hembrasbovinas no vacunadas, més de 30% de los
animales son naturalmente resistentes a la infeccién
por Brucella. Laresistencianatural parece ser también,
comoenel ratén, el resultado del control oportuno de
la supervivencia y el crecimiento de la bacteria por
parte de los macrofagos. Las diferencias encontradas
en la habilidad de los macréfagos para controlar la
replicacién de Brucellaabortus, aun antes de laexposi-
ciondelosanimales al patdgeno, apoyan este concep-
to.8Se utilizaron bovinos naturalmente resistentesaB.
abortus, para estudiar la herencia de los genes que
regulan el control de la infeccién.®* Estudios realiza-
dos en macrdfagos de bovinos R y S han mostrado
diversas diferencias en la expresion de genes de
citocinas, las cuales se han relacionado con el control
delcrecimientointracelular deBrucellaen losdiferen-
tes grupos de animales.

Ensayos genéticos preliminares indican que dos
genescontrolanlosfenotipos Ry S. Estos dosgenesse
denominan Nramp-1 bovino (Bov Nrampl) y BoLA.
Unhomoélogo del BovNrampl hasido identificadoen
otrasespeciescomo vison, alce, ciervorojo, oveja, cabra
y cerdo.® Laresistencia temprana contra la infeccion
de M. Bovis,BCGyS. typhimurium, escontroladaenel
raton también por el gen Nramp.*® Mediante técnicas
de biologiamolecular se haencontrado que este gense
expresaen macréfagos/monaocitos, linfocitos Ty B.56:5

Aungue su funcion adn no esta totalmente dilucidada,
estudios recientes sugieren que Nramp1 tiene un pa-
pel potencial en el transporte de iones, regulando la
concentracion intrafagosomal de Fe**y otros cationes.*
Este gen codifica para una proteina integral de mem-
brana (NRMP1)% expresada en el compartimiento
lisosomal de los macréfagosy es reclutadaen lamem-
branadel fagosoma de los macrofagos infectados con
bacteriasintracelulares.® Este gen formaparte de una
familiade genesconservadostantoenel hombre como
en las bacterias. La conservacion de homélogos de
Nramp enespecies procariotasy eucariotassugiere un
origen ancestral de un billon de afios, una estructura
conservaday funcién de transporte. EI 37% de identi-
dad entre la proteina NRPM1 del macréfago humano
ysuhomaologoen M. leprae sugiere que el huéspedy el
parasito intracelular podrian competir por una sus-
tancia esencial comun para la supervivencia del mi-
croorganismo. A pesar de que el mecanismo por el cual
Nrampl confiere resistencia innata contra patbgenos
intracelulares aun no hasido aclarado; basandose en
las caracteristicas de esta familia de proteinas se han
sugerido varias hipétesis. Gruenheid y Gross® propo-
nen que afectarialareplicacién intrafagosomal modu-
lando el contenido de cationes divalentes de este
organelo. También se hasugerido que transportaiones
de Mn** desde el medio extracelular al interior del
citoplasmadel macréfago.% Se haencontrado ademas,
que el pH del fagosoma es significativamente mas
acido en células Nrampl* que en células de ratones
mutantes que han perdido el gen. Asimismo, fue aso-
ciado con el aumento de la fusion del fagosomaconel
lisosoma. Estos datos apoyan la hipoétesis de que
Nrampl afecta la replicacién de las bacterias
intracelulares modulando el pH del fagosoma.®® La
expresiondel alelo deresistenciadel gen Nramplesta
relacionado con la expresion de numerosos genes
asociados con la activacion del macrofago, incluyen-
doellocusdel complejo mayor de histocompatibilidad
clase Il (CMH).®°

Perspectivas futuras

Elavance efectuadoen los tltimos afios en el estudio,
en losambitos celulary molecular, de las interacciones
del géneroBrucellacon los huéspedes que infecta, ha
permitido profundizar el conocimientode laformaen
que la bacteria ingresa en las células que parasita 'y
de la respuesta que desencadena en cada especie
infectada.

Lautilizacion de losconocimientos obtenidos, jun-
to con otros que surgiran de una mayor investigacion
en el tema, permitira plantear estrategias concretas
tendientes a la disminucién de la incidencia de la
brucelosis.
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