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Crosstalk entre plaguetas, Brucella abortus y células inmunes:

su rol en la infeccion y la inmunopatologia de la brucelosis humana

Resumen

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada por bacterias del género Brucella. Las
plaguetas han sido ampliamente descritas como mediadoras de la hemostasia y encargadas de mantener la
integridad vascular. Sin embargo, en los ultimos afios también han sido involucradas en la modulacion de la
respuesta inmune innata y adaptativa frente a diferentes patdégenos. Por este motivo, el objetivo de esta tesis fue
investigar el rol de las plaquetas en la respuesta inmune innata frente a Brucella abortus.

En primer lugar, nos centramos en estudiar las posibles interacciones entre B. abortus y plaquetas.
Nuestros resultados demuestran que las bacterias pueden interaccionar directamente con las plaquetas,
desencadenando la activacion plaquetaria. Mas aun, las plaquetas funcionan como carriers de las bacterias hacia
los monocitos y, en consecuencia, establecen complejos con los monocitos infectados. Ademas de promover la
invasion por B. abortus, las plaquetas favorecen la activacion de los monocitos, aumentando la secrecién de
citoquinas proinflamatorias y la expresién de moléculas de adhesion. La modulacion de la expresiéon de
moléculas de adhesién en superficie se encuentra regulada principalmente por factores solubles liberados por
las plaguetas infectadas, tales como el sCD40L, PF4, PAF y el Tromboxano A..

Por otro lado, demostramos que los pacientes con brucelosis cronica presentan niveles levemente
elevados de complejos mixtos plaqueta-monocito y plagueta-neutréfilo en circulacion. En linea con estos
resultados, la presencia de plaquetas durante la infeccion de neutréfilos con B. abortus aumenta la secrecion de
IL-8, la expresién de CD11b y la formacion de especies reactivas del oxigeno mientras que disminuye la
expresion de CD62L, indicando un estado activado. Mientras que la expresion de CD11b es inducida
principalmente por factores solubles liberados por las plaquetas infectadas, el aumento del estallido respiratorio
requiere de la interaccion directa entre ambas poblaciones celulares. A pesar de que las plaquetas no promueven
la invasion inicial de PMN por B. abortus, favorecen la contencion intra- y extracelular de la infeccion.

Por ultimo, estudiamos el rol de las plaquetas en la modulacion de la extravasacion de monocitos y
neutréfilos. Nuestros resultados indican que los sobrenadantes recolectados a partir de plaquetas infectadas
promueven la quimiotaxis de monocitos y neutréfilos hacia el sitio de infeccién. Adicionalmente, la presencia
de plaguetas aumenta la activacion de células endoteliales HUVEC, HMEC y HBMEC en respuesta a la
infeccion, cuantificada como expresion de CD54 y secrecién de IL-8 y MCP-1. Asimismo, demostramos que la
induccién de CD54 en superficie se debe a factores solubles liberados por las plaquetas infectadas, que acttian
mediante la via de sefializacion de Erk1/2. Finalmente, demostramos que los endotelios tratados con estos
sobrenadantes permiten la transmigracién tanto de monocitos como de neutréfilos, por un mecanismo

dependiente de la via de Erk1/2.



En conjunto, nuestros resultados demuestran que las plaguetas son capaces de reconocer y reaccionar
frente a B. abortus. A su vez, las plaquetas pueden interactuar con monocitos y neutréfilos en el contexto de la
infeccion tanto in vitro como en sangre de personas infectadas. Esta interaccion potencia la capacidad
proinflamatoria de monocitos/macréfagos y neutrofilos, lo cual podria promover la resolucion de la infeccion.
Por ultimo, las plaquetas también son capaces de activar al endotelio, reclutando y favoreciendo la migracién

de monocitos y neutréfilos hacia los sitios de infeccion.



Crosstalk between platelets, Brucella abortus and immune cells:

Their role in Brucellosis infection and immunopathology

Abstract

Brucellosis is an infectious disease elicited by bacteria of the genus Brucella. Platelets have been
extensively described as mediators of hemostasis and as being responsible for maintaining vascular integrity.
Nevertheless, they have been recently involved in the modulation of innate and adaptive immune responses.
The aim of this study was to investigate the role of platelets in the immune response against Brucella abortus.

We first focused on the possible interactions between B. abortus and platelets. Our results indicate that
bacteria were able to directly interact with platelets, triggering platelet activation. Moreover, platelets
established complexes with infected monocytes/macrophages as a result of a carrier function elicited by
platelets. Besides promoting the invasion of monocytes/macrophages by B. abortus, platelets enhanced the
secretion of proinflammatory mediators and the expression of adhesion molecules. We also demonstrate that
the modulation of these adhesion molecules was caused by soluble mediators released by B. abortus-activated
platelets, such as SCD40L, PF4, PAF and thromboxane A2.

Furthermore, we demonstrate that brucellosis patients present slightly elevated levels of platelet-
monocyte and platelet-neutrophils complexes in circulation. In line with these results, the presence of platelets
during B. abortus infection also increased secretion of IL-8, CD11b surface expression and reactive oxygen
species formation while decreasing the expression of CD62L., indicating an activated status of these cells. While
CD11b expression was induced by platelet’s soluble factors, direct contact between cell populations was needed
to enhance the respiratory burst. Finally, even though the presence of platelets did not modify the initial invasion
of PMN by B. abortus, it improved the restraint of the infection both in an intra- and extracellular fashion.

Finally, we studied the role of platelets in the modulation of monocytes and PMN extravasation in the
context of B. abortus-mediated infection. Our results showed that supernatants collected from B. abortus-
infected platelets promoted the chemotaxis of monocytes and neutrophils to the site of infection. Additionally,
the presence of platelets during the infection enhanced the activation of HUVEC, HMEC and HBMEC cells,
measured as CD54 surface expression and secretion of IL-8 and MCP-1. Our results show that CD54 induction
was due to soluble factors released by infected platelets which act through the Erk1/2 MAPK pathway. Finally,
our results demonstrate that endothelium treated with supernatants derived from infected platelets allowed the
transmigration of both monocytes and PMN cells, in an Erk1/2-dependent manner.

Altogether, we have demonstrated that platelets can directly sense and react to B. abortus presence and
interact with monocytes and polymorphonuclear cells in the context of in vitro B. abortus infection as well as
in brucellosis patients. Furthermore, these interactions with monocytes/macrophages and neutrophils increase

their pro-inflammatory capacity, which could promote the resolution of the infection. Finally, platelets are also



able to activate the endothelium, recruiting and promoting the migration of monocytes and PMN towards the

site of the infection.
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Introduccion

Brucelosis

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada por bacterias del género Brucella que afecta
tanto al hombre como a animales domésticos, fauna silvestre y mamiferos marinos?. Su presencia en humanos
esta intimamente relacionada con el contacto con animales domésticos y/o ganado infectado?.

Esta enfermedad resulta endémica en diversos paises en vias de desarrollo, donde representa un
problema serio para la salud publica y la ganaderia®=. La brucelosis en el ganado promueve la disminucion de
la capacidad reproductiva, abortos espontaneos, partos de crias débiles y contaminacién de lacteos y carnes,
generando asi importantes pérdidas econémicas tanto en la industria agropecuaria como en la salud publica. En
nuestro pais, se estima que las pérdidas econémicas relacionadas con esta enfermedad superan los 60 millones
de ddlares anuales debido a su alta incidencia®.

En humanos, esta patologia presenta un amplio espectro clinico y se caracteriza por su gran tendencia
hacia la cronicidad, asociada a sucesivas recaidas a partir de una forma aguda o manifestaciones focales. Los
pacientes infectados con Brucella spp. pueden presentar diversos sintomas, que varian segun el estadio de la
enfermedad y los érganos y sistemas involucrados. La sintomatologia méas comin incluye fiebre continua,
intermitente o irregular de duracién variable entre 10 y 30 dias, cefalea, fatiga, diaforesis, mialgias, pérdida de
peso, anorexia y malestar generalizado. Por lo general se suele hallar hepatomegalia (agrandamiento del higado)
y/o esplenomegalia (agrandamiento del bazo) junto con adenopatias (inflamacion de los ganglios y/o
glandulas)®2,

La complicacién mas comln corresponde a la enfermedad osteoarticular, que se puede presentar como
artritis, espondilitis, sacroileitis u osteomielitis. El sistema urogenital es el segundo sitio de focalizacion mas
comun y puede generar orquitis o epididimitis en el hombre. En el caso de las mujeres, la infeccidn por Brucella
durante el embarazo constituye un importante factor de riesgo de abortos espontaneos. Algunas manifestaciones
comunes pueden ser meningitis y astrogliosis (en la cual las bacterias se alojan en el sistema nervioso central),
hepatitis granulomatosa y difusa (cuando se alojan a nivel hepatico) y endocarditis (a nivel del sistema

cardiovascular), entre otras®?,

Etiologia

Las bacterias del género Brucella pertenecen a la clase a-proteobacteria, orden Rhizobiales y familia
Brucellaceae®. Este género esta compuesto por cocobacilos Gram negativos pequefios, aerobios estrictos y de
crecimiento lento. Si bien estos microorganismos son capaces de sobrevivir en el ambiente durante largos
periodos de tiempo, su nicho preferencial es el intracelular®. A diferencia de muchos grupos bacterianos, su
genoma estd compuestos por dos cromosomas circulares y carecen de DNA plasmidico’, la Gnica excepcion
dentro del género es la biovariedad 3 de B. suis que cuenta con un Unico cromosoma de gran tamario®.

Solamente cuatro de las especies clasicas de Brucella son patdgenas para el hombre: B. melitensis, B.
abortus, B. suis y B. canis, siendo las tres primeras las responsables de la mayoria de los casos de brucelosis

humana®1.
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Introduccion

Los hospedadores preferenciales y el nivel de patogenicidad en humanos que presentan las especies de

Brucella se pueden apreciar en la tabla 1.

NIVEL DE PATOGENICIDAD EN
ESPECIE HOSPEDADOR PREFERENCIAL HUMANOS
L . . - Elevada. Causa mas comln de
B. melitensis Caprinos, ovinos, camélidos .
brucelosis humana.
B. abortus Bovinos, camélidos, bufalos, bisontes DR _Segunda caisa mas Comen
de brucelosis humana.
B. suis Porcinos, jabalies, renos, caribles, | Moderada. En ascenso, con cazadores
' roedores de jabalies en riesgo.
B. neotomae Roedores No reportada
Especies o _ Mod_erada._ Reportes _ de
Lisas (S) B. pinnipedae Focas, lobos marinos manlfestacmne_s _ _c_ompllcadas
(neurobrucelosis, espondilitis).
Moderada. Reportes de
B. cetaceae Delfines, focénidos manifestaciones complicadas
(neurobrucelosis, espondilitis).
B. microti Roedores salvajes No reportada
B. inopinata Desconocido Aislada de un caso humano
B. papionis Mandriles No reportada
Desconocido | B. vulpis ZOrros rojos No reportada
. B. ovis Ovinos No reportada
Especies Moderada. En ascenso en particular en
Rugosas (R) | B. canis Caninos oderada. particu
Sudameérica

Tabla 1: Caracteristicas de las especies del género Brucellal* 13,

Es posible categorizar las especies de Brucella de acuerdo al aspecto de las colonias formadas en medio
s6lido, en lisas (L) o rugosas (R). Esta diferencia de fenotipo se debe a variaciones en la composicion quimica
del lipopolisacarido (LPS) expresado en la superficie bacteriana. Resulta importante destacar que existe una

correlacion entre el tipo de colonia y la virulencia de la cepa, siendo las lisas las mas virulentas'“.

Epidemiologia

La brucelosis es la zoonosis bacteriana mas comun a nivel mundial, con alrededor de 500.000 nuevos
casos por afio®. La incidencia y prevalencia de esta enfermedad en humanos varia geograficamente y se
encuentra en constante cambio, debido a razones socioecondémicas y politicas, el incremento de viajes de
caracter internacional y a medidas sanitarias para su control*®. En la Figura 1 se presenta un mapa global de la

incidencia de la brucelosis en humanos?®.
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Figura 1: Mapa global de la incidencia de la brucelosis humana. Modificacion de Pappas®®.

Histéricamente las regiones con mayor prevalencia correspondian a la regién mediterranea de Europa,
oeste de Asia y algunas zonas de Africa y Latinoamérica’®. En la Argentina, la brucelosis humana se encuentra
altamente relacionada con la enfermedad en ganado. Se han reportado casos de infecciones por B. abortus (que
infecta al ganado bovino), B. ovis (ganado ovino), B. melitensis (ganado caprino) y, en menor medida, B. suis
(ganado porcino) y B. canis (caninos)*’.

En nuestro pais, los casos de brucelosis en humanos deben ser notificados a las autoridades sanitarias.
Semanalmente, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) de la Direccion de Epidemiologia
del Ministerio de Salud de la Nacidon informa los casos detectados, discriminados por provincia y por regiones
sanitarias. EI mayor nimero de casos reportados fue registrado en 1997 con 687 casos, y a partir de ese momento
la incidencia comenzé a descender hasta los 300 casos por afio en 2005, En la Figura 2 se puede observar que

a partir de 2007 el nimero de casos reportados fue variable, con una tendencia continua hacia el descenso.
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Figura 2: Incidencia de brucelosis humana en Argentina. Fuente: Boletin integrado de Vigilancia. Ministerio de Salud
y Desarrollo de la Nacion.
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Cabe sefalar que, si bien los casos deben ser reportados a las autoridades sanitarias, la enfermedad se
encuentra subreportada, razén por la cual las estadisticas oficiales no reflejan el nimero real de personas
infectadas. Se estima que la verdadera incidencia de la enfermedad seria entre 10 y 25 veces mas alta que la
indicada®’.

Fuentes de Infeccion

Las principales fuentes de infeccion para los humanos son tejidos bioldgicos, productos de abortos,
leche y, en menor medida, las secreciones genitales de animales infectados.

La via de ingreso méas importante es el contacto directo con aerosoles o productos infectados a través
de las mucosas de las vias respiratorias y digestiva, aunque la bacteria también puede ingresar por laceraciones
o abrasiones presentes en la piel**. La tabla 2 presenta las vias de transmision mas comunes junto con la fuente

de infeccion y poblacién de riesgo asociada a esa via.

VIA DE PUERTA DE - POBLACION EN
TRANSMISION ENTRADA FUENTE DE INFECCION RIESGO
. . Trabajadores de la
Tejidos animales o personas | . .
. . . industria de la carne,
Piel erosionada, | infectadas o sus productos A
Contacto conjuntiva como ganglios, sangre, orina veterinarios, peones de
' S ' " | campo, personal de
mucosa nasal semen, secreciones vaginales, . -
laboratorio o de servicios
fetos abortados y placentas
de salud
Alimentos no pasteurizados de
origen animal como leche y sus
Ingestion Mucosa digestiva derivados, y en menor medida Poblacién en general
carnes poco cocidas (la carga
bacteriana en el tejido muscular
es baja)
Aerosoles en laboratorios con
muestras contaminadas, | Personal de laboratorio,
., vacunas vivas, aerosoles en | trabajadores de la lana,
Inhalacion Mucosa nasal . -
lugares contaminados como | personal de limpieza de
establos, mataderos, salas de | los establos
recepcion de leche, lanas, etc
Parenteral 0 . . Personal de laboratorio,
L Vacunas  vivas, material o L
Inoculacion endovenosa por | ,. ;. . X veterinarios, poblacién en
. bioldgico contaminado
transfusiones general
. Via . Tejidos maternos infectados,
Perinatal transplacentaria Fetos
leche materna
0 mucosas

Tabla 2: Vias de infeccion de Brucella spp. en el hombre y poblaciones susceptibles?.

La brucelosis presenta dos patrones epidemioldgicos en el hombre: un patron urbano-alimentario
asociado al consumo de leche no pasteurizada y/o quesos contaminados; y un patron rural-laboral dado por
exposicion al ganado infectado y/o contacto o inhalacién de sus fluidos o productos?.

La presentacion en humanos resulta frecuente en paises donde la infeccion por Brucella es endémica en

la poblacién animal. Sin embargo, la transmisién de persona a persona es extremadamente inusual®®.
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Debido a su potencial epidémico, la ausencia de vacuna para humanos y la eficiencia de infeccion por
aerosoles, Brucella es clasificada como un patdgeno perteneciente al Nivel de Bioseguridad 3 y considerada un

potencial agente bioterrorista®®.

Sintomatologia

Tanto el cuadro clinico como la evolucién de la infeccidn varia sustancialmente en funcion de la especie
infectada. La principal manifestacion clinica de la infeccion aguda en animales es la aparicion de abortos
espontaneos durante el Gltimo tercio de la gestacion o el nacimiento de animales prematuros poco viables?. Si
bien la enfermedad suele ser asintomética en hembras no prefiadas, se ha reportado que entre el 40 y 50% de las
hembras enfermas tienen dificultades en la capacidad reproductiva como consecuencia de la infeccidn. Por otro
lado, machos bovinos infectados presentan alteraciones testiculares asociadas a una disminucién en la fertilidad
y la presencia, en ocasiones de abscesos en testiculos y/o epididimo?.

En relacion a la infeccién en humanos, el periodo de incubacion puede oscilar entre 1 y 3 semanas,
dependiendo de la virulencia de la cepa infectiva, la via de ingreso y la dosis infectante. De acuerdo al tiempo
de presentacion y la evolucidn de la sintomatologia, Young realiz6 una clasificacion arbitraria de la enfermedad
bajo 3 estadios: aguda, subaguda y cronica. Los primeros 3 meses se considera la fase aguda de la enfermedad,
subaguda cuando el proceso infeccioso lleva entre 3 meses y 1 afio de evolucién y, por ultimo, crénico cuando
continua por mas de un afio?.

Resulta interesante notar que la virulencia y la tendencia hacia la forma aguda de la enfermedad varia
segun la especie de Brucella involucrada en la infeccion. Las especies mayormente asociadas a la presentacion
cronica de la patologia son B. abortus y B. suis mientras que, por el contrario, B. melitensis suele provocar
infecciones méas agudas y severas tanto en humanos como en ganado?..

La sintomatologia asociada a esta infeccion es muy diversa entre la poblacion afectada. Dentro de los
sintomas mas comunes se encuentran la fiebre, cefalea, escalofrios, fatiga, diaforesis, mialgias, artralgia, disuria,
pérdida de peso, anorexia y malestar generalizado®. Si bien la enfermedad posee una baja tasa de mortalidad,
puede llegar a producir secuelas incapacitantes de diversa magnitud.

Una de las caracteristicas clinicas mas relevantes de esta patologia es la presentacion de manifestaciones
focalizadas en diversos 6rganos?>?3, El sistema urogenital constituye el segundo sitio mas frecuente tanto en
hombres como en mujeres. En el caso de las mujeres, la infeccion durante el embarazo aumenta el riesgo de
aborto espontaneo, principalmente durante el primer y segundo trimestre?®24, Por otro lado, Brucella también
tiene la capacidad de infectar el sistema nervioso, dando lugar a la neurobrucelosis, caracterizada por pérdida

de suefio, dolores de cabeza, confusion, sordera, encefalitis y meningitis®.

Diagnéstico v Tratamiento

El diagnostico de la brucelosis es dificil dado el amplio espectro de manifestaciones clinicas que puede

presentar. Ademas de considerar la historia clinica del paciente y su posible contacto con alguna fuente
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infectada, es recomendable realizar un estudio bacteriolégico complementado con un analisis de anticuerpos
séricos especificos. Si esta afeccion es diagnosticada de manera temprana y se trata de forma adecuada, por lo
general presenta una evolucién favorable.

Los métodos seroldgicos solamente aportan diagndsticos presuntivos. El diagnostico definitivo debe
realizarse por aislamiento del microorganismo a partir de cultivos de sangre, médula 6sea u otros tejidos del
paciente. Sin embargo, las dificultades propias de la implementacién del aislamiento de Brucella hacen que los
métodos indirectos de deteccion sean los mas utilizados.

El tratamiento recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la brucelosis aguda
en adultos contempla la administracion de doxicilina (100 mg) durante 6 semanas combinada con estreptomicina
(750 mg) durante 2 a 3 semanas o rifampicina (600 a 900 mg) durante 6 semanas. También se puede utilizar
trimetoprima-sulmetoxazol o quinolonas en combinacién con los antibiéticos anteriorest. En pacientes con
formas agudas de la enfermedad, la administracion precoz y prolongada de estas combinaciones de antibi6ticos
logra la remisién del cuadro clinico en al menos el 90% de los casos.

Se dispone de vacunas contra la brucelosis en animales, que se obtienen a partir de cepas vivas
atenuadas. En la actualidad se utilizan dos cepas vacunales lisas: B. abortus cepa 19 (S19) para el ganado vacuno
y B. melitensis REV-1 para pequefios rumiantes; y una cepa rugosa: B. abortus RB51 para el ganado vacuno?,
Hasta el momento no ha sido posible el desarrollo de una vacuna para humanos.

Sistema Inmune

El sistema inmune comprende los mecanismos fisiol6gicos que permiten el reconocimiento y la
eliminacion o neutralizacion de sustancias 0 microorganismos externos. Este sistema estd compuesto por
diversos agentes humorales y celulares que pueden ser clasificados en innatos o adaptativos, dependiendo de su
mecanismo de activacion y de accién.

La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa del organismo frente a pat6genos invasivos.
Dentro de las diferentes poblaciones celulares que conforman el sistema inmune innato podemos encontrar
poblaciones celulares con la capacidad de fagocitar a los microorganismos, como son los neutrofilos,
monocitos/macr6fagos y células dendriticas, y células linfoides innatas como las células Natural Killer (NK) y
los linfocitos T yd.

La presencia de agentes infecciosos puede ser reconocida por diferentes mecanismos que incluyen el
reconocimiento por parte de un gran repertorio de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus
siglas en inglés). Estos receptores, presentes en diversas células del sistema inmune innato son capaces de
reconocer diferentes tipos de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS, por sus siglas en inglés).
Como su nombre lo indica, los PAMPs son estructuras moleculares conservadas por grandes grupos de
patdgenos y que resultan esenciales para su ciclo de vida?’.

Las células del sistema inmune innato contribuyen al control de las infecciones por su rol como
efectoras, y como iniciadoras y/o moduladoras de la respuesta inmune adaptativa, direccionandola hacia un

perfil funcional determinado. En particular, los macrdéfagos y las células dendriticas son los principales
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iniciadores de la inmunidad adaptativa, a través de la produccion de mediadores proinflamatorios y la expresién
de moléculas coestimulatorias (como CD80/86, CD40, etc.)?. Mas aun, las células dendriticas son las
responsables de activar a los linfocitos naive en los ganglios linfaticos y promover su diferenciacion a los

diferentes perfiles funcionales.

Células Endoteliales

La invasion inicial de muchos patdgenos se encuentra asociada al ingreso al sistema vascular para su
diseminacién y/o transmisién. Por este motivo, las células endoteliales que revisten los vasos sanguineos,
ademas de su evidente funcion estructural, resultan participantes cruciales y activos en la respuesta inmune
desencadenada frente a patdgenos.

Las células endoteliales constituyen una barrera fisica entre los fluidos en circulacion y los tejidos®.
Ademas de su funcidn estructural y su gran importancia en el mantenimiento de la hemostasia, estas células
presentan la capacidad de reconocer la presencia de patdgenos y responder ante ellos alertando al sistema
inmune*.

En tejidos no inflamados, las células endoteliales mantienen la fluidez de la sangre, regulan el flujo
sanguineo, controlan la permeabilidad de la pared vascular y mantienen el estado de reposo de los leucocitos
circulantes®.Tanto la circulacién como el flujo sanguineo se encuentra finamente regulado por un balance de
sefiales protrombdticas y antitrombaticas, el cual aumenta o disminuye el tono de la musculatura lisa circundante
al vaso sanguineo®.

En condiciones fisioldgicas, las células endoteliales en reposo no interaccionan con los leucocitos en
circulacién®. Esta falta de interaccion se debe al secuestro de las proteinas especificas involucradas dentro de
vesiculas secretorias especializadas conocidas como Cuerpos de Weibel-Palade, en el citoplasma de la célula
endotelial®233, Mas aun, las células endoteliales en reposo poseen suprimido el mecanismo de transcripcion de
otras moléculas de adhesién involucradas, como es el caso de E-selectina (CD62E), VCAM-1 (CD106) e
ICAM-1 (CD54). Por tltimo, la produccion basal de 6xido nitrico (NO) también contribuye a la quiescencia del
endotelio en reposo mediante diversos mecanismos que incluyen la inhibicion de la expresion de genes
proinflamatorios®. La incapacidad del endotelio para regular estas funciones basales de manera adecuada es
denominada “disfuncion endotelial”.

Frente al reconocimiento de un estimulo inflamatorio, ya sea una lesion tisular, el ingreso de un
patégeno o la presencia de citoquinas proinflamatorias, el endotelio adquiere un fenotipo activado. La activacién
endotelial permite la aparicién de los tres componentes clasicos que subyacen a los puntos cardinales de la
inflamacion. En primer lugar, un aumento en la circulacion local, responsable de la coloracion rojiza (rubor) y
el aumento de temperatura local (calor). Concomitantemente, el exudado de plasma rico en proteinas hacia los
tejidos es responsable de la hinchazén o tumefaccion (tumor). Por otro lado, ocurre el reclutamiento localizado
de leucocitos circulantes que, a su vez, liberan mediadores proinflamatorios que estimulan los nervios

circundantes, provocando dolor®.
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Una vez gatillada la activacion de la célula endotelial, ocurre la exocitosis de los Cuerpos de Weibel-
Palade, exponiendo las moléculas de P-selectina necesarias para el inicio de la extravasacion leucocitaria®®. Este
proceso comprende una serie de procesos encadenados dentro del lumen vascular que culmina con la
localizacion intratisular de los leucocitos. En la primera etapa, conocida como tethering, ocurre la marginacion
de los leucocitos desde el torrente sanguineo hacia la pared de los vasos e inician las primeras interacciones con
el endotelio. Luego, durante la etapa de rolling, las células “ruedan” a lo largo del endotelio gracias al
establecimiento de uniones inestables en las que intervienen selectinas y sialomucinas. A continuacion, ocurre
la adhesion estable al endotelio, mediada por integrinas, que da lugar a la diapédesis o transmigracion vy,

finalmente, la migracion por la matriz extracelular®’ (Figura 3).
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Figura 3: Etapas de la extravasacion leucocitaria. Adaptacion de Kolaczkowska & Kubes®,

Los leucocitos pueden atravesar el endotelio por dos vias diferentes. La ruta de transmigracion mas
frecuente, denominada paracelular, es a través de las uniones entre células endoteliales. La via alternativa o
transcelular consiste en atravesar el cuerpo de la célula endotelial®.

Las caracteristicas que presenta el endotelio en los distintos tipos de vasculatura difieren en cuanto a su
continuidad y permeabilidad®. En particular, las células endoteliales presentes en la barrera hematoencefélica
presentan caracteristicas Unicas en cuanto a la presencia de gran cantidad de uniones intracelulares, la ausencia
de fenestraciones y el bajo nivel de actividad pinocitica, entre otras. Estas caracteristicas confieren una mayor
proteccion al sistema nervioso central, impidiendo la entrada de patdégenos y toxinas*'. Mas aun, dado el limitado
acceso de anticuerpos y células inmunes a través de la barrera hematoencefalica, el sistema nervioso central es

considerado un sistema inmunolégicamente privilegiado*.

Monocitos y Macrofagos

Los monocitos y macréfagos son células pertenecientes al linaje mieloide que juegan un papel
fundamental en la homeostasis de tejidos y en la inmunidad. Luego de su diferenciacion en médula 6sea, los
monocitos ingresan de forma continua a la circulacion periférica, donde constituyen alrededor del 10% de la

poblacion leucocitaria®.
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En circulacion periférica se pueden encontrar tres subpoblaciones de monocitos, caracterizadas por su
expresion diferencial de los marcadores de superficie CD14 y CD16*. Los denominados “monocitos clasicos”
expresan altos niveles de CD14 y nulos de CD16 en superficie, constituyendo aproximadamente el 90% de la
poblacion. A su vez, los monocitos que expresan CD16 pueden subdividirse en dos poblaciones diferentes, los
“monocitos intermedios” que expresan valores relativamente altos de CD14 e intermedios de CD16 y los
“monocitos no-clasicos” con baja y alta expresion de CD14 y CD16, respectivamente®.

Su llegada a tejidos periféricos ocurre a través de vénulas post-capilares. Una vez que los monocitos
extravasan a los tejidos, ocurre un proceso de maduracién y diferenciacién hacia macréfagos o hacia células
dendriticas. Dependiendo de la localizacion anatdmica en la cual se encuentren, los macréfagos reciben nombres
especificos como es el caso de las células de Kupffer en el higado, de la microglia en el sistema nervioso central
y macrofagos alveolares en el pulmén. Si bien las subpoblaciones de monocitos presentan diferencias
funcionales, comparten su capacidad de actuar como reservorio de precursores celulares para la renovacién de
las poblaciones de macréfagos y células dendriticas en los tejidos*647,

En las primeras etapas de la inflamacién, los monocitos clasicos son reclutados al sitio de infeccion
donde median una respuesta inmune muy potente mediante la produccién de citoquinas y la fagocitosis de matriz
extracelular, microorganismos y células muertas*. Unos dias después, cuando se resuelve la inflamacion aguda,
la presencia de monocitos clasicos disminuye y son secuencialmente reemplazados por monocitos intermedios
y no-clasicos*. Mientras los monocitos/macréfagos cléasicos estan principalmente asociados a la respuesta
inmune per se, los monocitos/macrdfagos intermedios se encuentran asociados a la cicatrizacion de los tejidos
y la revascularizacion de la zona lesionada®. Por tltimo, los monocitos/macréfagos no-clasicos presentan un
comportamiento de patrullaje y vigilancia constante del endotelio®® y, en condiciones patoldgicas, estan

asociados a la aparicion de fibrosis tisular®.

Células Polimorfonucleares

Las células polimorfonucleares (PMN), o granulocitos, son células pertenecientes al linaje mieloide que
comparten como caracteristicas citolégicas la presencia de un ncleo multilobulado y gran cantidad de granulos
intracitoplasmaéticos. Dentro de esta poblacion se encuentran comprendidos los neutréfilos, eosinéfilos y los
basofilos, identificados principalmente por la apariencia, composiciéon y funcionalidad de los granulos que
contienen. Dentro de esta categoria, los neutréfilos son los PMN més abundantes en circulacion periférica®,
Luego de su diferenciacion en médula ésea, los neutrofilos permanecen en circulacion hasta que son reclutados
a los sitios de infeccidn y/o inflamacion.

Los PMN también son células fagociticas profesionales. Una vez reconocido el patégeno, ocurre la
invaginacion de la membrana celular dando lugar a la formacion de un fagosoma que contiene el
microorganismo y la activacion de los mecanismos microbicidas®. Los mecanismos microbicidas del neutréfilo
pueden clasificarse en dependientes del oxigeno, asociados a la activacion de la nicotinamida adenina
dinucleotido fosfostafo (NADPH) oxidasa y la consecuente produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),

o independientes del oxigeno que involucran la secrecién de proteinas con accién antimicrobiana®.
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Ademas de la fagocitosis, los neutréfilos pueden mediar la muerte extracelular de los microorganismos
através de la liberacion de trampas extracelulares (NETS, por sus siglas en ingles). Estas NETSs se generan como
consecuencia de la liberacion de cromatina descondensada y proteinas nucleares, citoplasmaticas y granulares
al medio extracelular. La principal funcién de las NETS seria la contencién de bacterias tanto Gram positivas

como negativas, evitando su diseminacién y favoreciendo su eliminacién de manera extracelular®®%’.

Plaquetas
Las plaquetas son pequefios elementos celulares anucleados derivados de los megacariocitos. Estas

pequefias células circulan por los vasos sanguineos desempefiando un papel fundamental en la hemostasia y la
trombosis®®°,

Ademas de las diversas organelas presentes en el citoplasma, las plaquetas contienen tres tipos de
organelas secretorias: los granulos a, los granulos densos (8) y los lisosomas. Ocasionalmente también pueden
presentar cuerpos multivesiculares.

Los granulos mas abundantes son los del tipo o, con una estructura subdividida en cuatro regiones con
diferente composicion. Dentro de las diversas sustancias almacenadas en este tipo de granulos se encuentran
principalmente quemoquinas y proteoglicano, fibrindgeno, y el factor de Von Willebrand®. Los granulos densos
son mas pequefios y morfolégicamente mas variables que los granulos a®. Tienen una estructura caracteristica
y contienen polifosfatos, nucleétidos de adenina (ATP y ADP), aminas bioldgicamente activas (serotonina e
histamina) y elevadas concentraciones de calcio y magnesio. Finalmente, los lisosomas contienen diferentes
tipos de hidrolasas 4cidas junto con Catepsina D y E, WAMP-1, LAMP-2 y CD63.

En condiciones normales, existe un equilibrio entre los mecanismos pro- y anti-trombéticos que evita
gue las plaquetas en circulacion se adhieran a la superficie endotelial o entre ellas. La lesién de un vaso
sanguineo desencadena un proceso llamado hemostasia, un proceso dinamico y altamente regulado por el cual
se restaura la integridad del sistema circulatorio luego de sufrir un dafio vascular.

La activacion plaquetaria y la formacion del trombo son elementos claves para la hemostasia normal.
Sin embargo, la activacion en lugares inapropiados puede derivar en diversas patologias y, en ocasiones, suele
ser una de las principales causas de infartos de miocardio y/o accidentes cerebro vasculares®.

La activacion plaquetaria desencadenada por cualquier estimulo implica diversos cambios a nivel
morfoldgico y fisioldgico. En primer lugar, la unién al coldgeno y VWF presentes en la matriz extracelular
favorecen la adhesion al endotelio®. En segundo lugar, ocurre el ensamblaje de integrinas en la superficie celular
que actian como mediadoras de la adhesion y agregacion plaquetaria, permitiendo la formacion de puentes
entre plaquetas gracias a su capacidad de unién a VWF o fibrindgeno®-%". En paralelo, la activacion plaquetaria
desencadena la liberacion del contenido de los granulos contenidos en el citoplasma de las plaquetas. La
interaccion de los diferentes mediadores solubles liberados con sus respectivos receptores da lugar al mecanismo
de feedback positivo que favorece la aparicion del coagulo inicial y que detiene la pérdida de sangre causada

por el dafio en el vaso sanguineo.
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Rol de las Plaquetas en el contexto infeccioso

Interaccién entre Plaquetas y Patdgenos

Ademas de las integrinas y receptores involucrados en la respuesta hemostética, las plaquetas expresan
un amplio espectro de receptores capaces de reconocer moléculas patogénicas y mediadores inmunes, similar
al expresado por fagocitos profesionales®. Dentro de este grupo de receptores se encuentran los receptores de
complemento, el receptor de la region constante de la inmunoglobulina G (FcyRII) y receptores de tipo Toll
(TLRs, por sus siglas en inglés)®,

El reconocimiento de diversas bacterias por estos receptores es capaz de inducir la agregacion™ y
consecuente activacion de las plaquetas, gatillando la secrecion de los productos contenidos en los distintos
tipos de granulos. Estos factores pueden tener actividad microbicida directa (como en el caso de las B-
defensinas, trombocidinas y quinocidinas)’>’4, o indirecta, regulando la respuesta inmune del hospedador
(como en el caso de las citoquinas pro-inflamatorias y quemoquinas inmunomodulatorias)’. Estudios
recientes demostraron la capacidad de las plaquetas activadas para internalizar algunas especies bacterianas’”~
9, Estos trabajos sugieren que la internalizacion de las bacterias por parte de las plaquetas podria funcionar
como un mecanismo de evasion al sistema inmune o, por el contrario, favorecer la lisis bacteriana dentro del
citoplasma de las plaquetas.

Numerosos estudios demuestran que las plaquetas juegan un papel importante en la proteccion contra
la infeccion por algunos patégenos como es el caso de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, y sugieren

gue las mismas podrian ser un factor clave en la defensa frente a otras infecciones bacterianas.

Modulacion de la respuesta inmune del hospedador frente a la infeccién

Las plaquetas han sido ampliamente descriptas como mediadoras de la hemostasia y encargadas de
mantener la integridad vascular®. Sin embargo, estudios recientes demuestran que también cumplen un papel
muy importante en la modulacion de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa®8%8l, La funcién
inmunomoduladora deriva de su capacidad de interactuar con diversas clases de leucocitos, incluyendo
monocitos®, neutrdfilos® y linfocitos®, asi como de su capacidad de liberar una gran variedad de citoquinas y
guemoguinas.

Como se mencioné anteriormente, una de las consecuencias de la activacién plaguetaria es la
degranulacion, en la cual la fusion de los granulos a con la membrana plasmatica libera una gran cantidad de
proteinas que tienen diversas funciones a nivel local y/o sistémico. Entre ellas se encuentran factores de
coagulacion, mitégenos, factores angiogénicos y mediadores inflamatorios. Ademas, dentro del contenido de
los granulos a se pueden encontrar quemogquinas de la familia CXC como B-tromboglobulina, Factor Plaguetario
4 (PF4 0 CXCL4), ENA-78 (CXCL5) y GROa (CXCL1); quemoquinas de la familia CC como RANTES
(CCL5), MCP-1 (CCL2) y MIP-1a. (CCL3); y moduladores como CD40-Ligando, TREM-1-Ligando y TGF-

26



Introduccion

B1. Estas quemoquinas liberadas juegan un papel central en la inflamacion por su habilidad para reclutar y
activar leucocitos.

Por otro lado, la degranulacidn expone proteinas especificas en la membrana plasmatica como es el caso
de la P-selectina. El ligando de P-selectina 1 (PSGL-1, por sus siglas en inglés) es una mucina homodimérica
que se expresa en la superficie de neutréfilos, monocitos, células dendriticas y algunas subclases de linfocitos.
Las plaquetas también presentan PSGL-1 en su superficie, la cual interactia con la P-selectina en células
endoteliales®. El par P-selectina/PSGL-1 constituye el principal mediador de las interacciones fisicas entre las
plaquetas y los leucocitos en la formacidn de agregados mixtos y su unién permite el reclutamiento eficiente de
los leucocitos hacia la region de lesion vascular®®®’. Esta unién ligando-receptor desencadena una cascada de
sefiales intracelulares que promueve la activacion de Mac-1 (CD11b/CD18 o aMp2) y LFA-1 (CD11a/CD18 o

8890y de las integrinas B1 y B2 en superficie de monocitos™ y linfocitos®2,

aLB2) en la membrana de neutrofilos
entre otras.

Como se mencion6 anteriormente, algunas de las consecuencias funcionales de la interaccion directa
plaqueta-leucocito o de la liberacion de mediadores solubles en el microambiente de la interaccion son la
induccién de un fenotipo inflamatorio en los leucocitos por cambios en la expresion génica®®’, cambios en el
metabolismo celular del Acido Araquidonico®9, induccion de especies reactivas del Oxigeno en
neutr6filos!® %! y monocitos'®, estimulacion de la produccion de NETs y la induccion de switch de clase de

inmunoglobulinas asociado a la induccion de la respuesta inmune adaptativa®®,

Respuesta Inmune contra B. abortus

Respuesta Inmune Innata

Durante los estadios tempranos de la infeccién por Brucella, el rol principal de la respuesta innata es
prevenir la replicacion y reducir el namero inicial de bacterias, promoviendo el ambiente necesario para una
respuesta adaptativa robusta.

Una vez dentro del hospedador, Brucella presenta una fase de diseminacion extracelular hasta llegar a
los macrdfagos, su nicho intracelular preferencial. Una vez fagocitada, la bacteria puede ser transportada de
manera intracelular hasta los sinusoides del higado, el bazo, la médula 6sea y los érganos linfaticos, donde es
capaz de permanecer Yy replicarse dentro de los macréfagos®*%. Por otro lado, los macréfagos activados son los
principales responsables de la eliminacion de estas bacterias en los estadios tardios de la infeccion, una vez
iniciada la respuesta adaptativa. De esta manera, los macrdfagos parecerian cumplir un rol dual durante la
infeccidn, ya que permiten la replicacion y supervivencia de la bacteria durante las etapas tempranas mientras
que son los encargados de su eliminacién en etapas posteriores'®%. La habilidad de Brucella para persistir
dentro de los macréfagos infectados determina la progresion de la patologia, la cual incluye su tendencia a
presentar recidivas y su evolucién hacia formas crénicas de la enfermedad®-21%4,

Con respecto a los neutrdéfilos, su rol en la infeccion mediada por B. abortus adn resulta controversial.
Si bien algunos estudios realizados en diferentes modelos de ratones neutropénicos sugieren que las células

polimorfonucleares no juegan un papel significativo en las primeras etapas de la infeccién®®-1, Gutierrez-
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Gimenez y colaboradores revelaron que los neutréfilos podrian propagar la infeccion a traves de un mecanismo
conocido como “caballo de Troya”, transportando la bacteria hacia monocitos, nddulos linfaticos y el sistema
reticulo-endotelial®!2, Por el contrario, otros trabajos han demostrado que la deplecion de neutréfilos
permitiria una eficiente eliminacion de B. abortus en estadios tardios de la infeccion, sugiriendo un posible
efecto inhibitorio de los neutréfilos sobre la respuesta inmune adaptativa®®. La controversia contintia cuando
analizamos trabajos realizados in vitro. A pesar de ser internalizada por células polimorfonucleares**!4, B,
abortus es capaz de inhibir el estallido respiratorio y las acciones microbicidas, sobreviviendo dentro de las
células infectadas por periodos extensos®®i1115 Por otra parte, en nuestro laboratorio demostramos
previamente que B. abortus muerta por calor, asi como sus lipoproteinas, son capaces de inducir la activacion
de neutréfilos!®. Mas aun, esta activacion de neutréfilos estaria asociado a la patogenicidad de Brucella ya que
contribuiria al dafio tisular e inflamacién localizada caracteristicas de la enfermedad?**e.

Por su parte, las células dendriticas también pueden ser infectadas por Brucella!!’-1°, Mas aun, se ha
comprobado que las lipoproteinas de la membrana externa de B. abortus pueden inducir la maduracién de estas
células, orientando el desarrollo de una respuesta del tipo Th1'2°,

En cuanto a las células NK, se demostré que la presencia de macrofagos infectados con B. suis en
cultivos de células NK es suficiente para activar la produccion de IFN-y y TNF-a y la destruccion de los
macrdfagos®?. Las células NK son importantes para la activacion de células B y la consecuente produccion de
anticuerpos??. Sin embargo, fue descripta una disminuida actividad citotéxica de células NK en pacientes con
brucelosis aguda!?®. Mas aun, estas células no tendrian un rol crucial en el control de la brucelosis humana, ni

murina ya que su deplecion in vivo no afecta el curso de la infeccion en ratones'?*.

Respuesta Inmune Adaptativa

A pesar de la activacion de todos los componentes y mecanismos de la inmunidad innata frente a una
infeccion con B. abortus, éstos no siempre son suficientes para su erradicacion. Por lo tanto, el desarrollo de
una respuesta inmune adaptativa que combata la infeccion es absolutamente necesaria'®.

Se han identificado tres mecanismos esenciales de la respuesta inmune adaptativa para el control de la
infeccion por Brucella: en primer lugar, la produccion de IFN-y por los linfocitos T CD4*, CD8" y v4, el cual
activa las funciones bactericidas del macréfago inhibiendo la supervivencia intracelular de las bacterias'?®1%’
En segundo lugar, la citotoxicidad de los linfocitos T CD8" y y5 sobre los macréfagos infectados'?®13C, Por
altimo, la presencia de anticuerpos caracteristicos en una respuesta de tipo Thl, como IgG2a e 1gG3, que
opsonizan al patégeno facilitando su fagocitosis!®1%,

Los antigenos de B. abortus pueden ser presentados por moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) tanto de clase | como de clase 11y, por lo tanto, pueden estimular la activacion de
células T CD8"y CD4*, respectivamente!?313, Si bien la mayoria de los estudios sefiala a los linfocitos T CD4*
como los principales productores de IFN-y***13%¢ |os linfocitos T CD8", v y las células NK también pueden

hacerlo %7,
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La infeccion con B. abortus induce una poderosa respuesta inmune de tipo Th1!2513, Diversos estudios
demuestran la importancia de las células Thl en la respuesta frente a Brucella. En primer lugar, se demostro
que ratones deficientes en elementos claves de la respuesta Th1 resultan més susceptibles a la infeccion. A su
vez, la administracion exdgena de dichas citoquinas es capaz de rescatar esta deficiencia, favoreciendo el
desarrollo de una respuesta protectora®®®13, Por otro lado, estudios realizados en pacientes con brucelosis
sefialan una correlacion entre respuesta Thl disminuida y una mayor tasa de recaidas o establecimiento de
estadios cronicos de la enfermedad, resaltando la importancia del desarrollo de una repuesta de tipo Thl para
combatir la infeccion40-142,

Por su parte, la principal funcién de los linfocitos T CD8" es eliminar las células infectadas, ya sea
mediante la interaccion Fas-FasL o por la secrecion de perforinas y granzimas'?®1%, Recientemente ha sido
descripto el potencial citotoxico de los linfocitos T CD4* frente a la presencia de B. abortus en ratones.

Por el momento, la contribucién humoral a la respuesta inmune frente a Brucella no ha sido
completamente esclarecida. Ha sido demostrado la aparicién de anticuerpos especificos dirigidos contra
diversos componentes del microorganismo en los estadios tempranos de la infeccion. Estos anticuerpos estan
especialmente dirigidos contra antigenos superficiales como el LPS', y pueden permanecer detectables en el
suero durante afios. Si bien la opsonizacion de las bacterias por anticuerpos favorece su fagocitosis,
disminuyendo la carga bacteriana inicial, la naturaleza intracelular de Brucella limita este efecto y permite que
la enfermedad progrese’#4.

Una de las citoquinas con mayor relevancia durante la infeccion con Brucella es el IFN-y. Algunas de
sus funciones clave en la inmunidad son la activacion de las funciones bactericidas del macrofago, la induccion
de la expresion de moléculas de MHC y co-estimulatorias en las células presentadoras de antigenos
profesionales, la estimulacion de la citotoxicidad de las células T citotéxicas y la potenciacion de la muerte de
los macréfagos infectados™®. La importancia del IFN-y en la resolucion de la infeccion por Brucella fue
demostrada en estudios realizados con ratones deficientes para este gen, los cuales mueren dentro de las 6
semanas post-infeccion con B. abortus'?’. A pesar de que Brucella resulta ser un fuerte inductor de IFN-y,
algunos estudios sugieren que la activacion de los macréfagos por IFN-y impide el establecimiento del nicho
replicativo. De esta manera, el efecto protector de esta citoquina se perderia una vez que las bacterias ya se

encuentran localizadas intracelularmente 4.
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Durante los estadios tempranos de la infeccion por Brucella, el rol principal de la respuesta inmune
innata es prevenir la replicacion y reducir el nimero inicial de bacterias, promoviendo el ambiente necesario
para una respuesta adaptativa robusta. Las plaquetas, junto con los neutréfilos y los monocitos, son una de las
primeras células con las que se encuentran las bacterias al ingresar al organismo.

Las plaquetas han sido ampliamente descriptas como mediadoras de la hemostasia y encargadas de
mantener la integridad vascular®®. Sin embargo, en los Ultimos afios ha crecido la bibliografia demostrando su
relevancia en la modulacién de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa®&8t,

A pesar de los avances en el estudio de la interaccién de las plaquetas con diversos agentes infecciosos
y de la importante participacidn que se les ha atribuido en la modulacién de la respuesta inmune, la interaccion
entre las plaquetas y las bacterias del género Brucella no habia sido explorada.

Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que la presencia de plaquetas favorece la invasién
temprana de monocitos/macréfagos por parte de B. abortus y que las mismas forman complejos mixtos con los
monocitos infectados. Mas aun, las plaquetas promueven la secrecion de citoquinas proinflamatorias y
guemoguinas, y la expresion de moléculas de adhesion y coestimulatorias por parte de los
monocitos/macrdfagos infectados potenciando la funcién de dichas células.

Por este motivo, el objetivo general de este proyecto fue dilucidar el rol de las plaquetas en la
respuesta inmune frente a la infeccion por Brucella y en la patogénesis de la brucelosis.

Nuestra hipotesis de trabajo consiste en que el reconocimiento de B. abortus es capaz de
desencadenar la activacion plaquetaria, promoviendo la respuesta del sistema inmune innato. De esta
manera, la induccion de perfiles proinflamatorios contribuiria a la resolucion de la infeccion, denotando
un rol protector de las plaquetas frente a la infeccion por Brucella.

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

1. Determinar el rol de las plaquetas en el curso de la infeccion por B. abortus de
monocitos/macrofagos humanos. Se estudiara el mecanismo por el cual las plaguetas favorecen la
invasion de monocitos/macréfagos por parte de B. abortus. Ademas, se estudiaran los posibles factores
solubles involucrados en la induccion del perfil proinflamatorio de los monocitos/macréfagos y las
consecuencias funcionales de dicha modulacion.

2. Determinar el rol de las plaquetas en la respuesta inmune mediada por neutréfilos humanos
frente a la infeccion por B. abortus. Se estudiaré la interaccién entre plaguetas y neutréfilos, asi como
la capacidad de las plaquetas para modular aspectos funcionales de los mismos.

3. Estudiar el rol de las plaquetas en la modulacion de la capacidad migratoria de
monocitos/macrofagos y neutrofilos humanos durante el curso de la infeccion por B. abortus. Se
estudiara la capacidad de las plaquetas para modular la activacion endotelial, y algunos pasos claves en

el proceso de migracién y extravasacion de monocitos y neutréfilos en el contexto de la infeccion.
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Aspectos Eticos

Las plaquetas, monocitos y neutrdfilos utilizados durante los experimentos de esta tesis fueron
obtenidos a partir de sangre de dadores sanos o pacientes con brucelosis. Siguiendo los lineamientos del comité
de ética del Instituto de Medicina Experimental (IMEX — CONICET — ANM), todos los voluntarios otorgaron

su consentimiento informado antes de la donacion.

Bacterias
B. abortus de las cepas S2308 y S2308-GFP fueron crecidas en placas de Tripteina-Soja Agar,
suplementada con extracto de levadura (Merck Millipore). La cantidad de bacterias presente en los cultivos en
fase estacionaria fue determinada por comparacion de la densidad 6ptica a 600 nm con una curva estandar.
Todas las tareas de manipulacion de las cepas vivas fueron realizadas en laboratorios de bioseguridad
de nivel 3, ya sea del INBIRS (Instituto de Investigaciones Biomédicas en Retrovirus y SIDA) o del ANLIS-

Malbran (Administracién Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud, Dr. Carlos G. Malbran).

Lineas celulares

Monocitos Humanos (THP-1)

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 Buffer Hepes (25
mM), L-glutamina (2 mM), suero fetal bovino inactivado por calor (SFB) (10% final) (Natocor), Penicilina
(100 U/ml) y Estreptomicina (100 pg/ml). Para inducir la maduracion, las células fueron estimuladas con 1a,25-
dihidroxivitamina D3 (0,05 uM) (Calbiochem Merck Millipore) por 72 h. La viabilidad celular se midi6 con el
test de exclusion de Azul de Tripan y fue mayor al 95% en todos los experimentos. Todos los experimentos

fueron llevados a cabo en una estufa a 37°C en una atmésfera de 5% de CO,.

Endotelio Humano (HMEC)

Las células de la linea HMEC fueron amablemente cedidas por el laboratorio del Dr. Pablo Baldi de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires. Las células HMEC fueron cultivadas
en medio estandar compuesto por MCDB 131 suplementado con L-glutamina (2 mM), SFB (10% final)
(Natocor), Factor de Crecimiento Epidermal (10 ng/ml), Hidrocortisona (1 pg/ml), Penicilina (100 U/ml) y
Estreptomicina (100 pg/ml).

Endotelio de microvasculatura cerebral humano (HBMEC)

Células endoteliales de la microvasculatura cerebral inmortalizadas (HBMEC) fueron amablemente
cedidas por el laboratorio del Dr. Kwang S. Kim de la Division de Enfermedades Infecciosas Pediatricas del
hospital Johns Hopkins en Baltimore, EEUU. Las células HBMEC fueron cultivadas en medio estandar
compuesto por RPMI 1640 suplementado con L-glutamina (2 mM), Piruvato de sodio (1 mM), SFB (10% final)

(Natocor), NuSerum IV (10% final) (Becton Dickinson), Aminoacidos no esenciales (1% final) (Life
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Technologies), Vitaminas MEM (1% final) (Life Technologies), Penicilina (100 U/ml) y Estreptomicina (100
pg/ml).

Cultivo Primario de Células

Células endoteliales fueron obtenidas a partir de la vena de cordones umbilicales (HUVEC) por
digestion enzimatica con colagenasal®®. Una vez establecidos, los cultivos primarios fueron mantenidos en
frascos de cultivo con gelatina (2% m/v) y mantenidos en medio RPMI 1640 suplementado con L-glutamina (2
mM), Piruvato de sodio (1 mM), SFB (10% final) (Natocor), Heparina (90 pg/ml), Suplemento de Crecimiento
para células endoteliales (50 pg/ml) (Roche), Penicilina (100 U/ml) y Estreptomicina (100 pg/ml).

Muestras de Sangre

Las muestras de sangre fueron obtenidas de dadores sanos o pacientes con brucelosis cronica que
accedieron voluntariamente a participar de nuestro estudio. Los pacientes fueron diagnosticados por
presentaciones clinicas y anamnesis compatibles con brucelosis y presentaron resultados positivos para la
prueba de Rosa de Bengala, fijacién de complemento (FC) y altos titulos de anticuerpos especificos para
Brucella cuantificados por una prueba de aglutinacién (BPA). De acuerdo con lo descripto en la bibliografia,
consideramos que los pacientes se encuentran en la fase cronica de la patologia cuando pasaron 12 meses desde
la fecha de infeccion y/o diagndstico 2147, Todos los dadores declararon no haber tomado ninguna medicacion
en los 10 dias previos a la toma de la muestra. La sangre fue recolectada directamente en tubos con citrato de

sodio (Merck Millipore).

Obtencion de Plaquetas
La sangre entera anticoagulada con Citrato (Merck Millipore) se centrifugé durante 15 minutos a 200
xg, sin freno y a temperatura ambiente. Para lavar las plaquetas, el plasma rico en plaquetas (PRP) se transfirid
a un tubo limpio y se centrifugé durante 10 minutos a 890 xg, sin freno y a temperatura ambiente en presencia
de Prostaglandina I, (75 nM) (PGI,) (Cayman Chemical). Finalmente se descartd el plasma y las plaquetas
lavadas se resuspendieron en RPMI 1640 sin suero ajustando su concentracion a 500.000 plaquetas/pl.
Obtencion de Monocitos
Células mononucleares (PBMC) fueron obtenidas mediante centrifugacion diferencial. Para ello, sangre
entera fue sembrada sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) y centrifugada por 30 minutos a
350 xg sin freno. Luego, las células mononucleares fueron extraidas del gradiente y lavadas. Los PBMCs fueron
resuspendidos en RPMI 1640 suplementado con 10% SFB y sembradas en un gradiente de Percoll (GE
Healthcare) para su posterior centrifugacion durante 40 minutos a 400 xg sin freno. El halo de monocitos se
transfirié a un tubo nuevo donde fueron lavados y resuspendidos en RPMI 1640 suplementado con 10% SFB.
Solamente se utilizaron muestras en las cuales la pureza de los monocitos CD14* fuera mayor al 80%, analizada
mediante citometria de flujo. En todos los casos, la viabilidad fue mayor al 95%, medida por el test de exclusion

de Azul de Tripan.
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Obtencidn de Células Polimorfonucleares
Células polimorfonucleares (PMN) fueron obtenidas mediante centrifugacion diferencial. Para ello,
sangre entera fue sembrada sobre un gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare) y centrifugada por 30
minutos a 350 xg sin freno, tal como fue descripto anteriormente. Luego, se realizé la sedimentacion mediante
adicion de Dextrén y la lisis de eritrocitos mediante un shock hipotonico. Finalmente, los PMN fueron lavados
y resuspendidos en RPMI 1640 suplementado con 2% SFB. Solamente se utilizaron muestras en las cuales la
pureza de los PMN fuera mayor al 96%, analizada mediante tincion con May Griinwald/Giemsa, y viabilidad

mayor al 95%, medida por el test de exclusién de Azul de Tripéan.

Reactivos Utilizados

El PF4 recombinante fue comprado a PeproTech, mientras que el anticuerpo neutralizante anti-PF4
proviene de Abcam. Tanto el CD40L recombinante como el anticuerpo neutralizante de CD40L fueron
obtenidos de BioLegend. El &cido acetilsalicilico (Aspirina) fue provisto por Sigma-Aldrich. El inhibidor
especifico de la via de Erk 1/2 (PD98059) es de Calbiochem.

Infecciones in vitro

Todas las infecciones de células fueron realizadas por 30 min, 2 0 4 h, en presencia o0 ausencia de
plaquetas (relacién Cel: Ba: PLT 1:100:100), segun lo indicado en cada figura. En todos los casos, la infeccién
se realizé en el medio estandar indicado para el tipo celular en ausencia de antibi6tico. Luego, las células fueron
lavadas para eliminar la bacteria no internalizada y mantenidas en cultivo con medio suplementado con
Gentamicina (100 pg/ml) y Estreptomicina (50 pg/ml). A diferentes tiempos post infeccidn, los sobrenadantes
de cultivo fueron recolectados, filtrados y almacenados a -70°C para posteriores cuantificaciones por ELISA.
En otros sets de experimentos, las células fueron igualmente infectadas con B. abortus en presencia o ausencia

de plaquetas y la expresion de diversos marcadores de superficie fue evaluada por citometria de flujo.

Preparacion de Sobrenadantes para Estimulacion de Cultivos Celulares

Plaquetas lavadas fueron incubadas con B. abortus (PLT: Ba 1:1) durante 24 h a 37°C. Luego, los
sobrenadantes de cultivo fueron recolectados, esterilizados por filtrado, ultracentrifugados y almacenados a -
70°C hasta su utilizacion. Como control, se recolectaron sobrenadantes de plaquetas sin infectar y de bacterias

solas mantenidas en las mismas condiciones de cultivo.

Ensayos de Microscopia Confocal

Interaccion entre plaquetas y B. abortus
Plaguetas lavadas fueron incubadas con B. abortus-GFP (PLT: Ba 1:1, 1:10 o 1:30) en chamber-slides
pretratadas con Poli L-lisina (7,5 ng/ml) por 2 h. Luego, las plaquetas fueron fijadas con paraformaldehido

(PFA) 2% y marcadas con un anticuerpo monoclonal primario anti-CD61 humano (clon VI-PL2; BD
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Biosciences) seguido de un anticuerpo secundario anti-lIgG1 de raton conjugado a Alexa 546 (Molecular Probes

Life Technologies).

Interaccion entre monocitos, B. abortus y plaquetas

Células THP-1 fueron incubadas en chamber-slides con 10 ng/ml de PMA por 24 h para promover su
adhesién. Luego, las células fueron tratadas tal como se especifica en cada figura, fijadas con PFA 2% vy
permeabilizadas con buffer saponina 0,1%. Las muestras fueron incubadas con un anticuerpo monoclonal
primario anti-CD61 humano (clon VI-PL2; BD Biosciences) como marcador de plaquetas, seguido de un
anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546 (Molecular Probes Life Technologies). Los monocitos fueron
marcados con un anticuerpo monoclonal anti-HLA-ABC (W6/32) seguido de un anticuerpo secundario
conjugado a Alexa 633 (Molecular Probes Life Technologies).

Interaccion entre PMN, B. abortus y plaquetas
Neutrofilos aislados fueron sembrados sobre cubreobjetos pretratados con Poli L-lisina (7,5 ng/ml).
Luego, los PMN fueron infectados con B. abortus en presencia o ausencia de plaguetas por 1 h. Las células
fueron lavadas, fijadas con PFA 2% y marcadas con un anticuerpo monoclonal primario anti-CD61 humano
(clon VI-PL2; BD Biosciences), como marcador de plaquetas, seguido de un anticuerpo secundario conjugado
a Alexa 488 (Molecular Probes Life Technologies). Los PMN fueron marcados utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-CD11b (BD Biosciences) seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546

(Molecular Probes Life Technologies).
En todos los casos, los portaobjetos fueron montados con PolyMount (Polysciences) y analizados
utilizando un microscopio confocal FV-1000 con un objetivo de inmersién en aceite de Plano Apocromatico

60X NA1.42 (Olympus). Las imagenes fueron procesadas con el software FIJI (open source).

Recuento de Unidades Formadoras de Colonias

Recuento intracelular en plaguetas
Plaquetas lavadas fueron infectadas con B. abortus a diferentes concentraciones (PLT: Ba 1:1, 1:10 y
1:30) por 2 h en medio sin antibidtico. Luego fueron tratadas con Gentamicina (100 pg/ml) y Estreptomicina
(50 pg/ml) por 30 min para eliminar toda la bacteria no internalizada. Finalmente, las plaquetas fueron lisadas
con una solucién de Tritén X-100 (0,01% v/v) y el lisado fue plagueado en Tripteina-Soja Agar suplementado
con extracto de levadura. Pasados 4 dias se realizo el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC).
Recuento intracelular en monocitos
Células THP-1 fueron infectadas con B. abortus en ausencia o presencia de plaquetas a diferentes
concentraciones (THP-1: Ba: PLT 1:100:1, 1:100:10 y 1:100:100) por 2 h en medio sin antibiético. Los
monocitos fueron luego lavados, resuspendidos en medio suplementado con Gentamicina (100 pg/ml) y

Estreptomicina (50 pg/ml) e incubados por diferentes tiempos, tal como indica la figura. En todos los casos, los
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monocitos fueron luego lisados con una solucién de Triton X-100 (0,01% v/v) y el lisado fue plaqueado en

Tripteina-Soja Agar suplementado con extracto de levadura. Pasados 4 dias se realizo el recuento de UFC.

Recuento intracelular en PMN

Neutrofilos aislados fueron infectados con B. abortus en ausencia o presencia de plaquetas a diferentes
concentraciones (PMN: Ba: PLT 1:10:10 y 1:10:100) por 1 h en medio sin antibidtico. Los PMN fueron luego
lavados, resuspendidos en medio suplementado con Gentamicina (100 pg/ml) y Estreptomicina (50 pg/ml) e
incubados por diferentes tiempos, tal como indica la figura. En todos los casos, los PMN fueron luego lisados
con una solucién de Triton X-100 (0,01% v/v) y el lisado fue plagueado en Tripteina-Soja Agar suplementado
con extracto de levadura. Pasados 4 dias se realizo el recuento de UFC.

Como control, en paralelo a la infeccion de PMN se realiz6 el recuento de UFC proveniente de plaquetas
infectadas en ausencia de PMN. EI nimero de bacterias recuperado en este caso resulté despreciable y no se vio
modificado a lo largo del tiempo. Sin embargo, esta posible contribucién de las plaquetas fue extraido del
recuento final de UFC.

Recuentro extracelular en PMN

Neutrofilos aislados fueron infectados con B. abortus en ausencia o presencia de plaquetas a diferentes
concentraciones (PMN: Ba: PLT 1:10:10 y 1:10:100) por 1, 2 0 3 h en medio sin antibi6tico. Luego de la
incubacion, los PMN fueron separados por centrifugacion. Los sobrenadantes libres de células fueron
plagueados en Tripteina-Soja Agar suplementado con extracto de levadura. Pasados 4 dias se realizé el recuento
de UFC.

Cuantificacién de la activacion plaquetaria

Ensayo de Binding de Fibringeno
Plaquetas lavadas fueron incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente con B. abortus (PLT: Ba
1:10) o Trombina (0,1 U/ml final) en presencia de fibrindgeno conjugado a Alexa 488 (dilucion final 1:200).
Luego, las plaquetas fueron fijadas con PFA 4% y el binding de fibrindgeno fue cuantificado por citometria de
flujo.
Ensayo de expresion de P-Selectina
Plaquetas lavadas fueron incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente con B. abortus (PLT: Ba
1:10) o Trombina (0,1 U/ml final). Luego, las plaquetas fueron marcadas con un anticuerpo anti-P-selectina
humana conjugado a FICT (BD Biosciences) o su control de isotipo y la expresién de P-selectina en superficie

fue cuantificada mediante citometria de flujo.

Cuantificacién de Complejos en Sangre Entera

Sangre entera proveniente de dadores sanos fue infectada in vitro con B. abortus durante 30 min a 30°C.
En otro set de experimentos, se utiliz sangre entera proveniente de dadores sanos o pacientes con brucelosis.

En todos los casos, las muestras de sangre fueron marcadas con un anticuerpo anti-CD61PE (BD Biosciences)
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y un anticuerpo anti-CD14PerCP (Biolegend), anti-CD3FITC (BD Biosciences) o anti-CD19PerCP (BD
Biosciences) y fijadas. Finalmente, los gldbulos rojos fueron lisados con la solucién comercial BD FACS®
Lysing Solution (BD Biosciences) y las muestras fueron analizadas por citometria de flujo. La informacion fue
analizada utilizando el programa FlowJo® V10 (LLC).

Citometria de Flujo

Células THP-1, monocitos de sangre periférica, PMN, o células endoteliales fueron infectadas con B.
abortus en presencia o ausencia de plaquetas, segun lo especificado en cada figura. En otro set de experimentos,
los diferentes tipos celulares fueron tratados con sobrenadante proveniente de plaquetas infectadas. En todos los
casos, pasado el tiempo de incubacion correspondiente, las células fueron lavadas y marcadas con un anticuerpo
anti-CD54PE (clone HA58; BioLegend), anti-CD11bPE (BioLegend), anti-CD62LFITC (ImmunoTools) o su
control de isotipo. Luego de la marcacion, las células fueron analizadas utilizando un citdbmetro FACSCalibur®
(BD Biosciences) y la informacidon obtenida fue analizada utilizando el programa FlowJo® V10 (LLC).

ELISA
La concentracion de IL-6 (BD Biosciences), IL-8 (BioLegend) y MCP-1 (BD Biosciences) fue
cuantificada en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA de tipo Sandwich, utilizando pares de anticuerpos

especificos para cada citoquina de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Produccién de Especies Reactivas de Oxigeno

La produccion de especies reactivas de oxigeno fue analizada mediante el uso de un derivado de la
Rodamina denominado DHR-123, tal como fue descripto previamente!*®, Brevemente, los neutréfilos aislados
fueron incubados con DHR-123 (1 uM) por 15 min a 37°C. Luego, las células fueron infectadas con B. abortus
en ausencia o presencia de plaquetas por 30 min adicionales. Inmediatamente después de la incubacién, la

fluorescencia verde de la sonda fue analizada por citometria de flujo.

Ensayos de Quimiotaxis

Monocitos o neutrdfilos aislados y resuspendidos en RPMI 2% fueron sembrados en el compartimento
superior de una placa de transwell (membrana de policarbonato con poros de 5 y 3 um, respectivamente)
(Corning). En el compartimento inferior se colocaron 230 ul de sobrenadantes provenientes de Plaquetas, B.
abortus o Plaquetas infectadas como estimulo quimioatractante. Las placas fueron incubadas durante 3 h en
estufa a 37°C. Por ultimo, se recuperd el liquido del compartimento inferior y se realizé el recuento de células

migradas. La informacién se expres6 como porcentaje de células migradas con respecto a las sembradas.

Ensayos de Transmigracion
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Para los ensayos de transmigracion de células mononucleares de sangre periférica y/o neutrofilos se
utilizaron placas de transwell con insertos de 3 um de poro y 6,5 mm de didmetro (Corning-Costar). La
membrana presente en el pocillo superior fue pretratada con coldgeno de cola de rata (50 mg/ml en solucion 1%
de acido acético) (BD Biosciences) neutralizada en un ambiente saturado de hidréxido de amonio. Una vez
lavadas las membranas, se establecio el modelo de barrera hematoencefélica sembrando células de la linea
HBMEC en el pocillo superior y cultivandolas durante 5 dias hasta confluencia.

Transmigracién por activacion endotelial

Una vez establecidas, las monocapas fueron estimuladas por 24 h con sobrenadantes provenientes de
Plaquetas, B. abortus o Plaquetas infectadas con B. abortus. Como controles se utilizaron monocapas de
HBMEC sin tratar. Luego, células mononucleares de sangre periférica o neutréfilos purificados fueron
sembrados en el pocillo superior e incubados por 3 h a 37°C. Finalmente, se recolect6 el medio contenido en el
pocillo inferior y se realiz6 el recuento de las células migradas.

Transmigracion directa
Una vez establecidas las monocapas, células mononucleares de sangre periférica fueron sembradas en
el pocillo superior del transwell en presencia de plaguetas y/o B. abortus. Pasadas 4 h de incubacién, se recolect6
el medio contenido en el pocillo inferior y se realizé el recuento de células migradas. Como control se utilizaron
monocapas de HBMEC pretratadas con sobrenadantes provenientes de plaquetas incubadas en presencia o

ausencia de B. abortus y células mononucleares sin infectar.

Andlisis Estadistico

Los resultados fueron analizados mediante el analisis de la varianza de uno o dos factores (ANOVA)

con un post-hoc test de Tukey utilizando el software GraphPad Prism version 5.00.
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Las plaguetas promueven la infeccion y establecen complejos con los monocitos
infectados

Anteriormente, en nuestro laboratorio demostramos que las plaquetas son capaces de modular la
infeccion de monocitos humanos. Para evaluar la capacidad de las plaquetas para modular la infectividad de B.
abortus, células de la linea THP-1 fueron infectadas con B. abortus-GFP por 4 h en presencia o ausencia de
plaquetas y posteriormente se analizaron las muestras por microscopia confocal. La presencia de plaguetas
aumento significativamente los porcentajes de células THP-1 infectadas (GFP*) (Figura 1A-C). A su vez, este

fendmeno fue reproducido utilizando monocitos obtenidos a partir de sangre periférica (Figura 1D).
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Figura 1. Las plaquetas promueven la invasion de monocitos humanos por Brucella abortus. (A)

(CD61) Vista Ortolona

Micrografias confocales de células THP-1 infectadas con una cepa de B. abortus que expresa la Proteina Fluorescente
Verde (B. abortus-GFP) en presencia o ausencia de plaquetas por 4 h. (B) Micrografias confocales de células THP-1

infectadas con B. abortus-GFP en presencia de plaquetas por 4 h. Las plaquetas fueron marcadas con un anticuerpo primario
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anti-CD61 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). (C) Cuantificacion de la invasion
de células THP-1 por parte de B. abortus. (D) Cuantificacién de la invasién de monocitos purificados a partir de sangre
periférica por parte de B. abortus. Los datos fueron expresados como porcentaje de monocitos invadidos (monocitos GFP-
positivos) + SEM de tres experimentos independientes. La cantidad de células cuantificadas por grupo experimental fue de
200. THP-1: PLT: Ba 1:100:100. *P< 0.05; ** P< 0.01 vs. monocitos infectados en ausencia de plaquetas.

Una vez demostrada la capacidad de las plaquetas para promover la infeccion de monocitos, nos
preguntamos cémo era el juego de interacciones entre estas poblaciones celulares. Para analizar esto, células
THP-1 fueron incubadas con plaquetas en presencia o ausencia de B. abortus-GFP (THP-1: Ba: PLT 1:100:100)
durante 4 h. Luego, los monocitos fueron marcados utilizando un anticuerpo monoclonal anti-MHC-I (azul) y
las plaguetas con un anti-CD61 (rojo). Finalmente, las muestras se analizaron por microscopia confocal. Como
se puede ver en la Figura 2A, las plaquetas son capaces de establecer interacciones con monocitos dando lugar
a la formacion de complejos mixtos en presencia de B. abortus. Resulta interesante destacar que las plaquetas
se observaron asociadas a los monocitos infectados (monocitos positivos para Ba) (Figura 2B). Para cuantificar
este fendmeno de formacién de complejos mediados por B. abortus, se determiné la cantidad de monocitos
presentes en el campo y se analizo cuales de ellos se encontraban infectados (Ba positivos), cuales no lo estaban
(Ba negativos), cuéles se encontraban asociados a plaquetas (PLT positivos) y cuéles no lo estaban (PLT
negativos). Una vez analizados todos los monocitos de la regién, se representd graficamente el porcentaje de
monocitos dobles negativos (no infectados y no asociados a plaquetas), dobles positivos (infectados y asociados
a plaquetas) y simples positivos (asociados a plaquetas, pero no infectados; o infectados, pero no asociados a
plaquetas). Solamente los monocitos infectados se encontraron formando complejos mixtos con las plaquetas
(Figura 2C). Més aun, como se puede ver en la Figura 2D y en el Video Suplementario 1, las plaquetas se

disponen rodeando completamente al monocito infectado.

42



Resultados. Parte |

A
Plaquetas
(CD61)
®
©
2
£
=
(%)
(2]
=
T
o]
sl
@©
@
B

Cuantificacion de la Interaccion

PLT(-) Bal-)

=
60 mm PLT(+) Ba{+)
mm PLT(-) Ba(+)
) m PLT(+) Bal-)
204
0 ’ r

% Monocitos
&
r
{

Merge Z-Stack

Vista
Ortogonal

Figura 2. Las plaquetas establecen complejos con los monocitos infectados. (A) Micrografias confocales de
células THP-1 infectadas con B. abortus-GFP en presencia o ausencia de plaquetas por 4 h. Los monocitos fueron marcados
con un anticuerpo primario anti-MHC-1 humano, seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 633 (azul). Las
plaquetas fueron marcadas con un anticuerpo primario anti-CD61 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado
a Alexa 546 (rojo). (B) Micrografia confocal panoramica de células THP-1 infectadas con Ba-GFP en presencia de
plaguetas, imagen representativa de las adquiridas para la cuantificacion de la interaccion. (C) Cuantificacion de la
interaccion entre poblaciones. Las subpoblaciones de monocitos fueron clasificadas como: no infectadas y no asociadas a
plaquetas (doble negativas), invadidas y asociadas a plaquetas (doble positivas), sélo invadidas (GFP-positivas), y s6lo
asociadas a plaquetas (CD61-positivas). Los datos fueron expresados como porcentaje de monocitos + SEM de tres
experimentos independientes. La cantidad de células cuantificadas por grupo experimental fue de 200. (D) Merge, Z-stack

y vistas ortogonales de células THP-1 infectadas con B. abortus-GFP en presencia de plaquetas por 4 h. Las flechas azules
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indican células THP-1 no invadidas mientras que las flechas blancas indican células THP-1 invadidas y rodeadas de
plaguetas. THP-1: PLT: Ba 1:100:100.

Las plaquetas interaccionan directamente con B. abortus

Teniendo en cuenta nuestros resultados previos, el primer objetivo de esta tesis fue investigar si existe
una interaccién directa entre plaquetas y B. abortus. Para esto, plaquetas lavadas fueron co-incubadas por 4 h
con B. abortus-GFP a diferentes concentraciones (PLT: Ba 1:1, 1:10 y 1:30). Luego, las plaquetas fueron
marcadas con un anticuerpo anti-CD61 (rojo) y se analizd la interaccion entre ambas poblaciones por
microscopia confocal (Figura 3A y B) y por citometria de flujo (Figura 3C). B. abortus fue capaz de unirse
directamente a las plaquetas y esta interaccion aumenta de manera dosis-dependiente (Figura 3A-C).

Dado que diversas bacterias son capaces de alterar la funcion plaquetaria'#®, evaluamos si la interaccién
fisica con B. abortus modulaba alguna respuesta funcional en las plaquetas. Para ello, incubamos plaquetas
lavadas con B. abortus y cuantificamos la activacion plaquetaria por citometria de flujo. La presencia de B.
abortus indujo un aumento significativo tanto del Binding de Fibrindgeno como de la expresion en superficie
de P-selectina (Figura 3D y E). Si bien B. abortus induce una potente activacion de las plaquetas, la respuesta
es menor que la observada frente a la activacion con Trombina, uno de sus principales agonistas (Figura 3D y
E).

A continuacion, nos preguntamos si las plaquetas podian ser invadidas por B. abortus. Para responder
este interrogante, las plaquetas fueron incubadas con diferentes multiplicidades de infeccion (MOI) de B.
abortus por 2 h. Pasado ese tiempo, se adiciond antibidtico al medio de cultivo para eliminar las bacterias no
internalizadas, se lisaron las plaquetas y se realizé el recuento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

intracelulares. Como se muestra en la Figura 3F, B. abortus invade las plaquetas de manera dosis-dependiente.

En conjunto, estos resultados demuestran que B. abortus es capaz de interactuar directamente con las

plaquetas e invadirlas, gatillando mecanismos de activacién plaguetaria
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Figura 3. Las plaquetas interaccionan directamente con B. abortus. (A) Micrografias confocales de plaquetas
incubadas con B. abortus-GFP en diferentes proporciones (PLT: Ba-GFP 1:1, 1:10 y 1:30) por 4 h. Las plaquetas fueron
marcadas con un anticuerpo primario anti-CD61 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546
(rojo). (B) Cuantificacion de la interaccion plaqueta-B. abortus por microscopia confocal. La cantidad de células
cuantificadas por grupo experimental fue de 200. (C) Cuantificacion de la interaccion plaqueta-B. abortus por citometria
de flujo. Los datos fueron expresados como porcentaje de plaquetas asociadas a B. abortus (GFP-positivas) + SEM de tres
experimentos independientes. Las plaquetas también fueron incubadas con B. abortus por 30 minutos y su estado de
activacion fue cuantificado como binding de fibrindégeno (D) y expresion de P-selectina (E). El agonista Trombina fue
utilizado como control para la activacion de plaquetas. Las barras representan la media aritmética + SEM de tres
experimentos independientes o el porcentaje de plaquetas que expresan P-selectina en su superficie. MIF: media de la
intensidad de fluorescencia. (F) Cuantificacién de la invasidn de plaquetas por parte de B. abortus. Los datos fueron

expresados como Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por ml. *** P<0.001 vs. Sin Tratar; ## P<0.001.
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Las plaquetas funcionan como carriers de la bacteria hacia los monocitos

La formacion de complejos mixtos entre plaguetas y monocitos infectados nos llevd a postular dos
posibles hipotesis acerca del mecanismo involucrado en este fenémeno: (1) la infeccion con B. abortus aumenta
la expresion de algunas moléculas de superficie o receptores en la superficie de los monocitos, favoreciendo la
union especifica de plaquetas; o (2) las plaguetas activadas funcionan como carrier de las bacterias,
transportandolas hacia los monocitos y promoviendo la infeccion de los mismos.

Para evaluar la primera hipdtesis, células THP-1 fueron infectadas con B. abortus-GFP por 2 h. Luego,
las células fueron lavadas e incubadas con plaquetas por 2 h adicionales (THP-1: Ba: PLT 1:100:100). Como
control se utilizaron monacitos incubados durante 2 en ausencia de B. abortus y puestos luego en contacto con
plaguetas (datos no mostrados). Finalmente, las muestras fueron marcadas con un anticuerpo monoclonal anti-
MHC-1 (azul) y un anti-CD61 (rojo) y analizadas por microscopia confocal. Como podemos ver en la Figura
4C, el porcentaje de infeccion obtenido en estas condiciones fue similar a la condicion control de monocitos
infectados en ausencia de plaquetas (Figura 4A y C). Por otro lado, si bien fue posible encontrar plaquetas
adheridas a la superficie de monocitos, el nimero y la disposicion de las mismas fue diferente a los resultados
del experimento de coincubacion de las tres poblaciones.

Para evaluar la segunda hipoétesis, las plaquetas fueron incubadas con B. abortus-GFP por 2 h. Luego,
células THP-1 fueron puestas en contacto con la suspension de plaquetas infectadas con B. abortus-GFP por 2
h adicionales. Como control se utiliz6 una suspensién de plaquetas incubadas durante 2 h en ausencia de bacteria
(datos no mostrados). Finalmente, las células fueron marcadas tal como fue descripto anteriormente y se
analizaron por microscopia confocal. En este caso, cuando se utilizé la suspension de plaquetas pre-infectadas
con B. abortus, el porcentaje de infeccion de monocitos observado fue significativamente mayor (Figura 4B y
C). Asimismo, utilizando esta aproximacion experimental, se observaron complejos formados entre plaquetas
y monocitos infectados (Figura 4B) en los cuales el nimero y la disposicién de plaquetas eran similares a los
observados en los experimentos de coincubacién de las tres poblaciones. En concordancia con la hip6tesis de la
funcion carrier de las plaquetas, se puede observar la presencia de plaquetas transportando bacteria hacia los

monocitos (Figura 4D, E y Video Suplementario 3).

Conjuntamente, estos resultados indican que la infeccion de los monocitos no induce la formacion de
los complejos plaqueta-monocito. En cambio, la interaccion entre plaquetas y bacteria desencadena la activacion
plaquetaria y promueve que las plaquetas actien como carrier de las bacterias hacia los monocitos. Como
consecuencia, los monocitos infectados con B. abortus permanecen asociados a las plaquetas que favorecieron

su infeccion.
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Figura 4. Las plaquetas funcionan como carrier de las bacterias hacia los monocitos. (A) Micrografia

confocal de células THP-1 incubadas con B. abortus-GFP por 2 h y luego incubadas con plaquetas por 2 h adicionales. (B)
Plaquetas fueron incubadas con B. abortus-GFP por 2 h. Células THP-1 fueron luego incubadas con la suspension de

plaquetas y B. abortus-GFP por 2 h adicionales. Los monocitos fueron marcados con un anticuerpo primario anti-MHC-I
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humano, seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 633 (azul). Las plaquetas fueron marcadas con un
anticuerpo primario anti-CD61 humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). Los resultados
mostrados son representativos de 3 experimentos independientes. (C) Cuantificacion de la invasién de células THP-1 por
B. abortus-GFP en tres condiciones experimentales: monocitos infectados con B. abortus-GFP en ausencia de plaquetas, y
en las condiciones experimentales descriptas en los paneles A y B. Los datos fueron expresados como porcentaje de
monocitos invadidos (GFP-positivos) + SEM de tres experimentos independientes. La cantidad de células cuantificadas
por grupo experimental fue de 200. NS: no significativo; *** P<0.001 vs. THP-1 + B. abortus; #* P<0.001. (D y E)
Plaquetas fueron incubadas con B. abortus-GFP por 2 h. Células THP-1 fueron luego incubadas con la suspension de
plaquetas y B. abortus-GFP por 2 h adicionales. Las plaquetas fueron marcadas con un anticuerpo primario anti-CD61
humano seguido de un anticuerpo secundario conjugado a Alexa 546 (rojo). Reconstruccion en 3 dimensiones (D), Merge
del Z-stack y vistas ortogonales (E). THP-1: PLT: Ba 1:100:100.

Factores solubles liberados por las plaguetas median la modulacion de CD54 en

mMonocitos

Previamente, demostramos que la presencia de plaquetas modula la secrecién de citoquinas y
guemogquinas proinflamatorias y la expresion en superficie de moléculas de adhesion y coestimulatorias en los
monocitos infectados por B. abortus. Entre las moléculas inducidas se encuentra CD54 (ICAM-1). Esta
molécula de adhesion suele verse aumentada en la membrana de monocitos bajo condiciones inflamatorias!*® y
ha sido involucrada en la formacién de complejos entre leucocitos y en la adhesion al endotelio®®!,

Teniendo en cuenta la importancia de CD54 para la migracion y funcionalidad de monocitos en el tejido
infectado, durante la realizacién de esta tesis nos preguntamos si la modulacién por plaquetas requeria el
contacto fisico entre las células o si se encontraba mediada por factores solubles. Para responder esto, THP-1
fueron estimuladas con medios condicionados provenientes de plaquetas incubadas en presencia o0 ausencia de
B. abortus. Como control, se utilizaron células THP-1 tratadas con sobrenadantes provenientes de bacterias
solas. Luego, la expresion de CD54 en los monocitos fue cuantificada por citometria de flujo (Figura 5A 'y B).
La estimulacion con el sobrenadante proveniente de plaquetas infectadas fue suficiente para la induccion de la
expresion de CD54 en monocitos, a diferencia de los sobrenadantes de plaquetas y bacterias solas (Figura 5B).
Este resultado indica la presencia de factores solubles involucrados en la modulacion de CD54 y sugiere que el
contacto directo entre plaquetas y monocitos es dispensable en la modulacion de, al menos, esta molécula de
adhesion.

Entre los diversos mediadores liberados por las plaguetas activadas, CD40L soluble (sCD40L), Platelet
Factor 4 (PF4), Platelet Activating Factor (PAF), y Tromboxano A, (TXA:) han sido previamente involucrados
en la formacion de complejos plagueta-monocito en diversos contextos infecciosos’”*°21%3, Por lo tanto, nos
propusimos evaluar el posible rol de estos factores en la modulacién de monocitos mediada por plaquetas en el
contexto de la infeccion por B. abortus. Para esto, realizamos experimentos de neutralizacion y/o de

estimulacion con factores recombinantes, para luego evaluar la expresion de CD54 en la superficie de
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monocitos. En primer lugar, células THP-1 fueron incubadas con sobrenadantes provenientes de plaquetas
infectadas en presencia o ausencia de un anticuerpo neutralizante anti-sCD40L. La neutralizacion de sCD40L
generd una reversion parcial de la induccion de CD54 mediada por el sobrenadante de plaquetas infectadas
(Figura 5C). Confirmando este resultado, la estimulacion de células THP-1 con sCD40L recombinante
incremento leve pero significativamente la expresion de CD54 en monocitos (Figura 5D). A continuacion,
células THP-1 fueron tratadas con sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas en presencia o ausencia
de un anticuerpo neutralizante de PF4. La neutralizacién de PF4 también redujo de forma parcial la induccion
de CD54 mediada por el sobrenadante de plaquetas infectadas con B. abortus (Figura 5E). En linea con este
resultado, el tratamiento con PF4 recombinante indujo levemente la expresién de CD54 en monocitos (Figura
5F). Para evaluar el papel de PAF, células THP-1 fueron incubadas con la version recombinante de este
mediador. La exposicién de células THP-1 a PAF recombinante provocd un leve pero significativo aumento en
la expresion de CD54 (Figura 5G). Dada la falta de inhibidores o bloqueantes de TXA., la estrategia utilizada
para dilucidar su rol fue diferente. En este caso, se recolectaron sobrenadante de plaquetas infectadas en
presencia o ausencia de aspirina, un inhibidor de la ciclooxigenasa, y esos sobrenadantes fueron utilizados para
la estimulacion de células THP-1. La inhibicion de la formacion de TXA, durante la obtencion de los
sobrenadantes, revirtio parcialmente la induccion de CD54 en superficie de monocitos (Figura 5H). Por ultimo,
la induccion de CD54 observada por la utilizacion combinada de sCD40L, PF4 y PAF recombinantes fue mas
potente que la induccion obtenida por cada factor individual por separado (Figura 51). La utilizacién de aspirina
durante la obtencién de sobrenadantes de plaquetas infectadas junto con la posterior neutralizacion con
anticuerpos anti-sCD40L y anti-PF4 permitio revertir completamente la induccion de CD54 en monocitos
(Figura 5J).

En conjunto, nuestros resultados demuestran que no hay un Gnico factor involucrado en la modulacion

de CD54 por plaquetas en el contexto de la infeccidn con B. abortus. Por el contrario, diversos factores como

sCD40L, PF4, PAF y TXA; contribuyen de manera parcial y simultanea en este fenémeno.
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Figura 5. Factores solubles liberados por las plaquetas median la modulacién de CD54 en monocitos.
Células THP-1 fueron estimuladas con sobrenadantes recolectados de plaquetas incubadas en presencia o ausencia de B.
abortus y analizadas por citometria de flujo. La poblacidn de monocitos fue identificada en un FSC vs. SSC dot plot (A) y
la expresion de CD54 fue cuantificada dentro de la region (B). Sobrenadantes recolectados a partir de bacterias incubadas
solas fueron utilizados como control. Las barras representan la media aritmética £+ SEM de tres experimentos
independientes. MIF: media de la intensidad de fluorescencia. Células THP-1 fueron incubadas con sobrenadantes de
plaguetas infectadas en presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes para CD40L soluble (sCD40L) (C) o PAF (E).
Células THP-1 fueron estimuladas con sCD40L (D), PF4 (F) o PAF (G) en sus formas recombinante. (H) Células THP-1
fueron tratadas con sobrenadantes recolectados de plaqueta infectadas con B. abortus en presencia o ausencia de aspirina.
(1) Células THP-1 fueron estimuladas con una combinacion de sCD40L, PF4 y PAF. (J) Células THP-1 fueron tratadas
con sobrenadantes recolectados de plaquetas infectadas en presencia de aspirina mas anticuerpos neutralizantes anti-
CDA40L y anti-PF4. En todos los casos, la expresién de CD54 en superficie de monocitos fue analizada por citometria de
flujo para todos los tratamientos. Las barras representan las veces de induccién de CD54 + SEM de tres experimentos
independientes. THP-1: PLT: Ba 1:100:100. ** P<0.01; *** P<0.001 vs. Sin Tratar. ** P<0.001. NS: no significativo.

Las plaguetas promueven la invasion de monocitos y favorecen la contencion

bacteriana

Como mencionamos anteriormente, la presencia de plaquetas durante la infeccion con B. abortus no
solo favorece la infeccién de los monocitos, sino que también modula la funcionalidad de los mismos. Por este
motivo, nos preguntamos si la presencia de plaguetas podia modular el curso de la infeccién con B. abortus.
Para responder este interrogante, células THP-1 fueron infectadas con B. abortus en presencia o ausencia de
plaquetas en diferentes concentraciones por 4 h. Luego, se elimin6 toda la bacteria no internalizada mediante el
agregado de antibiéticos y las células se mantuvieron en cultivo durante 24, 48 o 72 h adicionales. Pasado el
tiempo correspondiente, los monocitos fueron lisados para realizar el recuento de UFC. Como se puede observar
en la Figura 6A, y de acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 1, la presencia de plaquetas aumentd
significativamente el porcentaje de células THP infectadas con B. abortus. Sin embargo, la presencia de
plaquetas también aument6 la contencién de la infeccion a tiempos prolongados (Figura 6B). Este resultado
demuestra que, a pesar de favorecer la invasion, las plaquetas promueven la contencidn bacteriana dentro de los

monocitos infectados.
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Figura 6. Las plaquetas promueven la invasion de monocitos y favorecen la contencion bacteriana. Células
THP-1 fueron infectadas con B. abortus en ausencia o presencia de plaquetas en diferentes proporciones (THP-1: PLT:
1:1, 1:10 y 1:100) por 4 h, y luego incubadas con antibiéticos por 24, 48 o 72 h adicionales. (A) Cuantificacion de la
invasion de monocitos por parte de B. abortus luego de 4 h de incubacién. La informacién esta expresada como Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) por ml. (B) Cuantificacion de la invasion de monocitos por parte de B. abortus a diferentes
tiempos post-infeccién. Los resultados fueron expresados como UFC por ml en cada punto, relativizada al recuento de
UFC por ml obtenido para la misma condicion a 4 h. * P<0.05 vs. THP-1 + Ba

Las plaquetas forman complejos con monocitos en sangre entera

Retomando nuestros resultados previos acerca de la formacién de complejos entre plaquetas y
monocitos infectados, nos preguntamos si estos complejos mixtos también podian establecerse en sangre
periférica. Para esto, sangre entera proveniente de dadores sanos fue incubada con B. abortus y marcada con un
anticuerpo monoclonal anti-CD14PerCP y anti-CD61PE. Luego, se analizé la presencia de complejos plaqueta-
monocito (CD14*CD61") dentro de la region de monocitos (CD14*) por citometria de flujo (Figura 7A-C). Tal
como se observa en la Figura 7A-C, B. abortus es capaz de aumentar no solo el porcentaje de monocitos
adheridos a plaquetas (% de células doble positivas CD14*CD61") sino también la cantidad de plaquetas
adheridas por monocito (expresion de CD61 en células del cuadrante CD14*CD61") (Figura 7D).

En conjunto, estos resultados demuestran que la presencia de B. abortus promueve el establecimiento

de complejos entre plaguetas y monocitos durante la infeccion in vitro.
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Figura 7. Las plaquetas forman complejos con monocitos en sangre entera. Analisis por citometria de flujo
de sangre entera sin infectar (A) o infectada in vitro con B. abortus por 30 min (B). Las muestras de sangre fueron marcadas
con anticuerpos anti-CD61PE y anti-CD14PerCP humanos y analizadas por citometria de flujo para identificar complejos
plaqueta-monocito. (C) Cuantificacion de los complejos plagueta-monocito. Los datos fueron expresados como porcentaje
de monacitos asociados a plaquetas (CD14*CD61*) £ SEM de tres experimentos independientes. (D) Expresion de CD61
cuantificada en monocitos asociados a plaquetas. Las barras representan la media aritmética £ SEM de tres experimentos
independientes. MIF: media de la intensidad de fluorescencia. *** P<0.001 vs. Sin Tratar.

Los complejos plagueta-monocito se encuentran elevados en pacientes con

brucelosis

Una vez confirmado el aumento en la formacién de complejos en sangre periférica en el contexto de la
infeccion in vitro, nos preguntamos si ocurria lo mismo en un contexto de infeccion por Brucella in vivo. De
esta manera, evaluamos la presencia de complejos plagueta-monocito circulantes en sangre periférica de
pacientes con brucelosis crénica. Para esto, sangre entera proveniente de dadores sanos o pacientes con
brucelosis fue marcada con un anticuerpo anti-CD14PerCP y un anticuerpo anti-CD61PE y se analizé la
presencia de complejos plagueta-monocito (CD14*CD61*) dentro de la regién de monocitos (CD14%) por
citometria de flujo (Figura 8A). Como se puede observar en la Figura 8B, los pacientes con brucelosis presentan

un numero elevado de complejos circulantes.
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Figura 8. Los complejos plaqueta-monocito se encuentran elevados en pacientes con brucelosis. (A) Analisis por
citometria de flujo de sangre entera de dadores sanos o pacientes con brucelosis cronica. Las muestras de sangre fueron
marcadas con anticuerpos anti-CD61PE y anti-CD14PerCP humanos y analizadas por citometria de flujo para identificar
complejos plagueta-monocito. (B) Cuantificacién de los complejos plagueta-monocito. Los datos fueron expresados como
porcentaje de monocitos asociados a plaquetas (CD14*CD61%) + SEM de cinco experimentos independientes. Cada punto
representa un dador independiente. * P<0.05 vs. Dador sano.
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Los complejos plaqueta-PMN también se encuentran elevados en pacientes con

brucelosis

Una vez demostrado el aumento de complejos plaqueta-monocito en sangre periférica de pacientes con
brucelosis crénica, nos preguntamos si la formacion de complejos mixtos se encontraba restringida a los
monocitos o podia ser extendida a otras poblaciones leucocitarias, como linfocitos y/o neutréfilos. Para evaluar
la presencia de complejos establecidos entre plaquetas y linfocitos, sangre entera proveniente de dadores sanos
0 pacientes con brucelosis fue marcada con un anticuerpo anti-CD3 o anti-CD19 y un anticuerpo anti-CD61.
Luego, la presencia de complejos plaqueta-linfocito T (CD3*CD61*) o plaqueta-linfocito B (CD19*CD61*) fue
analizada por citometria de flujo dentro del gate de linfocitos. Solamente se encontrd un pequefio porcentaje de
linfocitos asociados a plaguetas en la sangre proveniente de dadores sanos y pacientes con brucelosis, y no se

encontraron diferencias significativas entre dichos porcentajes (Figura 9).
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Figura 9. Los pacientes con brucelosis no presentan complejos plaqueta-linfocito. Andlisis por citometria de
flujo de sangre entera de dadores sanos o pacientes con brucelosis cronica. Las muestras de sangre fueron marcadas con
anticuerpos anti-CD61PE y anti-CD3FITC o anti-CD19PerCP humanos y analizadas por citometria de flujo. (A) Estrategia
de analisis para la identificacion de complejos formados entre plaquetas y linfocitos T. (B) Cuantificacién de los complejos
plaqueta-linfocito T (CD3*CD61"). (C) Estrategia de analisis para la identificacion de complejos formados entre plaquetas
y linfocitos B. (D) Cuantificacién de los complejos plaqueta-linfocito B (CD19*CD61%). Los datos fueron expresados como
porcentaje de linfocitos asociados a plaquetas + SEM de cuatro experimentos independientes. Cada punto representa un
dador independiente. NS: no significativo.

Luego evaluamos la presencia de complejos entre plaquetas y células polimorfonucleares (PMN). Para

ello, la sangre fue marcada de la misma manera que para las Figuras 7 y 8 y la presencia de complejos plaqueta-
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PMN (CD14°CD61") fue analizada por citometria de flujo dentro de la region de células PMN (Figura 10).
Interesantemente, los pacientes con brucelosis crénica presentaron niveles de complejos plaqueta-PMN (% de
células CD14-CD61") circulantes levemente mayores que los dadores sanos (Figura 10).

En conjunto, estos resultados demuestran que los pacientes con brucelosis presentan un nivel levemente

mayor de complejos establecidos tanto entre plaquetas y monocitos, como entre plaquetas y neutrdéfilos.
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Figura 10. Los complejos plaqueta-PMN también se encuentran elevados en pacientes con brucelosis. (A)
Analisis por citometria de flujo de sangre entera de dadores sanos o pacientes con brucelosis crénica. Las muestras de
sangre fueron marcadas con anticuerpos anti-CD61PE y anti-CD14PerCP humanos y analizadas por citometria de flujo
para identificar complejos plaqueta-PMN. (B) Cuantificacion de los complejos plaqueta-PMN. Los datos fueron
expresados como porcentaje de PMN asociados a plaquetas (CD14°CD61* dentro de la regién de PMN) £ SEM de cinco

experimentos independientes. Cada punto representa un dador independiente.

B. abortus promueve el establecimiento de complejos plagueta-PMN

La presencia de complejos plaqueta-PMN circulantes en pacientes con brucelosis nos llevd a
focalizarnos en la habilidad de las plaquetas para interactuar y/o modular la activacion de estas células. En
primer lugar, nos propusimos modelar la formacién de complejos plaqueta-PMN observada en los pacientes
mediante la infeccion in vitro de sangre entera. Para esto, sangre entera proveniente de dadores sanos fue
infectada con B. abortus y luego marcada con anticuerpos anti-CD14 y anti-CD61. Tal como fue descripto
anteriormente, la presencia de complejos plaqueta-PMN (CD14 CD61*) fue analizada por citometria de flujo
dentro de la regién de PMN. Como se puede observar en la Figura 11A-C, B. abortus fue capaz de aumentar el

porcentaje de neutrofilos asociados a plaquetas (% de células CD14°CD61%). Sin embargo, la cantidad de
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plaquetas adheridas por neutréfilo (intensidad de CD61 dentro de la region CD14°CD61") permaneci6 constante
(Figura 11D). A continuacion, nos preguntamos acerca del tipo de interacciones establecidas entre las plaquetas
y los neutrofilos. Para analizar esto, neutrdéfilos aislados fueron incubados con plaguetas en presencia o ausencia
de B. abortus (PMN: Ba: PLT 1:100:100) por 30 minutos. Luego, los neutrofilos fueron marcados utilizando
un anticuerpo monoclonal anti-CD11b (rojo) y las plaguetas con un anti-CD61 (verde) y las muestras fueron
analizadas por microscopia confocal. Se pudo observar la interaccién directa entre plaguetas y PMN en
presencia de B. abortus (Figura 11E). Mas aun, en este caso pudimos observar la presencia de plaquetas dentro
de los PMN (Figura 11E).

De forma global, estos resultados demuestran que la infeccion por B. abortus promueve el

establecimiento de complejos plaqueta-PMN. En el contexto de esta infeccion, los neutréfilos no sélo

interactGan con las plaquetas, sino que también son capaces de internalizarlas.
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Figura 11. B. abortus promueve la formacién de complejos plaqueta-PMN en sangre entera. Andlisis por
citometria de flujo de sangre entera sin infectar (A) o infectada in vitro con B. abortus por 30 min (B). Las muestras de
sangre fueron marcadas con anticuerpos anti-CD61PE y anti-CD14PerCP humanos y analizadas por citometria de flujo
para identificar complejos plaqueta-PMN. (C) Cuantificacién de los complejos plaqueta-PMN dentro de la region de PMN.
Los datos fueron expresados como porcentaje de PMN asociados a plaquetas (CD14"CD61* dentro de la region de PMN)
+ SEM de tres experimentos independientes. (D) Expresion de CD61 cuantificada en PMN asociados a plaquetas. Las
barras representan la media aritmética £ SEM de tres experimentos independientes. MIF: media de la intensidad de
fluorescencia. (E) Micrografia confocal de PMN infectados o no con B. abortus en presencia de plaquetas por 30 min. Los
neutréfilos fueron marcados con un anticuerpo primario anti-CD11b humano, seguido de un anticuerpo secundario

conjugado a Alexa-546 (rojo). Las plaquetas fueron marcadas con un anticuerpo primario anti-CD61 humano seguido de
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un anticuerpo secundario conjugado a Alexa-488 (verde). Los resultados mostrados son representativos de 3 experimentos
independientes. La cantidad de células analizadas por grupo experimental fue de 200. Las flechas blancas indican plaquetas
internalizadas por neutrofilos. Las flechas azules indican plaquetas asociadas a neutréfilos mientras que las flechas naranjas
indican plaquetas libres. PMN: PLT: Ba 1:100:100. *** P<0.001 vs. Sin Infectar; NS: no significativo.

Las plaquetas promueven la activacion de PMN inducida por B. abortus

Luego de estudiar la interaccidn entre plaquetas y neutréfilos en el contexto de la infeccion con B.
abortus, decidimos evaluar la capacidad de las plaquetas para modular la activacion de células PMN. Para esto,
neutréfilos aislados fueron infectados con B. abortus en presencia o ausencia de plaquetas. Luego, los
sobrenadantes de cultivo fueron recolectados para la cuantificacion de IL-8 por ELISA, y laexpresién de CD11b
y CD62L (L-Selectina) en la superficie de los PMN fue analizada por citometria de flujo. Tal como fue
demostrado anteriormente por nuestro laboratorio®®, la infeccién con B. abortus induce la secrecion de IL-8 y
la expresion de CD11b mientras que disminuye la de CD62L (Figura 12A-C), respuesta compatible con la
activacion de PMN. La presencia de plaquetas durante la infeccidn intensificé la secrecion de IL-8 y la expresion
de CD11b mientras que redujo aun mas la expresion de CD62L en la superficie de los neutréfilos (Figura 12A-
C). Por otro lado, evaluamos el estallido respiratorio asociado a la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés), una funcion asociada a la capacidad bactericida de los fagocitos. Tal como se

puede observar en la Figura 12D, la presencia de plaquetas durante la infeccion favorece la produccion de ROS.

En conjunto, estos resultados demuestran que las plaquetas potencian la activacion y la funcién

microbicida de los neutrofilos en el contexto de la infeccion con B. abortus.
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Figura 12. Las plaquetas promueven la
activacion de PMN inducida por B. abortus.
Células PMN purificadas fueron infectadas con B.
abortus en presencia o ausencia de plaquetas por
30 minutos y su estado de activacion fue analizado
por diversas técnicas. (A) El sobrenadante de los
PMN fue recolectado y la concentracién de IL-8
fue cuantificada por ELISA. La poblacion de
células PMN fue identificada en un FSC vs. SSC
dot plot. La expresion de CD11b (B), CD62L (C)
y la formacidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS) mediante la fluorescencia de 123-
dihidrorodamina (DHR) (D) fue analizada dentro
de la regién de PMN por citometria de flujo. Las
barras representan la media aritmética £ SD de
cinco experimentos independientes.

MIF: media de la intensidad de fluorescencia.
PMN: PLT: Ba 1:100:100. * P<0.05; ** P<0.01;
*** P<0.001 vs. Sin Infectar. # P<0.05. #*
P<0.001. NS: No Significativo

La interaccion plagueta-PMN es necesaria para el estallido respiratorio, pero no

para la expresion de CD11b en superficie

A continuacion, nos preguntamos si la modulacidon funcional de los neutréfilos en este contexto requeria

de la interaccion fisica con las plaquetas, o si se encontraba mediada por factores solubles. Para responder este

interrogante, neutrofilos aislados fueron estimulados con sobrenadantes obtenidos de plaquetas infectadas con

B. abortus. Como control, los neutrofilos fueron estimulados con N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP)

o0 sobrenadantes obtenidos del cultivo de plaquetas o bacterias solas. Luego, las dimensiones de las células

PMN, la expresion de CD11b y la generacion de ROS fue analizada por citometria de flujo. El sobrenadante

proveniente de plaquetas infectadas fue capaz de inducir tanto el aumento del pardmetro FSC de los PMN
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(Figura 13A-C) como la expresion de CD11b en superficie (Figura 13D) de manera similar al tratamiento con
fMLP (Figura 13A-D). Sin embargo, los sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas con B. abortus no
fueron capaces de estimular la produccién de ROS (Figura 13E).

En resumen, estos resultados indican la presencia de factores solubles liberados por las plaquetas
infectadas involucrados en la alteracion del FSC y la expresién de CD11b por parte de los neutréfilos. Por lo
tanto, la interaccién directa entre ambas poblaciones podria resultar dispensable en la modulacion de estos

parametros de activacion. Sin embargo, el contacto o la interaccidn fisica entre plaguetas y PMN es necesario
para la modulacién del estallido respiratorio.

Sin Tratar SN (Ba) SN (PLT) SN (PLT+ Ba) fMLP
e % | |
w P v v.' - - -
v 1 '4- v ‘i
:
FSC
e
600 - —
) :
»
w — —_
20 a0 .
v v
E - — NS
v oW
£ =m0
=
e vy 3
. v »” -~ "
> 0
FSC
20 ey 150
2 - . 3
8 g T =3 10 | PMN
+ o 150 . § 'f 3 I PMN + SN (Ba)
s & 100 N ok I M &0 PMN + SN (PLT)
£= = gE %0 ) PN+ SN (PLT + 8a)
g %0 ‘ - &3 PMN + MLP
@ Z [
0 0

Figura 13. La interaccion plaqueta-PMN es necesaria para el estallido respiratorio, pero no para la
expresion de CD11b en superficie. Células PMN purificadas fueron tratadas por 30 min con sobrenadantes recolectados
de plaquetas infectadas con B. abortus y su estado de activacion fue analizado por citometria de flujo. La poblacion de
células PMN fue identificada en un FSC vs. SSC dot plot. El aumento del parametro FSC de los neutréfilos fue analizado
(A'y B) y cuantificado (C). Ademas, también se analizé la expresién de CD11b (D) y la formacion de ROS (E) dentro de
la regién. Las barras representan la media aritmética + SD de cinco experimentos independientes. MIF: media de la
intensidad de fluorescencia. PMN: PLT: Ba 1:100:100. * P<0.05; *** P<0.001 vs. Sin Tratar. ** P<0.001. NS: no
significativo.
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Las plaguetas promueven la contencion y eliminacion de B. abortus por parte de
los PMIN

Finalmente nos preguntamos si la presencia de plaquetas modula el curso de la infeccién por B. abortus.

En la literatura han sido descriptos diversos mecanismos intra- y extracelulares por los cuales los neutrofilos
pueden modificar la carga bacteriana. En primer lugar, nos concentramos en los mecanismos intracelulares de
eliminacion de bacterias. Para esto, PMN aislados fueron infectados con B. abortus en presencia o ausencia de
plaquetas a diferentes concentraciones por 1 h. Luego, todo el remanente de bacteria extracelular fue eliminado
mediante la adicion de antibidticos y las células fueron mantenidas en cultivo por 2 o 3 h adicionales. Los PMN
fueron finalmente lisados para realizar el recuento de UFC en placa. Con el objetivo de poder discriminar entre
las bacterias provenientes del interior de las plaquetas o de los PMN, en paralelo a la infeccion de PMN en
presencia de plaquetas, realizamos el recuento de UFC de plaquetas infectadas con B. abortus en ausencia de
PMN. EI nimero de bacterias recuperadas de los cultivos de plaquetas solas fueron despreciables con respecto
a las recuperadas de PMN y no cambiaron a lo largo del tiempo. No obstante, esta posible contribucion fue
extraida del recuento final de UFC en todos los tratamientos. Como se puede observar en la Figura 14A, la
presencia de plaquetas no modifica la invasion inicial de PMN por parte de B. abortus. Sin embargo, la presencia
de plaquetas favorece la contencion de la infeccion en periodos de tiempo més prolongados (Figura 14A). Este
resultado demuestra que el aumento en el nivel de activacion y el estallido respiratorio mediado por las plaquetas
promueve el control y la eliminacion de B. abortus dentro de los PMN infectados.

Por otro lado, nos preguntamos si las plaquetas también pueden modular mecanismos de eliminacion
extracelulares. Para responder esto, neutrofilos aislados fueron infectados con B. abortus en presencia o
ausencia de plaquetas a diferentes concentraciones por 1, 2 0 3 h en medio estandar sin antibidticos. Luego de
la incubacidn, los PMN fueron separados por centrifugacion y se realizé el recuento de bacterias extracelulares
viables en el sobrenadante libre de células. Como se puede observar en la Figura 14B, los PMN son capaces de
disminuir parcialmente la carga extracelular de B. abortus. Mas aun, la presencia de plaquetas sélo favorece la

eliminacion extracelular de bacterias a 1 h post-infeccién (Figura 14B).
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Figura 14. Las plaquetas promueven la contencién y eliminacion de B. abortus por parte de los PMN. (A)
Células PMN fueron infectadas con B. abortus en presencia o ausencia de plaquetas en diferentes relaciones por 1 hy luego
incubadas con antibi6ticos por 2 o 3 h adicionales. Los PMN fueron finalmente lisados y plaqueados. (B) Células PMN
fueron infectadas con B. abortus en presencia o ausencia de plaquetas en diferentes relaciones por 1, 2 o 3 h. Pasado ese
tiempo, el sobrenadante de cada tratamiento fue plaqueado. Los datos fueron expresados como UFC por ml para cada
tiempo. Las barras representan la media + SD de triplicados representativos de un experimento de los tres experimentos
independientes realizados. PMN: PLT: Ba 1:10:10 o0 1:10:100 segun se especifica. ** P<0.01; *** P<0.001 vs. PMN + Ba.
# P<0.01; ¥ P<0.001 vs. Ba.

Tanto para la eliminacion intra- como extracelular de bacterias, comprobamos que el efecto observado
sobre el recuento de UFC no se debe a una pérdida de la viabilidad de los neutrofilos (Figura 15). En conjunto,
estos resultados sugieren que las plaquetas inicialmente favorecen la eliminacion extracelular de la bacteria 'y
luego, al favorecer un aumento del nivel de activacion y la formacion de especies reactivas de oxigeno,
promueven la eliminacion de la bacteria fagocitada.
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Figura 15. El efecto de las plaquetas sobre el recuento de UFC, no se debe a una pérdida de viabilidad de
los PMN. Células PMN fueron infectadas con B. abortus en presencia o ausencia de plaquetas por 1, 2, 3 0 4 h. Luego, el
porcentaje de células expresando 7AAD y/o Anexina V fue evaluada por citometria de flujo. (A) Porcentaje de células en
apoptosis temprana, definidas como Anexina V*/7AAD . (B) Porcentaje de células en apoptosis tardia, definidas como
Anexina V*/7TAAD*. (C) Porcentaje de células necréticas, definidas como Anexina V-/7AAD*. Como control positivo de
latécnica se utilizaron células tratadas con paraformaldehido (PFA). PMN: PLT: Ba 1:100:100. ##P<0.001 vs. Sin Infectar.
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Las plaquetas infectadas liberan quimioatractantes de monocitos y neutrofilos

Diversos trabajos han descripto que las plaquetas promueven distintos pasos del proceso de
extravasacion leucocitaria tanto de monocitos como de neutréfilos en el contexto de una infeccién. Por lo tanto,
el siguiente objetivo de esta tesis fue analizar el rol de las plaquetas en la modulacién de la migracion de
monocitos y neutrdfilos.

En primer lugar, evaluamos la capacidad de las plaquetas para reclutar monocitos y neutrofilos al sitio
de infeccion. Para ello, realizamos un clésico ensayo de quimiotaxis en placas de transwell, utilizando como
estimulo quimioatractante medios condicionados provenientes de plaquetas incubadas en presencia o ausencia
de B. abortus. Como control, se utilizaron sobrenadantes provenientes de bacterias solas. Células
mononucleares obtenidas a partir de sangre periférica o neutrdfilos purificados fueron sembrados en el pocillo
superior de la placa e incubados durante 3 h. Pasado ese tiempo, se recolect6 el medio contenido en el pocillo
inferior y se realizo el recuento de células migradas.

Como podemos observar, el sobrenadante proveniente de plaquetas infectadas promueve la quimiotaxis

de células mononucleares de sangre periférica y de neutréfilos (Figura 16).
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Figura 16. Las plaquetas infectadas liberan quimioatractantes de monocitos y neutréfilos. Células
mononucleares obtenidas a partir de sangre periférica (PBMC) (A) o neutréfilos purificados (B) fueron sembrados en el
pocillo superior de una placa de transwell. En el pocillo inferior se utilizaron sobrenadantes provenientes de B. abortus,
Plaquetas o Plaquetas infectadas con B. abortus como estimulo quimioatractante. Pasadas 3 h de incubacion, el medio
contenido en el pocillo inferior fue recolectado y se realizé el recuento de células migradas. La informacion esta expresada
como porcentaje de células migradas. Las barras representan la media + SD de duplicados de un experimento representativo

de los tres experimentos independientes realizados. * P<0.05; *** P<0.001 vs. RPMI. ## P<0.001. NS: no significativo.
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Las plaquetas promueven la activacion del endotelio mediada por B. abortus

El reclutamiento de nuevos leucocitos hacia los sitios de infeccion requiere que los mismos sean capaces
de extravasar hacia los tejidos. Un factor clave en este proceso es la activacion del endotelio en los sitios de
transmigracion.

Teniendo en cuenta resultados previos de nuestro laboratorio que demuestran la capacidad de B. abortus
para activar al endotelio®™, nos preguntamos si las plaquetas son capaces de modular este fenémeno. Para
responder esto, células endoteliales provenientes de cultivo primario de cordon umbilical (HUVEC), y de las
lineas celulares HMEC (Human Mammary Endothelial Cells) y HBMEC (Human Brain Microvascular
Endothelial Cells) fueron infectadas con B. abortus en presencia o ausencia de plaguetas por 24 h. Como medida
de la activacion endotelial se utilizd la expresion en membrana de CD54 (ICAM-1), ya que su expresion resulta
un paso clave en diferentes pasos de la extravasacion leucocitaria®®.

Tal como describimos anteriormente®®, la infeccion con B. abortus induce una leve activacion del
endotelio en los tres modelos celulares utilizados. Sin embargo, la presencia de plaquetas durante la infeccion
aumenta significativamente el estado de activacion del endotelio, cuantificada como el aumento de la expresién

de CD54, en los tres modelos analizados (Figura 17).
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Figura 17. Las plaquetas promueven la activacion del endotelio mediada por la infeccién con B. abortus.
Células endoteliales provenientes de cultivo primario (HUVEC) (A), y de las lineas celulares HMEC (B) y HBMEC (C)
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fueron infectadas con B. abortus en presencia o0 ausencia de plaquetas por 24 h. El estado de activacion de las tres
poblaciones fue analizado mediante la expresién de CD54 en superficie. MIF: media de la intensidad de fluorescencia. Las
barras representan la media £ SEM de duplicados de un experimento representativo de los tres experimentos independientes
realizados. Endotelio: PLT: Ba 1:100:100. ** P<0.005; *** P<0.001 vs. Sin Infectar. ## P<0.001. NS: no significativo

Con el objetivo de investigar los mecanismos involucrados en esta modulacidn, y dilucidar si requeria
del contacto fisico entre las células endoteliales y las plaquetas infectadas, recurrimos nuevamente a un ensayo
de medio condicionados. En este caso, células endoteliales de los tres modelos fueron estimuladas durante 24 h
con sobrenadantes provenientes de plaquetas incubadas en presencia o ausencia de B. abortus. Como control,
se utilizaron células endoteliales tratadas con sobrenadantes provenientes de bacterias solas. Finalmente, la

activacion endotelial fue cuantificada como expresion de CD54 en superficie (Figura 18). Como podemos
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observar, los sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas fueron capaces de activar los tres tipos de

células endoteliales demostrando la presencia de factores solubles involucrados en este fendmeno (Figura 18).
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Figura 18. Sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas promueven la activacion del endotelio.
Células endoteliales provenientes de cultivo primario (HUVEC) (A), y de las lineas celulares HMEC (B) y HBMEC (C)
fueron tratadas con sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas con B. abortus por 4 h y luego mantenidas en medio
fresco por 20 h adicionales. Luego, el estado de activacion de las tres poblaciones fue analizado mediante la expresion de
CD54 en superficie. MIF: media de la intensidad de fluorescencia. Las barras representan la media £ SEM de duplicados
de un experimento representativo de los tres experimentos independientes realizados. *** P<0.001 vs. Sin Tratar. ##
P<0.001. NS: no significativo.

Factores secretados por las plaguetas infectadas activan células HBMEC

Como mencionamos en la introduccién, las bacterias del género Brucella pueden producir diferentes
desordenes inflamatorios®. La presentacion con mayor morbilidad es la neurobrucelosis, un trastorno
inflamatorio neurodegenerativo causado por la invasion del sistema nervioso central. Teniendo en cuenta la
importancia de la funcionalidad endotelial de la barrera hematoenceféalica en el mantenimiento de la homeostasis
del sistema nervioso central, a continuacion, profundizamos el estudio sobre la activacién de células HBMEC
inducida por sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas.

La expresion de CD40 en la superficie endotelial ha sido implicada en diferentes condiciones
patoldgicas como puede ser la enfermedad de Alzheimer y la encefalitis inducida por el virus de la
inmunodeficiencia humana-1 (HIV-1). En estos casos, la expresion de CD40 presenta un papel clave en la
disrupcion de la barrera hematoencefalica, asociada a la fisiopatologia de la enfermedad®™’. Ademas de la
expresion de CD54, el fenotipo activado inducido por el sobrenadante de plaquetas infectadas incluye un
aumento significativo de la expresion de CD40 (Figura 19B) y de la secrecion de IL-6, MCP-1 e I1L-8 (Figura
19C-E) en comparacion a HBMEC no estimuladas. Mas aun, los niveles de activacion alcanzados por la
estimulacion con sobrenadantes de plaquetas infectadas son comparables con aquellos alcanzados con
sobrenadantes de astrocitos infectados*® o IL-1, utilizados como control positivo.

Estos resultados demuestran que las plaquetas infectadas inducen un estado activado en células
endoteliales de la microvasculatura cerebral, caracterizada por la expresion de moléculas de adhesion y la

secrecion tanto de citoquinas como quemoquinas proinflamatorias (Figura 19).
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Figura 19. Sobrenadantes de plaquetas infectadas inducen el fenotipo activado de células endoteliales de la

microvasculatura cerebral. Células endoteliales HBMEC fueron tratadas con sobrenadantes provenientes de plaquetas

infectadas con B. abortus por 4 h y luego mantenidas en medio fresco por 20 h adicionales. Como control se utilizaron

sobrenadantes provenientes de astrocitos infectados o sin infectar e IL-1p recombinante. Luego, el estado de activacion de

las tres poblaciones fue analizado mediante la expresion de CD54 (A) y CD40 (B) en superficie. Ademas, se recolectaron

los sobrenadantes para la cuantificacion de IL-6 (C), MCP-1 (D) e IL-8 (E) por ELISA. Las barras representan la media +
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SEM de duplicados de un experimento representativo de los tres experimentos independientes realizados. * P<0.05; **
P<0.005; *** P<0.001 vs. Sin Tratar. # P<0.05; ## P<0.001. NS: no significativo.

Diversos trabajos han demostrado que las bacterias del género Brucella liberan vesiculas denominadas
“outer-membrane vesicles” (OMV por sus siglas en inglés, también conocidas como Blebs) que contienen
lipopolisacarido (LPS), proteinas de la membrana externa y otros componentes bacterianos®®. Para descartar la
posibilidad de que los OMV estén involucrados en la activacion endotelial de la microvasculatura cerebral, los
sobrenadantes de cultivo fueron ultracentrifugados tal como fue descripto previamente!®®, Luego, las células
HBMEC fueron incubadas con los sobrenadantes ultracentrifugados por 24 h'y se evalu6 su estado de activacion.
No se encontraron diferencias significativas en la activacion inducida por los sobrenadantes depletados y no-
depletados de OMVs (Figura 20). Para descartar un posible efecto de factores liberados por B. abortus, la
bacteria fue incubada sola en las mismas condiciones de cultivo por 24 h y luego se recolecté el sobrenadante
para su ultracentrifugacién. Estos sobrenadantes de B. abortus “libres de plaquetas” fueron utilizados como
control y no fueron capaces de inducir activacion de las HBMEC (Figura 20). En conjunto, estos resultados
indican que la activacion de las HBMEC depende de factores solubles liberados exclusivamente por las

plaquetas infectadas.
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Figura 20. La activacion de HBMEC depende de factores liberados por las plaquetas infectadas.
Sobrenadantes recolectados del cultivo de plaquetas infectadas (PLT + Ba) o bacteria sola fueron ultracentrifugados

(sobrenadantes libres de OMV). Luego, los sobrenadantes fueron utilizados para estimular células HBMEC por 24 h
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adicionales y el estado de activacion de las tres poblaciones fue analizado mediante la expresion de CD54 (A) en superficie.
Ademas, se recolectaron los sobrenadantes para la cuantificacion de IL-6 (B), MCP-1 (C) e IL-8 (D) por ELISA. Las barras
representan la media = SEM de duplicados de un experimento representativo de los tres experimentos independientes
realizados. * P<0.05; ** P<0.005; *** P<0.001 vs. Sin Tratar.

Las plaquetas infectadas promueven la transmigracion de leucocitos a través de la

barrera hematoencefalica

La presencia de leucocitos en el liquido cefalorraquideo y el parénquima cerebral ha sido previamente
descripta como parte de la patogenia de la neurobrucelosis®®. Este fendmeno, conocido habitualmente como
pleocitosis, podria explicarse por una activacion anormal de la barrera hematoencefalica inducida por la
presencia de Brucella.

En primer lugar, analizamos si la activacion del endotelio cerebral inducida por los sobrenadantes
provenientes de plaquetas infectadas era suficiente para promover la migracion de monocitos y neutréfilos. Para
ello, utilizamos un modelo previamente descripto de transmigracién a través de la barrera hematoencefalica in
vitro'®®. Brevemente, este modelo consiste en el sembrado de células de la linea HBMEC en el pocillo superior
de las placas de transwell y su cultivo hasta confluencia. Una vez establecidas, las monocapas fueron
estimuladas por 24 h con sobrenadantes provenientes de plaguetas incubadas en presencia o0 ausencia de B.
abortus. El sobrenadante de bacterias solas fue utilizado como control. A continuacion, células mononucleares
de sangre periférica o neutrdfilos purificados fueron sembrados en el pocillo superior e incubados por 3 h.
Finalmente, se recolectd el medio contenido en el pocillo inferior y se realizé el recuento de las células migradas
(Figura 21).

Nuestros resultados indican que el tratamiento del endotelio con el sobrenadante de plaquetas infectadas
es suficiente para inducir la transmigracion tanto de células mononucleares (Figura 21B) como de neutréfilos

(Figura 21C) a través de la barrera.
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Figura 21. Células HBMEC activadas por plaquetas infectadas con B. abortus permiten la transmigracion
de monocitos y neutréfilos a través de la barrera hematoencefalica. Monocapas de células de la linea HBMEC
establecidas en el pocillo superior de las placas de transwell, fueron estimuladas por 24 h con sobrenadantes provenientes
de plaquetas incubadas en presencia o ausencia de B. abortus. Como control se utilizaron sobrenadantes provenientes de
astrocitos infectados o sin infectar e IL-1p recombinante. Luego, células mononucleares de sangre periférica o neutrofilos
purificados fueron sembrados en el pocillo superior e incubados por 3 h (A). Finalmente, se recolectd el medio contenido
en el pocillo inferior y se realiz6 el recuento de las células mononucleares (B) o PMN (C) migradas. Las barras representan
el porcentaje de células migradas + SEM de duplicados de un experimento representativo de los tres experimentos

independientes realizados. ** P<0.01; *** P<0.001 vs. Sin Tratar. ## P<0.001. NS: no significativo.

La via de senalizacion de Erkl1/2 se encuentra involucrada en la transmigracion a

través de la barrera hematoencefalica

A continuacion, decidimos estudiar el mecanismo molecular involucrado en la activacion endotelial y

la transmigracion celular. Teniendo en cuenta que previamente ha sido demostrada la importancia de la via de

sefializacion de Erk 1/2 en la activacion de células endoteliales de la vasculatura cerebral'®, decidimos
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investigar su relevancia en nuestro contexto. Para ello, células HBMEC fueron pretratadas con un inhibidor
especifico de la via Erk1/2, denominado PD98059. Seguidamente, las células fueron estimuladas por 24 h con
sobrenadantes provenientes de plaquetas incubadas en presencia o ausencia de B. abortus. Como podemos
observar, la inhibicion farmacologica de Erk1/2 reduce parcialmente la expresion de CD54 inducida por el
sobrenadante de plaquetas infectadas (Figura 22A). Mas aun, la secrecion de citoquinas y quemoquinas por
parte de las células HBMEC activadas también se encuentra regulada por esta via ya que su inhibicién con
PD98059 disminuye parcialmente la secrecién de IL-6, MCP-1 e IL-8 (Figura 22B-D).

El aumento de la expresion de la molécula de adhesion CD54 en la superficie de las células endoteliales
es uno de los pasos claves de la migracion ya que permite el rolling de los leucocitos circulantes sobre el
endotelio activado. Dada la importancia fisioldgica de este paso, nos preguntamos si la inhibicion de la via de
Erk1/2 es suficiente para impedir la transmigracion de células a través de la barrera inducida por las plaquetas
infectadas. Para esto, nuevamente se realizaron ensayos de transwell utilizando el modelo de barrera
hematoencefalica previamente descripto. En este caso, la monocapa de células HBMEC fue pretratada con el
inhibidor comercial de Erk1/2 (PD98059). Luego, las células HBMEC fueron estimuladas por 24 h con los
sobrenadantes provenientes de plaquetas incubadas en presencia o ausencia de B. abortus y se realizé el ensayo
de transmigracion de neutrofilos tal como fue descripto. Nuestros resultados demuestran que la via de
sefializacion de Erk1/2 no solo esté involucrada en el aumento de la expresion de CD54 en la superficie de las
células endoteliales, sino que es necesaria para la correcta transmigracion de neutréfilos a través de la barrera

hematoencefalica. (Figura 22E).
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Figura 22. La via de sefializaciéon de Erk1/2 se encuentra involucrada en la transmigracion a través de la

barrera hematoencefélica. Células HBMEC fueron pretratadas con PD98059 por 2 h. Luego, las células fueron

estimuladas por 24 h con sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas con B. abortus. Como control, se utilizaron

los sobrenadantes provenientes de B. abortus y plaquetas incubadas solas. (A) La activacion de las células endoteliales fue

cuantificada mediante la expresion de CD54 en superficie. MIF: media de la intensidad de fluorescencia. Ademas, se
recolectaron los sobrenadantes de las HBMEC y la presencia de IL-6 (B), MCP-1 (C) e IL-8 (D) fue cuantificada por

ELISA. Las barras representan la media + SEM de duplicados de un experimento representativo de los tres experimentos
independientes realizados. * P<0.05; ** P<0.005; *** P<0.001 vs. RPMI. # P<0.05; # P<0.005; *#* P<0.001.
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La presencia de plaguetas favorece la migracion de células mononucleares

infectadas a través del endotelio

Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que B. abortus es capaz de acceder al
compartimento cerebral dentro de monocitos/macréfagos infectados, mecanismo usualmente conocido como
Caballo de Troya. De esta manera, los monocitos infectados funcionan como fuente de novo para la infeccion
de células de la glia!®l. Teniendo en cuenta que la activacion de células de la glia resulta un paso crucial en la
patogenia de la neurobrucelosis'®?, finalmente nos preguntamos si la presencia de plaquetas favorece la
transmigracion directa de monocitos infectados. Para ello, nuevamente utilizamos el modelo de transmigracion
a través de la barrera hematoencefalica. En este caso, las monocapas fueron mantenidas en medio fresco y
células mononucleares de sangre periférica fueron sembradas en el pocillo superior del transwell en presencia
de plaquetas y/o bacteria e incubadas por 4 h. Finalmente, se recolecté el medio contenido en el pocillo inferior
y se realizd el recuento de las células migradas (Figura 23A). Como control, se realizd un experimento de
transmigracion a través del endotelio activado, tal como describimos para la figura 21. Nuestros resultados
indican que la presencia de B. abortus o plaquetas es suficiente para inducir la migracion de monocitos a través
del endotelio (Figura 23B). Sin embargo, la presencia de plaquetas durante la infeccion aumenta
significativamente el porcentaje de monocitos migrados. De esta manera, la presencia de plaquetas durante la
infeccion favoreceria el ingreso de monocitos infectados al sistema nervioso central, permitiendo la infeccion

de células de la glia y empeorando los signos inflamatorios de la neurobrucelosis.
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Figura 23. La presencia de plaquetas promueve la migracion de monocitos infectados. Monocapas de células
de la linea HBMEC fueron establecidas en el pocillo superior de las placas de transwell. Luego, células mononucleares de
sangre periférica fueron sembradas en el pocillo superior en presencia de plaquetas y/o B. abortus e incubadas por 4 h (A).
Finalmente, se recolecté el medio contenido en el pocillo inferior y se realizé el recuento de las células mononucleares (B)
migradas. Como control se utilizaron monocapas de HBMEC pretratadas con sobrenadantes provenientes de plaquetas

incubadas en presencia o ausencia de B. abortus y células mononucleares sin infectar. Las barras representan el porcentaje

75



Resultados. Parte |11

de células migradas + SEM de duplicados de un experimento representativo de los tres experimentos independientes
realizados. * P<0.05; ** P<0.005; *** P<0.001 vs. Sin Tratar. ** P<0.001. NS: no significativo.
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En la primera parte de esta Tesis nos abocamos a dilucidar el rol de las plaquetas en la respuesta mediada
por monocitos/macrofagos frente a la infeccion por B. abortus. En particular, nuestros resultados demuestran
gue las plaquetas interaccionan directamente con B. abortus y pueden comportarse como carriers de esta
bacteria, promoviendo la invasién de monocitos/macréfagos. Como consecuencia de esta funcién carrier, las
plaquetas permanecen asociadas y establecen complejos con los monocitos infectados. Esta interaccion directa
plaqueta-monocito, junto con la liberacion de factores solubles plaguetarios, promueve la respuesta

proinflamatoria de los monocitos infectados (Modelo 1).
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Modelo 1. Las plaquetas son capaces de reconocer la presencia de B. abortus (1) y activarse, liberando diversos
factores solubles como CD40L soluble, PAF, PF4 y Tromboxano A; (2). Ademas, las plaquetas funcionan como carrier
de las bacterias hacia los monocitos, favoreciendo su infeccion y formando complejos con los monocitos infectados (3).
En conjunto, las plaquetas favorecen la activacion de los monocitos hacia un perfil proinflamatorio, aumentando la
secrecién de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias y la expresién de moléculas de adhesion y coestimulatorias, (4)
que promueve la contencion bacteriana dentro de los monocitos infectados (5).

La importancia de los monocitos/macréfagos ha sido ampliamente descripta a lo largo de los afios en el
contexto de la infeccion con B. abortus. Durante las primeras etapas de la infeccidn, los macréfagos presentan
una significativa capacidad microbicida, contribuyendo a la contencidn de la infeccion. Sin embargo, también
ha sido demostrado que constituyen el principal nicho replicativo de B. abortus, permitiendo la persistencia de
la bacteria en el hospedador!®1%, En nuestro laboratorio previamente demostramos que la presencia de plaquetas
promueve la invasion de monocitos/macrdfagos por parte de B. abortus. Adicionalmente, corroboramos que la
co-incubacion de las tres poblaciones lleva a la formacién de complejos entre plaquetas y monocitos. Mas aun,

describimos la disposicién particular que adoptan las plaquetas en estos complejos, rodeando completamente a
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los monocitos infectados dando lugar a rosetas tal como las que han sido previamente descriptas en la
literatural®®,

Nuestros experimentos de interaccion entre B. abortus y plaquetas demuestran que ambas poblaciones
son capaces de establecer una intima asociacion. De hecho, esta interaccion resulta suficiente para desencadenar
el proceso de activacion plaquetaria. En linea con nuestros resultados, la activacion plaquetaria gatillada por el
reconocimiento de bacterias también ha sido descripta en otras infecciones. Por ejemplo, ha sido demostrado
que el reconocimiento a traves de receptores tipo TLR, receptores de complemento, FcyRII y/o diversas
moléculas de adhesion presentes en la superficie plaguetaria funciona como mecanismo disparador de la
activacién plaquetaria en infecciones mediadas por Streptococcus sanguinis, Staphylococcus epidermidis o
Chlamydia pneumoniae®°,

Interesantemente, nuestros resultados indican que la bacteria no sé6lo es capaz de unirse a las plaquetas,
sino también de invadirlas. Estos resultados concuerdan con diversos estudios que demuestran la habilidad de
las plaguetas activadas para internalizar bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli vy
Porphyromonas gingivalis’®7°%184 Estos estudios sugieren que la internalizacion podria tener consecuencias
en el destino de la bacteria y de la infeccién, ya sea protegiendo a la bacteria del reconocimiento del sistema
inmune o promoviendo la lisis bacteriana dentro del citoplasma de las plaquetas’®7°6164, Sj bien atin no ha sido
demostrada la presencia de fagolisosomas en las plaquetas, se ha observado que las plaquetas pueden fagocitar
activamente bacterias como S. aureus y secretar moléculas microbicidas como la B-defensina. En consecuencia,
se promueve la formacion de complejos plaqueta-PMN y la liberacion de NETs que podrian ayudar en la
inmovilizacion y eliminacion de la bacteria’.

Por otro lado, nuestros resultados sobre la formacion de complejos mixtos entre plaguetas y monocitos
infectados nos llevaron a analizar los posibles mecanismos involucrados en este fenémeno. Basandonos en
nuestros experimentos de microscopia confocal, demostramos que las plaquetas forman complejos Unicamente
con los monocitos infectados por B. abortus. Mas aun, en este trabajo de tesis comprobamos que es el
reconocimiento de B. abortus por parte de las plaquetas lo que gatilla el proceso de activacion plaquetaria y
promueve el transporte de la bacteria hacia los monocitos. De esta manera, el establecimiento de los complejos
plagueta-monocito resulta una consecuencia de la activacion plaquetaria y su funcionalidad como carrier. En
linea con estos resultados, otros estudios in vitro han demostrado que la activacion plaquetaria, en lugar de la
activacion de monocitos, es responsable de la formacion de estos complejos mixtos!®, Mas aun, ha sido
demostrado que la interaccion directa entre P-selectina y el Ligando de P-Selectina (PSGL-1) expresado en la
membrana del monocito es la principal via involucrada en la formacién de complejos plaqueta-monocito®”%.
Teniendo en cuenta la gran predisposicion a la cronicidad que presenta esta infeccion, el hecho de que un
patégeno intracelular como B. abortus invada una poblacidn celular de vida media tan corta como las plaquetas
podria resultar curioso. Sin embargo, en conjunto nuestros resultados apoyan la posibilidad de que la
internalizacion de la bacteria por parte de las plaquetas funcione como mecanismo de evasion del sistema
inmune. De esta manera, B. abortus podria permanecer protegida dentro de las plaquetas hasta alcanzar su nicho

replicativo por excelencia, el monocito/macréfago.
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Una vez entendido el mecanismo de establecimiento de estos complejos plaqueta-monocito, nos
focalizamos en abordar las consecuencias funcionales de dicha interaccion en el contexto de la infeccién con B.
abortus. Nuestros resultados demuestran que la presencia de plaquetas durante la infeccion aumenta la expresion
en superficie de la molécula de adhesion intercelular (ICAM-1), también conocida como CD54. Estos
resultados, junto con resultados previos de nuestro laboratorio que muestran un aumento en la secrecién de
MCP-1%%¢, sugieren la presencia de un posible mecanismo de retroalimentacion positiva, el cual promueve el
reclutamiento y la adhesion de monocitos circulantes al endotelio activado en los focos de infeccion.

Existen muchos trabajos en la literatura describiendo la asociacion entre las vias de sefializacion de P-
selectina y GPIIb/Illa y las vias de sefializacién intracelular activadas durante el crosstalk entre plaquetas y
leucocitos. Sin embargo, Li et al. ha propuesto que el crosstalk entre plaguetas y monocitos estaria mediado
principalmente por la liberacion de factores solubles, en lugar de la interaccion célula-célula®®. En linea con
esta hipotesis, nuestros resultados demuestran que las plaquetas infectadas con B. abortus son capaces de
modular la funcionalidad de monocitos, al menos en parte, mediante la liberacion de diversos factores solubles.
En particular, pudimos confirmar que la secrecion coordinada de sCD40L, PF4, PAF y Tromboxano A; por
parte de las plaquetas infectadas regula la expresion de CD54 en monocitos.

Previamente ha sido propuesto que la interaccién del SCD40L proveniente de plaquetas con el receptor
CD40 en la superficie de los monocitos modula el estado de activacion de los mismos. En particular, se ha
demostrado que esta interaccion estimula la secrecién de citoquinas y la actividad tumoricida de los monocitos,
sin la necesidad de un estimulo adicional®’. Corroborando la importancia de la interaccion sCD40L-CD40,
resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que las plaquetas también son capaces de aumentar la
expresion de CD40 en la superficie de monocitos'®® (Modelo 1).

Por otro lado, recientemente ha sido demostrado que el PF4 y el Tromboxano A., ambos factores
liberados por las plaquetas, estan involucrados en la formacion de NETs'®8. Mas aun, PF4 previene la apoptosis
espontanea de monocitos humanos e induce la diferenciacion de los monocitos en una subpoblacién especifica
de macrdéfagos (58). Adicionalmente, PF4 resulta un potente activador de la fagocitosis y promueve el estallido
respiratorio de monocitos y macréfagos tanto humanos como murinose,

Con respecto a PAF, ha sido demostrado que la activacién del receptor de PAF (PAFR) promueve la
fagocitosis y se encuentra involucrado en el uptake de B. abortus por parte de los monocitos'’®. Resulta
importante destacar que en dicho estudio los autores Gnicamente utilizaron PAF recombinante para estimular a
los monocitos, sin tener en cuenta la fuente de dicha molécula o el rol de las plaquetas en la infeccién. A la luz
de nuestros experimentos, podriamos especular que el aumento en la invasion observado en presencia de las
plaquetas se debe a la liberacion de PAF por parte de las plaquetas activadas y su reconocimiento por PAFR en
la superficie de monocitos.

Los resultados obtenidos a partir de nuestros ensayos de recuento intracelular indican que la presencia
de plaquetas aumenta la invasion de monocitos por parte de B. abortus a tiempos tempranos. Mas aun, las
plaquetas potencian la secrecién de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias por parte de los macréfagos

infectados. Este microambiente, junto con la interaccién directa dentro de los complejos plagueta-monocito

80



Discusion de Resultados. Parte |

induciria la diferenciacién de los monocitos hacia perfiles mas proinflamatorios, aumentando su capacidad
microbicida. De esta manera, nuestros resultados sugieren un rol protector de las plaquetas, promoviendo

inicialmente el uptake de la bacteria por parte de los monocitos y la posterior contencién dentro de los mismos.

Por ultimo, retomando nuestros resultados previos de la formacién de complejos entre plagquetas y
monocitos infectados, comprobamos que estos complejos plagueta-monocito podian establecerse en sangre
periférica. Mas aun, demostramos que pacientes con brucelosis crénica presentan niveles de complejos
plagueta-monocito elevados en circulacién. En linea con estos resultados, ha sido descripto que estos complejos
usualmente se encuentran elevados en pacientes con enfermedades asociadas a la inflamacidn crdnica, como es
el caso del HIV7"1%3, Por lo tanto, estas observaciones sugieren que la presencia de complejos plagueta-monocito
en la circulacién sanguinea de pacientes con brucelosis podria funcionar como indicativo diagnostico de un

estado inflamatorio.
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En la segunda parte de esta Tesis, nos abocamos a dilucidar el rol de las plaquetas en la respuesta de los
PMN frente a la infeccion por B. abortus. En particular, nuestros resultados demuestran que la infeccion con B.
abortus aumenta el porcentaje de complejos plaqueta-PMN en circulacion. Mas aun, demostramos que las
plaquetas promueven la activacion de PMN inducida por B. abortus, aumentando la contencion y la eliminacién
de la bacteria dentro de los PMN infectados (Modelo 2).
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Modelo 2. Las plaquetas son capaces de reconocer la presencia de B. abortus (1) y activarse, liberando diversos

-

factores solubles (2). En presencia de B. abortus, las plaquetas se asocian con los neutrdfilos, (3) favoreciendo la secrecion
de IL-8, la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS), la expresién en superficie de CD11b y la disminucion de
CD62L (4). En conjunto, las plaquetas favorecen los mecanismos extra- e intracelulares de eliminacién bacteriana,
permitiendo la contencion de la infeccion (5).

Extendiendo los resultados obtenidos en la primera parte de la tesis, demostramos que los pacientes con
brucelosis no sélo tienen niveles elevados de complejos plaqueta-monocito, sino que también presentan
levemente elevados los niveles de complejos plaqueta-PMN. Previamente ha sido descripto que las personas
sanas presentan bajos porcentajes de complejos plaqueta-PMN en circulacion'’*72, Sin embargo, y en linea con
nuestros resultados, ese porcentaje se encuentra elevado en patologias de diversa etiologia, como infecciones,
inflamacion estéril, autoinmunidad y metastasis de diversos tipos de cancer’>-17,

En la primera parte de este trabajo, demostramos que la disposicion de las plaquetas en los complejos
plaqueta-monocito era muy particular dado que las plaquetas rodeaban completamente a los monocitos
formando rosetas®®®. Este descubrimiento nos condujo a profundizar el analisis de la disposicion de las plaquetas
dentro de los complejos plaqueta-PMN. Nuestros resultados de microscopia confocal demuestran que las
plaquetas son capaces de unirse directamente a los neutréfilos, pero no los rodean formando rosetas. Estos

resultados van de la mano con otros trabajos publicados en la literatura que demuestran la presencia de
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complejos plaqueta-PMN en otras patologias inflamatorias, con una disposicién similar a la mostrada en este
trabajo!’6177,

Sorprendentemente, nuestra aproximacion experimental nos permitié observar algunas plaquetas
internalizadas por los PMN. Teniendo en cuenta que ya demostramos que B. abortus interacciona de forma
directa con las plaquetas y las invade, podriamos hipotetizar que la internalizacion de plaquetas infectadas por
parte de los PMN aumentaria la invasion de PMN por B. abortus. Sin embargo, nuestros resultados demuestran
gue la presencia de plaguetas no modifica la invasion inicial de PMN por B. abortus. Si bien algunos trabajos
publicados demuestran cierta resistencia de B. abortus a la accion microbicida de los neutréfilos!''178 nuestros
resultados demuestran que la presencia de plaguetas promueve la contencién extracelular de la carga bacteriana
a tiempos cortos, y la contencién intracelular de la infeccidn en tiempos mas prolongados. En linea con estos
resultados, ha sido previamente demostrado que las plaquetas pueden favorecer la fagocitosis de diversas
bacterias por parte de los PMN?7®18 asi como la formacion de NETs®182, Adicionalmente, las plaquetas pueden
promover la liberacién de ROS y mieloperoxidasa (MPO) favoreciendo la contencion tanto extra- como
intracelularmente!®?,

En este trabajo también demostramos que las plaquetas promueven la activacion de los PMN en el
contexto de la infeccion con B. abortus, evidenciada por un aumento en la secrecién de 1L-8, la induccion de
CD11by la disminucion de CD62L en superficie. Ademas, las plaquetas favorecen la actividad microbicida de
los PMN, tal como fue demostrado por un aumento del estallido respiratorio. En linea con estos resultados, ha
sido probado que la interaccion directa con plaquetas aumenta la activacion de neutréfilos, cuantificada como
expresion de CD11b'#1%, Mas aun, estudios realizados in vivo muestran que el establecimiento de complejos
plaqueta-PMN, mediados principalmente por la interaccién entre P-Selectina y PSGL-1'818 es un paso clave
para el reclutamiento de neutrofilos al tejido inflamado. Adicionalmente, estudios in vitro demostraron que las
plaquetas son capaces de realizar el priming de los neutréfilos, aumentando la afinidad de las integrinas y la
respuesta adhesiva a quemoquinas®. Por otro lado, las plaquetas son capaces de tapizar el endotelio durante la
inflamacion, lo cual funcionaria como puente entre los neutréfilos previamente activados por las plaquetas, y
las células endoteliales!®*. La interaccién mediada por P-Selectina ha sido identificada como el paso clave para
la activacion mutua entre leucocitos y células endoteliales?®17>192, De acuerdo con estas evidencias, nuestros
resultados demuestran un aumento en la secrecion de IL-8, sugiriendo un ciclo de retroalimentacion positiva, el
cual favoreceria el reclutamiento y la adhesién de PMN circulantes al endotelio activado en el sitio de infeccion.

Como mencionamos anteriormente, si bien tanto P-Selectina como GPIlIb/llla se encuentran
normalmente asociados a las vias de sefializacion activadas durante el crosstalk entre plaquetas y leucocitos, Li
et al. han sugerido que este crosstalk estaria mediado principalmente por factores solubles®. Por ejemplo, ha
sido probado que PAF induce el priming de PMN y el aumento de la expresion de CD11b*%19 en superficie,
mientras que PF4 (CXCL4) induce la activacion de PMN mediante su reconocimiento por CD11b'%®. De manera
similar, nuestros experimentos realizados con medios condicionados indican la presencia de factores solubles
liberados por las plaquetas infectadas involucrados en la modulacion del FSC y la expresion de CD11b. Sin

embargo, el contacto directo célula-célula es necesario para la modulacion del estallido respiratorio. Este
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resultado podria ser explicado teniendo en cuenta que las plaquetas expresan de manera constitutiva el ligando
de TREM-1, el cual induce la activacién de los PMN, la fagocitosis y la produccion de ROS al ser reconocido
por su receptor'®®, Especificamente, ha sido demostrado que las plagquetas tienen una gran capacidad de
aumentar el estallido respiratorio inducido por LPS, obteniendo resultados similares a los obtenidos por
induccién directa de los PMN con un anticuerpo agonista especifico de TREM-11%, En ese trabajo,
Haselmayer et al. demostraron que la activacion de TREM-1 es necesaria para la iniciacion del estallido
respiratorio. Sin embargo, la formacion de complejos plaqueta-PMN se encuentra estabilizada por otras
interacciones, ya que el establecimiento de estos complejos no pudo ser blogueado utilizando anticuerpos anti-
TREM-1 o ligando de TREM-1 soluble!®. Mas aun, estos autores corroboraron la importancia de la interaccion
entre P-Selectina y PSGL-1 en el establecimiento de los complejos plaqueta-PMN®°, tal como habia sido
previamente descripto en la literatura®®-18°,

Algunos de los resultados obtenidos a partir de estudios realizados in vitro con neutréfilos aislados han
sido controversiales acerca de la capacidad de contener a B. abortus!06111.113114.116.200 'Nosotros, en cambio,
tuvimos en consideracion la presencia de otras poblaciones celulares relevantes en el contexto de las infecciones.
En particular, demostramos que la presencia de plaguetas aumenta la capacidad microbicida de los PMN,
mejorando la contencién de la infeccién tanto dentro de los PMN como en el medio extracelular. Mas aun,
nuestros experimentos de recuento bacteriano sugieren una diferencia temporal en la modulacién ejercida por
las plaquetas sobre las actividades microbicidas del PMN. Eso se debe a que las plaquetas favorecerian los
mecanismos de eliminacion extracelular dentro de la primera hora post-infeccion mientras que parecen

aumentar los mecanismos intracelulares en tiempos mas prolongados.
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En la tercera parte de esta Tesis, nos abocamos a dilucidar el rol de las plaguetas en la migracion de
monocitos y neutrofilos en respuesta a la infeccion por B. abortus. En conjunto, nuestros resultados demuestran
que las plaquetas infectadas tienen la capacidad de reclutar monocitos y neutréfilos al sitio de infeccion
mediante la liberacion de quimioatractantes solubles. Asi mismo, estas plaquetas infectadas promueven la
activacion del endotelio, fomentando la secrecion tanto de quemoquinas y citoquinas proinflamatorias como la
expresion de moléculas de adhesion. En conjunto, estos mecanismos favorecen la extravasacién de monocitos
y neutréfilos (Modelo 3).
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Modelo 3. Las plaquetas son capaces de reconocer la presencia de B. abortus (1) y activarse, liberando factores
solubles (2) que inducen la activacion de células HBMEC (3). Esta activacion, caracterizada por la secrecion de 1L-6, IL-
8 y MCP-1y el aumento de CD40 y CD54 en superficie, promueve la transmigracion de monocitos y neutrofilos a través
de la barrera endotelial (4). De esta manera, los monocitos y neutréfilos infectados que atraviesan la barrera podrian

funcionar como fuente de infeccién para células gliales, empeorando los signos inflamatorios de la neurobrucelosis (5).

En la literatura ha sido descripta una amplia variedad de moléculas liberadas por plaquetas que presentan
actividad quimioatractante sobre PMN y monaocitos, entre las que podemos destacar la B-tromboglobulina
(CXCLY), PF4 (CXCL4), RANTES (CCL5) y el Leucotrieno B42°1-204 De esta manera, en primer lugar, nos
preguntamos si las plaguetas infectadas con B. abortus son capaces de reclutar monocitos y/o PMN hacia el
sitio de infeccion. Nuestros resultados indican que el sobrenadante de plaquetas infectadas induce la quimiotaxis
tanto de monocitos como de neutréfilos hacia el sitio de infeccidn. Este resultado se encuentra intimamente
relacionado con la capacidad de las plaquetas para aumentar las propiedades adhesivas tanto de los

monocitos/macréfagos como de los PMN, mencionadas en las secciones anteriores®-,
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En condiciones fisiologicas, las células endoteliales presentes en la vasculatura de tejidos no inflamados
tienen como funciones principales el mantenimiento de la fluidez sanguinea y el control de la permeabilidad
vascular?®31205206 En estas condiciones, las células endoteliales en reposo no interaccionan con los leucocitos
circulantes ya que las proteinas de interaccion necesarias se encuentran principalmente retenidas en el interior
celular®™*3, Sin embargo, frente a un estimulo inflamatorio como puede ser la infeccién con B. abortus®’, el
endotelio vascular se activa rapidamente movilizando estas moléculas de adhesion hacia la membrana
extracelular®®, En linea con estas observaciones, nuestros resultados demuestran que, si bien la infeccién con
B. abortus induce una leve activacion de los tres tipos de endotelios analizados, la presencia de plaquetas durante
la infeccidén aumenta significativamente el estado de activacién de los mismos. El aumento en la expresion de
CD54 y CD40 en las celulas endoteliales remarca la funcion de las plaquetas como amplificadoras de la
inflamacién endotelial®®. De acuerdo con estos resultados, otros autores han demostrado que la interaccién con
plaquetas activadas induce significativamente la expresion de CD62E (E-Selectina), CD106 (VCAM-1) y CD54
(ICAM-1) en la superficie de células HUVEC, aun en ausencia de otros estimulos inflamatorios?°,

La integridad de la barrera hematoencefalica es esencial para la proteccion del sistema nervioso central
frente a posibles patdgenos y/o toxinas sistémicas. La disfuncionalidad endotelial o la activacion del endotelio
en esta barrera es responsable de la patogénesis de una variedad de patologias del sistema nervioso central®?,
incluyendo muchas de origen infeccioso!®>1%62!!, Resultados previos de nuestro laboratorio indican la capacidad
de B. abortus para inducir la inflamacion del parénquima cerebral, a través de la activacion de las células
endoteliales de la barrera hematoenceféalica'®®. En este trabajo, profundizamos el estudio del fenémeno y
demostramos que la presencia de plaquetas durante la infeccién con B. abortus potencia el estado de activacion
de las células HBMEC. Concomitantemente, demostramos que esta modulacion es independiente del contacto
directo entre plaquetas y células endoteliales. Ademas del aumento de las moléculas de adhesion, las plaquetas
activadas inducen la secrecién de IL-6, IL-8 y MCP-1 por parte de las células HBMEC. Estos resultados
correlacionan con la capacidad de otras infecciones bacterianas de activar plaquetas circulantes y dafiar células
endoteliales reportada en la literatura’™2*2, A su vez, trabajos realizados in vivo han demostrado que las plaquetas
son uno de los primeros componentes celulares arrestados en el endotelio inflamado?'® promoviendo su
activacién y permitiendo el posterior arresto de otros leucocitos circulantes. En paralelo, diversos trabajos han
descripto la presencia de microparticulas derivadas de plaquetas que favorecerian el reclutamiento de nuevos
leucocitos al foco de infeccion?4-216,

Resultados recientes de nuestro laboratorio revelaron el mecanismo fisiopatologico utilizado por B.
abortus para atravesar la barrera hematoencefélica. Estos estudios demostraron que B. abortus es incapaz de
atravesar la barrera hematoencefélica por si sola, a pesar de su capacidad de invadir y replicar en células
endoteliales de la microvasculatura cerebral. Sin embargo, B. abortus es capaz de cruzar la barrera
hematoencefalica (demostrado a partir de un modelo in vitro) dentro de lo monacitos infectados, mecanismo
conocido como Caballo de Troya®®l. En linea con estos resultados, en este trabajo demostramos que la activacion
del endotelio por parte de las plaquetas infectadas favorece la transmigracion tanto de monocitos como PMN

en el modelo in vitro. Mas adn, la presencia de plaquetas promueve el proceso de transmigracion de células
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mononucleares a través del endotelio. Como mencionamos anteriormente, ha sido previamente descripto que
las plaquetas se asocian a las células endoteliales en la cara luminal, permitiendo el reclutamiento de monocitos
a las regiones de transmigracion o “hot spots” a través de la interaccion de CD40, CD40L y L-Selectina?'®. Al
mismo tiempo, ha sido descripto que factores solubles liberados por las plaquetas también pueden controlar la
extravasacion de leucocitos en pasos posteriores a la transmigracion a través del endotelio activado®%202217,

Trabajos realizados in vivo en modelos de alergia y de inflamacion pulmonar no-alérgica, han
demostrado que la presencia de plaquetas es absolutamente necesaria para el reclutamiento de neutréfilos hacia
los tejidos inflamados?3218219 dado que la deplecién de plaquetas resulta en la abolicion casi completa de la
adherencia y transmigracion vascular tanto de neutréfilos como de monocitos en vénulas de bajo calibre?:®. De
esta manera, en nuestro contexto, los monocitos y/o PMN infectados con B. abortus podrian funcionar como
fuente de bacteria para la infeccién de novo de otros tipos celulares dentro del parénquima cerebral, como son
la microglia y los astrocitos!®®. Reciprocamente, también hemos demostrado que células de la glia infectadas
con B. abortus liberan una serie de mediadores inflamatorios*®. Estos mediadores favorecen la entrada de
nuevas células infectadas desde la circulacion periférica, aumentando la infeccién y la consecuente disfuncion
de la barrera a través de un circulo vicioso patogénico. La capacidad de las plaquetas infectadas para aumentar
la transmigracién de monocitos y neutréfilos demostrada en esta tesis empeoraria esta situacion, agravando las
consecuencias y/o morbilidades de la neurobrucelosis.

La via de las MAPK (mitogen-activated protein kinase) ha sido asociada con diversos procesos
biolégicos como la activacion y diferenciacion celular, proliferacion celular, y apoptosis??. En particular, la via
de Erk1/2 se encuentra involucrada en la activacion de las células HBMEC!® y en la permeabilidad endotelial?.
Nuestros experimentos de inhibicion farmacoldgica determinaron que la via de Erk1/2 efectivamente esta
involucrada en la activacion de células HBMEC inducida por sobrenadantes provenientes de plaquetas
infectadas. En este caso, demostramos que esta via se encuentra implicada en la expresién de CD54 en
superficie, necesaria para la transmigracion de neutrofilos. Los inhibidores farmacoldgicos de MAPK, tales
como el imidazol, han sido previamente identificados como drogas antiinflamatorias tiles para patologias
infamatorias del SNC??2, De esta manera, nuestros resultados sugieren la posibilidad de inhibir la activacion de
la via de Erk1/2 como estrategia terapéutica en casos graves de neurobrucelosis, restringiendo de este modo el

deterioro de la barrera hematoencefalica y reduciendo potencialmente la morbilidad de la patologia.

En conjunto, los resultados presentados en este capitulo describen los mecanismos implicados en la
activacion endotelial mediada por plaquetas infectadas con B. abortus. En particular, centramos nuestros
estudios en la activacion de células endoteliales de la microvasculatura cerebral, estudiando como las plagquetas
promueven el cruce de monocitos y neutréfilos a través de la barrera hematoencefalica. Esto mecanismos
podrian contribuir a un aumento en la infeccién de las células gliales, produciendo y estimulando la respuesta
inflamatoria ejecutada por la activacion de las células gliales, empeorando de esta manera el cuadro de

neurobrucelosis y la respuesta inflamatoria desencadenada por la activacion glial (Modelo 3).

89



Conclusiones Finales

En este trabajo abordamos el estudio del rol de las plaquetas como encargadas de la modulacién de la
respuesta inmune innata frente a Brucella abortus. En la primera parte del trabajo, nos centramos en el estudio
de la poblacion de monocitos/macréfagos y entre las conclusiones de esta parte podemos destacar que:

e Las plaquetas son capaces de detectar la presencia de B. abortus y activarse frente al
reconocimiento.

e Las plaquetas funcionan como carriers de la bacteria hacia los monocitos, favoreciendo su
infeccion y dando lugar a complejos plagueta-monocito.

e La presencia de plaquetas, ya sea por interaccién directa 0 mediante la liberacion de factores
solubles, induce la activacion de monocitos hacia un perfil proinflamatorio. De esta manera, si
bien favorecen su invasion inicial, las plaquetas promueven la contencidn bacteriana dentro de
los monocitos infectados.

e Los pacientes con brucelosis crénica presentan niveles elevados de complejos plaqueta-

monocito en circulacion.

A continuacion, nos focalizamos en la modulacién de las células polimorfonucleares o neutréfilos,
destacandose las siguientes conclusiones:

e Los pacientes con brucelosis cronica también presentan niveles elevados de complejos
plaqueta-PMN en circulacion.

e La presencia de plaquetas, también promueve la activacion de los PMN hacia un perfil
proinflamatorio y sus funciones microbicidas.

e En este caso, la modulacién de CD11b y del tamafio celular es mediada por factores solubles
liberados por las plaquetas. Por el contrario, la modulacién del estallido respiratorio requiere
de la interaccion directa entre PMN y plaquetas.

e La presencia de plaquetas promueve la eliminacion extracelular de B. abortus a tiempos

tempranos, y la contencidn intracelular dentro de los PMN infectados a tiempos mas tardios.

Por altimo, nos centramos en la capacidad de las plaquetas para modular la migracion y extravasacion
tanto de neutrdfilos como de monocitos, y la modulacion de la activacion del endotelio. Las principales
conclusiones de esta seccion son las siguientes:

e Las plaquetas liberan quimioatractantes que atraen tanto a neutréfilos como a monocitos.

e Las plaguetas promueven la activacion del endotelio, tanto mediante la liberacion de factores
solubles como a traveés de la interaccion directa con células endoteliales.

e La activacion de la barrera hematoencefélica por factores secretados por plaquetas infectadas

promueve la transmigracion de monocitos y neutrofilos in vitro.
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e Elaumento de la transmigracion de células a través de la barrera hematoenceféalica mediada por

las plaquetas depende de la activacion de la via de sefializacion de ERK1/2.

Teniendo en cuenta todos nuestros resultados hasta el momento, hemos ampliado significativamente la
vision del rol de las plaquetas en el contexto de la infeccidn con B. abortus. Las plaquetas participan al activarse
frente a la infeccién e interaccionar directamente tanto con monocitos como con neutrofilos, estableciendo
complejos. Estas interacciones promueven la diferenciacién de ambas poblaciones celulares hacia perfiles mas
proinflamatorios con un mayor potencial microbicida, contribuyendo a la resolucién de la infeccion. En este
contexto, las plaquetas podrian reducir la carga bacteriana en circulacion, fomentando el uptake y la restriccion
de B. abortus dentro de los monocitos y los PMN. Sin embargo, Brucella es capaz de evadir los mecanismos
tempranos de defensa, estableciendo una infeccidn crénica. De hecho, ha sido previamente descripto que los
pacientes con brucelosis crénica usualmente presentan trombocitopenia, la cual se encuentra normalmente
asociada a una mayor severidad de la patologia??®??, Si bien las causas que podrian explicar el descenso del
recuento plaquetario son variadas, nuestros resultados sugieren que la formacion de complejos plaqueta-
monocitos y plaqueta-PMN podria contribuir, al menos en parte, a disminuir la cantidad de plaquetas libres en
circulacion. Esta hipdtesis y otros mecanismos y factores posiblemente involucrados aln requieren ser
explorados.

Por otro lado, nuestros resultados demuestran que las plaquetas no s6lo modulan la activacion y
funcionalidad de monocitos y PMN, sino también de células endoteliales. En particular, nos centramos en el
estudio de la microvasculatura cerebral, donde demostramos que las plaguetas median un aumento de la
activacion del endotelio en sitios clave de transmigracion, favoreciendo el reclutamiento de nuevos leucocitos
y la posterior migracion de los mismos a través del endotelio. Nuestros resultados sugieren que las plaquetas
podrian favorecer la infeccién de células gliales, iniciando la respuesta inflamatoria caracteristica de la

neurobrucelosis.

En conjunto, nuestros resultados demuestran la importancia de las plaquetas durante el desarrollo de la
brucelosis y resaltan la relevancia de las mismas como contribuyentes a la respuesta del hospedador frente a la
infeccion por B. abortus. Histéricamente ha habido grandes controversias acerca del papel de las plaquetas
durante las infecciones ya que pueden jugar un rol beneficioso o perjudicial, dependiendo del patégeno
involucrado en la infeccion. Pero, ;cual es el rol de las plaquetas en el desarrollo de la brucelosis humana?
Nuestros resultados sugieren que, en las etapas tempranas de la patologia, las plaquetas favorecerian la
contencién bacteriana por parte del sistema inmune innato. Mas aun, la modulacion de la actividad endotelial
asociada a la interaccion con plaquetas podria favorecer la extravasacion de leucocitos, necesaria para la
posterior contencidn y/o erradicacion de la infeccion. Sin embargo, como mencionamos anteriormente, B.
abortus es capaz de evadir al sistema inmune y establecer una infeccién crénica, usualmente asociada a una

disminucién en el recuento plaquetario. En este contexto de cronicidad, la presencia de plaquetas podria
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favorecer la migracion de leucocitos a través de la barrera hematoencefélica, iniciando la infeccion de células

de la glia y la respuesta inmune inflamatoria asociada con la fisiopatologia de la neurobrucelosis.
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