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Crosstalk entre plaquetas, Brucella abortus y células inmunes: 

su rol en la infección y la inmunopatología de la brucelosis humana 

Resumen 

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa causada por bacterias del género Brucella. Las 

plaquetas han sido ampliamente descritas como mediadoras de la hemostasia y encargadas de mantener la 

integridad vascular. Sin embargo, en los últimos años también han sido involucradas en la modulación de la 

respuesta inmune innata y adaptativa frente a diferentes patógenos. 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 activación plaquetaria. Más aun, las plaquetas funcionan como carriers de las bacterias hacia 

los monocitos y, en consecuencia, establecen complejos con los monocitos infectados. Además de promover la 

invasión por B. abortus, las plaquetas favorecen la activación de los monocitos, aumentando la secreción de 

citoquinas proinflamatorias y la expresión de moléculas de adhesión. La modulación de la expresión de 

moléculas de adhesión en superficie se encuentra regulada principalmente por factores solubles liberados por 

las plaquetas infectadas, tales como el sCD40L, PF4, PAF y el Tromboxano A2.  

Por otro lado, demostramos que los pacientes con brucelosis crónica presentan niveles levemente 

elevados de complejos mixtos plaqueta-monocito y plaqueta-neutrófilo en circulación. En línea con estos 

resultados, la presencia de plaquetas durante la infección de neutrófilos con B. abortus aumenta la secreción de 

IL-8, la expresión de CD11b y la formación de especies reactivas del oxígeno mientras que disminuye la 

expresión de CD62L, indicando un estado activado. Mientras que la expresión de CD11b es inducida 

principalmente por factores solubles liberados por las plaquetas infectadas, el aumento del estallido respiratorio 

requiere de la interacción directa entre ambas poblaciones celulares. A pesar de que las plaquetas no promueven 

la invasión inicial de PMN por B. abortus, favorecen la contención intra- y extracelular de la infección.  

Por último, estudiamos el rol de las plaquetas en la modulación de la extravasación de monocitos y 

neutrófilos. Nuestros resultados indican que los sobrenadantes recolectados a partir de plaquetas infectadas 

promueven la quimiotaxis de monocitos y neutrófilos hacia el sitio de infección. Adicionalmente, la presencia 

de plaquetas aumenta la activación de células endoteliales HUVEC, HMEC y HBMEC en respuesta a la 

infección, cuantificada como expresión de CD54 y secreción de IL-8 y MCP-1. Asimismo, demostramos que la 

inducción de CD54 en superficie se debe a factores solubles liberados por las plaquetas infectadas, que actúan 

mediante la vía de señalización de Erk1/2. Finalmente, demostramos que los endotelios tratados con estos 

sobrenadantes permiten la transmigración tanto de monocitos como de neutrófilos, por un mecanismo 

dependiente de la vía de Erk1/2.  
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En conjunto, nuestros resultados demuestran que las plaquetas son capaces de reconocer y reaccionar 

frente a B. abortus. A su vez, las plaquetas pueden interactuar con monocitos y neutrófilos en el contexto de la 

infección tanto in vitro como en sangre de personas infectadas. Esta interacción potencia la capacidad 

proinflamatoria de monocitos/macrófagos y neutrófilos, lo cual podría promover la resolución de la infección. 

Por último, las plaquetas también son capaces de activar al endotelio, reclutando y favoreciendo la migración 

de monocitos y neutrófilos hacia los sitios de infección.  
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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 
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able to activate the endothelium, recruiting and promoting the migration of monocytes and PMN towards the 

site of the infection.  
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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 mamíferos marinos1. Su presencia en humanos 

está íntimamente relacionada con el contacto con animales domésticos y/o ganado infectado2.     

Esta enfermedad resulta endémica en diversos países en vías de desarrollo, donde representa un 

problema serio para la salud pública y la ganadería1–3. La brucelosis en el ganado promueve la disminución de 

la capacidad reproductiva, abortos espontáneos, partos de crías débiles y contaminación de lácteos y carnes, 

generando así importantes pérdidas económicas tanto en la industria agropecuaria como en la salud pública.  En 

nuestro país, se estima que las pérdidas económicas relacionadas con esta enfermedad superan los 60 millones 

de dólares anuales debido a su alta incidencia4. 

En humanos, esta patología presenta un amplio espectro clínico y se caracteriza por su gran tendencia 

hacia la cronicidad, asociada a sucesivas recaídas a partir de una forma aguda o manifestaciones focales. Los 

pacientes infectados con Brucella spp. pueden presentar diversos síntomas, que varían según el estadio de la 

enfermedad y los órganos y sistemas involucrados. La sintomatología más común incluye fiebre continua, 

intermitente o irregular de duración variable entre 10 y 30 días, cefalea, fatiga, diaforesis, mialgias, pérdida de 

peso, anorexia y malestar generalizado. Por lo general se suele hallar hepatomegalia (agrandamiento del hígado) 

y/o esplenomegalia (agrandamiento del bazo) junto con adenopatías (inflamación de los ganglios y/o 

glándulas)1,2.  

La complicación más común corresponde a la enfermedad osteoarticular, que se puede presentar como 

artritis, espondilitis, sacroileítis u osteomielitis. El sistema urogenital es el segundo sitio de focalización más 

común y puede generar orquitis o epididimitis en el hombre. En el caso de las mujeres, la infección por Brucella 

durante el embarazo constituye un importante factor de riesgo de abortos espontáneos. 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 hepático) y endocarditis (a nivel del sistema 

cardiovascular), entre otras1,2.   

 

Etiología 

Las bacterias del género Brucella pertenecen a la clase α-proteobacteria, orden Rhizobiales y familia 

Brucellaceae5. Este género está compuesto por cocobacilos Gram negativos pequeños, 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 intracelular6. A diferencia de muchos grupos bacterianos, su 

genoma está compuestos por dos cromosomas circulares y carecen de DNA plasmídico7, la única excepción 

dentro del género es la biovariedad 3 de B. suis que cuenta con un único cromosoma de gran tamaño8.  

Solamente cuatro de las especies clásicas de Brucella son patógenas para el hombre: B. melitensis, B. 

abortus, B. suis y B. canis, siendo las tres primeras las responsables de la mayoría de los casos de brucelosis 

humana9,10.  
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Los hospedadores preferenciales y el nivel de patogenicidad en humanos que presentan las especies de 

Brucella se pueden apreciar en la tabla 1.   

 

ESPECIE HOSPEDADOR PREFERENCIAL 
NIVEL DE PATOGENICIDAD EN 

HUMANOS 
 

 

Especies 

Lisas (S) 

B. melitensis Caprinos, ovinos, camélidos 
Elevada. Causa más común de 

brucelosis humana. 

B. abortus Bovinos, camélidos, búfalos, bisontes 
Moderada. Segunda causa más común 

de brucelosis humana. 

B. suis 
Porcinos, jabalíes, renos, caribúes, 

roedores 

Moderada. En ascenso, con cazadores 

de jabalíes en riesgo. 

B. neotomae Roedores No reportada 

B. pinnipedae Focas, lobos marinos 

Moderada. Reportes de 

manifestaciones complicadas 

(neurobrucelosis, espondilitis). 

B. cetaceae Delfines, focénidos 

Moderada. Reportes de 

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 

Especies 

Rugosas (R) 

B. ovis Ovinos No reportada 

B. canis Caninos 
Moderada. En ascenso en particular en 

Sudamérica 

Tabla 1: Características de las especies del género Brucella11–13. 

 

Es posible categorizar las especies de Brucella de acuerdo al aspecto de las colonias formadas en medio 

sólido, en lisas (L) o rugosas (R). Esta diferencia de fenotipo se debe a variaciones en la composición química 

del lipopolisacárido (LPS) expresado en la superficie bacteriana. Resulta importante destacar que existe una 

correlación entre el tipo de colonia y la virulencia de la cepa, siendo las lisas las más virulentas14. 

 

Epidemiología  

La brucelosis es la zoonosis bacteriana más común a nivel mundial, con alrededor de 500.000 nuevos 

casos por año15. La incidencia y prevalencia de esta enfermedad en humanos varía geográficamente y se 

encuentra en constante cambio, debido a razones socioeconómicas y políticas, el incremento de viajes de 

carácter internacional y a medidas sanitarias para su control16. En la Figura 1 se presenta un mapa global de la 

incidencia de la brucelosis en humanos16.  
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Figura 1: Mapa global de la incidencia de la brucelosis humana. Modificación de Pappas15. 

 

Históricamente las regiones con mayor prevalencia correspondían a la región mediterránea de Europa, 

oeste de Asia y algunas zonas de África y Latinoamérica15. 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)17.  

En nuestro país, los casos de brucelosis en humanos deben ser notificados a las autoridades sanitarias. 

Semanalmente, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica (SINAVE) de la Dirección de Epidemiologia 

del Ministerio de Salud de la Nación informa los casos detectados, discriminados por provincia y por regiones 

sanitarias. El mayor número de casos reportados fue registrado en 1997 con 687 casos, y a partir de ese momento 

la incidencia comenzó a descender hasta los 300 casos por año en 200517.  En la Figura 2 se puede observar que 

a partir de 2007 el número de casos reportados fue variable, con una tendencia continua hacia el descenso.  

 

Figura 2: Incidencia de brucelosis humana en Argentina. Fuente: Boletín integrado de Vigilancia. Ministerio de Salud 

y Desarrollo de la Nación. 
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Cabe señalar que, si bien los casos deben ser reportados a las autoridades sanitarias, la enfermedad se 

encuentra subreportada, razón por la cual las estadísticas oficiales no reflejan el número real de personas 

infectadas. Se estima que la verdadera incidencia de la enfermedad sería entre 10 y 25 veces más alta que la 

indicada17.  

 

Fuentes de Infección 

Las principales fuentes de infección para los humanos son tejidos biológicos, productos de abortos, 

leche y, en menor medida, las secreciones genitales de animales infectados.  

La vía de ingreso más importante es el contacto directo con aerosoles o productos infectados a través 

de las mucosas de las vías respiratorias y digestiva, aunque la bacteria también puede ingresar por laceraciones 

o abrasiones presentes en la piel1,3. La tabla 2 presenta las vías de transmisión más comunes junto con la fuente 

de infección y población de riesgo asociada a esa vía.  

VÍA DE 

TRANSMISIÓN 

PUERTA DE 

ENTRADA 
FUENTE DE INFECCIÓN 

POBLACIÓN EN 

RIESGO 

Contacto 

Piel erosionada, 

conjuntiva, 

mucosa nasal 

Tejidos animales o personas 

infectadas o sus productos 

como ganglios, sangre, orina, 

semen, secreciones vaginales, 

fetos abortados y placentas 

Trabajadores de la 

industria de la carne, 

veterinarios, peones de 

campo, personal de 

laboratorio o de servicios 

de salud 

Ingestión Mucosa digestiva 

Alimentos no pasteurizados de 

origen animal como leche y sus 

derivados, y en menor medida 

carnes poco cocidas (la carga 

bacteriana en el tejido muscular 

es baja) 

Población en general 

Inhalación Mucosa nasal 

Aerosoles en laboratorios con 

muestras contaminadas, 

vacunas vivas, aerosoles en 

lugares contaminados como 

establos, mataderos, salas de 

recepción de leche, lanas, etc 

Personal de laboratorio, 

trabajadores de la lana, 

personal de limpieza de 

los establos 

Inoculación 

Parenteral o 

endovenosa por 

transfusiones 

Vacunas vivas, material 

biológico contaminado 

Personal de laboratorio, 

veterinarios, población en 

general 

Perinatal 

Vía 

transplacentaria 

o mucosas 

Tejidos maternos infectados, 

leche materna 
Fetos 

Tabla 2: Vías de infección de Brucella spp. en el hombre y poblaciones susceptibles1.  

 

La brucelosis presenta dos patrones epidemiológicos en el hombre: un patrón urbano-alimentario 

asociado al consumo de leche no pasteurizada y/o quesos contaminados; y un patrón rural-laboral dado por 

exposición al ganado infectado y/o contacto o inhalación de sus fluidos o productos1.  

La presentación en humanos resulta frecuente en países donde la infección por Brucella es endémica en 

la población animal. Sin embargo, la transmisión de persona a persona es extremadamente inusual18.  
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Debido a su potencial epidémico, la ausencia de vacuna para humanos y la eficiencia de infección por 

aerosoles, Brucella es clasificada como un patógeno perteneciente al Nivel de Bioseguridad 3 y considerada un 

potencial agente bioterrorista19.  

 

Sintomatología 

Tanto el cuadro clínico como la evolución de la infección varía sustancialmente en función de la especie 

infectada. La principal manifestación clínica de la infección aguda en animales es la aparición de abortos 

espontáneos durante el último tercio de la gestación o el nacimiento de animales prematuros poco viables20. Si 

bien la enfermedad suele ser asintomática en hembras no preñadas, se ha reportado que entre el 40 y 50% de las 

hembras enfermas tienen dificultades en la capacidad reproductiva como consecuencia de la infección. Por otro 

lado, machos bovinos infectados presentan alteraciones testiculares asociadas a una disminución en la fertilidad 

y la presencia, en ocasiones de abscesos en testículos y/o epidídimo20.   

En relación a la infección en humanos, el periodo de incubación puede oscilar entre 1 y 3 semanas, 

dependiendo de la virulencia de la cepa infectiva, la vía de ingreso y la dosis infectante. De acuerdo al tiempo 

de presentación y la evolución de la sintomatología, Young realizó una clasificación arbitraria de la enfermedad 

bajo 3 estadios: aguda, subaguda y crónica. Los primeros 3 meses se considera la fase aguda de la enfermedad, 

subaguda cuando el proceso infeccioso lleva entre 3 meses y 1 año de evolución y, por último, crónico cuando 

continua por más de un año21.  

Resulta interesante notar que la virulencia y la tendencia hacia la forma aguda de la enfermedad varía 

según la especie de Brucella involucrada en la infección. Las especies mayormente asociadas a la presentación 

crónica de la patología son B. abortus y B. suis mientras que, por el contrario, B. melitensis suele provocar 

infecciones más agudas y severas tanto en humanos como en ganado21.  

La sintomatología asociada a esta infección es muy diversa entre la población afectada. Dentro de los 

síntomas más comunes se encuentran la fiebre, cefalea, escalofríos, fatiga, diaforesis, mialgias, artralgia, disuria, 

pérdida de peso, anorexia y malestar generalizado1. Si bien la enfermedad posee una baja tasa de mortalidad, 

puede llegar a producir secuelas incapacitantes de diversa magnitud.  

Una de las características clínicas más relevantes de esta patología es la presentación de manifestaciones 

focalizadas en diversos órganos22,23. El sistema urogenital constituye el segundo sitio más frecuente tanto en 

hombres como en mujeres. En el caso de las mujeres, la infección durante el embarazo aumenta el riesgo de 

aborto espontaneo, principalmente durante el primer y segundo trimestre20,24. Por otro lado, Brucella también 

tiene la capacidad de infectar el sistema nervioso, dando lugar a la neurobrucelosis, caracterizada por pérdida 

de sueño, dolores de cabeza, confusión, sordera, encefalitis y meningitis25.   

 

Diagnóstico y Tratamiento 

El diagnóstico de la brucelosis es difícil dado el amplio espectro de manifestaciones clínicas que puede 

presentar. Además de considerar la historia clínica del paciente y su posible contacto con alguna fuente 
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infectada, es recomendable realizar un estudio bacteriológico complementado con un análisis de anticuerpos 

séricos específicos. Si esta afección es diagnosticada de manera temprana y se trata de forma adecuada, por lo 

general presenta una evolución favorable.  

Los métodos serológicos solamente aportan diagnósticos presuntivos. El diagnóstico definitivo debe 

realizarse por aislamiento del microorganismo a partir de cultivos de sangre, médula ósea u otros tejidos del 

paciente. Sin embargo, las dificultades propias de la implementación del aislamiento de Brucella hacen que los 

métodos indirectos de detección sean los más utilizados.  

El tratamiento recomendado por la Organización Mundial de la Salud (OMS) para la brucelosis aguda 

en adultos contempla la administración 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 combinación con los antibióticos anteriores1. En pacientes con 

formas agudas de la enfermedad, la administración precoz y prolongada de estas combinaciones de antibióticos 

logra la remisión del cuadro clínico 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 pequeños rumiantes; y una cepa rugosa: B. abortus RB51 para el ganado vacuno26. 

Hasta el momento no ha sido posible el desarrollo de una vacuna para humanos.  

 

Sistema Inmune 

El sistema inmune comprende los mecanismos fisiológicos que permiten el reconocimiento y la 

eliminación o neutralización de sustancias o microorganismos externos. Este sistema está compuesto por 

diversos agentes humorales y celulares que pueden ser clasificados en innatos o adaptativos, dependiendo de su 

mecanismo de activación y de acción.  

La inmunidad innata constituye la primera línea de defensa del organismo frente a patógenos 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 neutrófilos, 

monocitos/macrófagos y células dendríticas, y células linfoides innatas como las células Natural Killer (NK) y 

los linfocitos T γδ.  

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 patógenos (PAMPs, por sus siglas en inglés). 

Como su nombre lo indica, los PAMPs son estructuras moleculares conservadas por grandes grupos de 

patógenos y que resultan esenciales para su ciclo de vida27.  

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, direccionándola hacia un 

perfil funcional determinado. En particular, los macrófagos y las células dendríticas son los principales 
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iniciadores de la inmunidad adaptativa, a través de la producción de mediadores proinflamatorios y la expresión 

de moléculas coestimulatorias (como CD80/86, CD40, etc.)28. Más aun, las células dendríticas son las 

responsables de activar a los linfocitos naive en los ganglios linfáticos y promover su diferenciación a los 

diferentes perfiles funcionales.  

 

Células Endoteliales 

La invasión inicial de muchos patógenos se encuentra asociada al ingreso al sistema vascular para su 

diseminación y/o transmisión. Por este motivo, las células endoteliales que revisten los vasos sanguíneos, 

además de su evidente función estructural, resultan participantes cruciales y activos en la respuesta inmune 

desencadenada frente a patógenos.  

Las células endoteliales constituyen una barrera física entre los fluidos en circulación y los tejidos29. 

Además de su función estructural y su gran importancia en el mantenimiento de la hemostasia, estas células 

presentan la capacidad de reconocer la presencia de patógenos y responder ante ellos alertando al sistema 

inmune30. 

En tejidos no inflamados, las células endoteliales mantienen la fluidez de la sangre, regulan el flujo 

sanguíneo, controlan la permeabilidad de la pared vascular y mantienen el estado de reposo de los leucocitos 

circulantes29.Tanto la circulación como el flujo sanguíneo se encuentra finamente regulado por un balance de 

señales protrombóticas y antitrombóticas, el cual aumenta o disminuye el tono de la musculatura lisa circundante 

al vaso sanguíneo29.  

En condiciones fisiológicas, las células endoteliales en reposo no interaccionan con los leucocitos en 

circulación31. Esta falta de interacción se debe al secuestro de las proteínas especificas involucradas dentro de 

vesículas secretorias especializadas conocidas como Cuerpos de Weibel-Palade, en el citoplasma de la célula 

endotelial32,33. Más aun, las células endoteliales en reposo poseen suprimido el mecanismo de transcripción de 

otras moléculas de adhesión involucradas, como es el caso de E-selectina (CD62E), VCAM-1 (CD106) e 

ICAM-1 (CD54). Por último, la producción basal de óxido nítrico (NO) también contribuye a la quiescencia del 

endotelio en reposo mediante diversos mecanismos que incluyen la inhibición de la expresión de genes 

proinflamatorios34. La incapacidad del endotelio para regular estas funciones basales de manera adecuada es 

denominada “disfunción endotelial”.  

Frente al reconocimiento de un estímulo inflamatorio, ya sea una lesión tisular, el ingreso de un 

patógeno o la presencia de citoquinas proinflamatorias, el endotelio adquiere un fenotipo activado. La activación 

endotelial permite la aparición de los tres componentes clásicos que subyacen a los puntos cardinales de la 

inflamación. En primer lugar, un aumento en la circulación local, responsable de la coloración rojiza (rubor) y 

el aumento de temperatura local (calor). Concomitantemente, el exudado de plasma rico en proteínas hacia los 

tejidos es responsable de la hinchazón o tumefacción (tumor). Por otro lado, ocurre el reclutamiento localizado 

de leucocitos circulantes que, a su vez, liberan mediadores proinflamatorios que estimulan los nervios 

circundantes, provocando dolor35.  
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Una vez gatillada la activación 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 extravasación leucocitaria36. Este 

proceso comprende una serie de procesos encadenados dentro del lumen vascular que culmina con la 

localización intratisular de los leucocitos. En la primera etapa, conocida como tethering, ocurre la marginación 

de los leucocitos desde el torrente sanguíneo 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 continuación, ocurre 

la adhesión estable al endotelio, mediada por integrinas, que da lugar a la diapédesis o transmigración y, 

finalmente, la migración por la matriz extracelular37 (Figura 3).  

 

Figura 3: Etapas de la extravasación leucocitaria. Adaptación de Kolaczkowska & Kubes38. 

 

Los leucocitos pueden atravesar el endotelio por dos vías diferentes. La ruta de transmigración más 

frecuente, denominada paracelular, es a través de las uniones entre células endoteliales. La vía alternativa o 

transcelular consiste en atravesar el cuerpo de la célula endotelial39. 

Las características que presenta el endotelio en los distintos tipos de vasculatura difieren en cuanto a su 

continuidad y permeabilidad40. En particular, las células endoteliales presentes en la barrera hematoencefálica 

presentan características únicas en cuanto a la presencia de gran cantidad de uniones intracelulares, la ausencia 

de fenestraciones y el bajo nivel de actividad pinocítica, entre otras. Estas características confieren una mayor 

protección al sistema nervioso central, impidiendo la entrada de patógenos y toxinas41. Más aun, dado el limitado 

acceso de anticuerpos y células inmunes a través de la barrera hematoencefálica, el sistema nervioso central es 

considerado un sistema inmunológicamente privilegiado42.  

 

Monocitos y Macrófagos 

Los monocitos y macrófagos son células pertenecientes al linaje mieloide que juegan un papel 

fundamental en la homeostasis de tejidos y en la inmunidad. Luego de su diferenciación en médula ósea, los 

monocitos ingresan de forma continua a la circulación periférica, donde constituyen alrededor del 10% de la 

población leucocitaria43. 
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 En circulación periférica se pueden encontrar tres subpoblaciones de monocitos, caracterizadas por su 

expresión diferencial de los marcadores de superficie CD14 y CD1644. Los denominados “monocitos clásicos” 

expresan altos niveles de CD14 y nulos de CD16 en superficie, constituyendo aproximadamente el 90% de la 

población. 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-clásicos” con baja y alta expresión de CD14 y CD16, respectivamente45.  

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 maduración y diferenciación hacia macrófagos o hacia células 

dendríticas. Dependiendo de la localización anatómica en la cual se encuentren, los macrófagos reciben nombres 

específicos como es el caso de las células de Kupffer en el hígado, de la microglía en el sistema nervioso central 

y macrófagos alveolares en el pulmón. Si bien las subpoblaciones de monocitos presentan diferencias 

funcionales, comparten su capacidad de actuar como reservorio de precursores celulares para la renovación de 

las poblaciones de macrófagos y células dendríticas en los tejidos46,47.  

En las primeras etapas de la inflamación, los monocitos clásicos son reclutados al sitio de infección 

donde median una respuesta inmune muy potente mediante la producción de citoquinas y la fagocitosis de matriz 

extracelular, microorganismos y células muertas48. Unos días después, cuando se resuelve la inflamación aguda, 

la presencia de monocitos clásicos disminuye y son secuencialmente reemplazados por monocitos intermedios 

y no-clásicos49. Mientras los monocitos/macrófagos clásicos están principalmente asociados a la respuesta 

inmune per se, los monocitos/macrófagos intermedios se encuentran asociados a la cicatrización de los tejidos 

y la revascularización de la zona lesionada33. Por último, los monocitos/macrófagos no-clásicos presentan un 

comportamiento de patrullaje y vigilancia constante del endotelio51 y, en condiciones patológicas, están 

asociados a la aparición de fibrosis tisular52.  

 

Células Polimorfonucleares 

Las células polimorfonucleares (PMN), o granulocitos, son células pertenecientes al linaje mieloide que 

comparten como características citológicas la presencia de un núcleo multilobulado y gran cantidad de gránulos 

intracitoplasmáticos. Dentro de esta población se encuentran comprendidos los neutrófilos, eosinófilos y los 

basófilos, identificados principalmente por la apariencia, composición y funcionalidad de los gránulos que 

contienen. Dentro de esta categoría, los neutrófilos son los PMN más abundantes en circulación periférica53. 

Luego de su diferenciación en médula ósea, los neutrófilos permanecen en circulación hasta que son reclutados 

a los sitios de infección y/o inflamación.  

Los PMN también son células fagocíticas profesionales. Una vez reconocido el patógeno, ocurre la 

invaginación de la membrana celular dando lugar a la formación de un fagosoma que contiene el 

microorganismo y la activación de los mecanismos microbicidas54. Los mecanismos microbicidas del neutrófilo 

pueden clasificarse en dependientes del oxígeno, asociados a la activación de la nicotinamida adenina 

dinucleotido fosfostafo (NADPH) oxidasa y la consecuente producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

o independientes del oxígeno que involucran la secreción de proteínas con acción antimicrobiana55.  
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Además de la fagocitosis, los neutrófilos pueden mediar la muerte extracelular de los microorganismos 

a través de la liberación de trampas extracelulares (NETs, por sus siglas en ingles). Estas NETs se generan como 

consecuencia de la liberación de cromatina descondensada y proteínas nucleares, citoplasmáticas y granulares 

al medio extracelular. La principal función de las NETs sería la contención de bacterias tanto Gram positivas 

como negativas, evitando su diseminación y favoreciendo su eliminación de manera extracelular56,57.   

 

 

Plaquetas 

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

pequeñas células circulan por los vasos sanguíneos desempeñando un papel fundamental en la hemostasia y la 

trombosis58,59. 

Además de las diversas organelas presentes en el citoplasma, las plaquetas contienen tres tipos de 

organelas secretorias: los gránulos α, los gránulos densos (δ) y los lisosomas. Ocasionalmente también pueden 

presentar cuerpos multivesiculares. 

Los gránulos más abundantes son los del tipo α, con una estructura subdividida en cuatro regiones con 

diferente composición. Dentro de las diversas sustancias almacenadas en este tipo de gránulos se encuentran 

principalmente quemoquinas y proteoglicano, fibrinógeno, y el factor de Von Willebrand60. Los gránulos densos 

son más pequeños y morfológicamente más variables que los gránulos α61. Tienen una estructura característica 

y contienen polifosfatos, nucleótidos de adenina (ATP y ADP), aminas biológicamente activas (serotonina e 

histamina) y elevadas concentraciones de calcio y magnesio. Finalmente, los lisosomas contienen diferentes 

tipos de hidrolasas ácidas junto con Catepsina D y E, WAMP-1, LAMP-2 y CD63.  

En condiciones normales, existe un equilibrio entre los mecanismos pro- y anti-trombóticos que evita 

que las plaquetas en circulación se adhieran a la superficie endotelial o entre ellas. La lesión de un vaso 

sanguíneo desencadena un proceso llamado hemostasia, un proceso dinámico y altamente regulado por el cual 

se restaura la integridad del sistema circulatorio luego de sufrir un daño vascular.   

La activación plaquetaria y la formación del trombo son elementos claves para la hemostasia normal. 

Sin embargo, la activación en lugares inapropiados puede derivar en diversas patologías y, en ocasiones, suele 

ser una de las principales causas de infartos de miocardio y/o accidentes cerebro vasculares62.  

La activación plaquetaria desencadenada por cualquier estímulo implica diversos cambios a nivel 

morfológico y fisiológico. En primer lugar, la unión al colágeno y vWF presentes en la matriz extracelular 

favorecen la adhesión al endotelio63. En segundo lugar, ocurre el ensamblaje de integrinas en la superficie celular 

que actúan como mediadoras de la adhesión y agregación plaquetaria, permitiendo la formación de puentes 

entre plaquetas gracias a su capacidad de unión a vWF o fibrinógeno63–67.   En paralelo, la activación plaquetaria 

desencadena la liberación del contenido de los gránulos contenidos en el citoplasma de las plaquetas. La 

interacción de los diferentes mediadores solubles liberados con sus respectivos receptores da lugar al mecanismo 

de feedback positivo que favorece la aparición del coágulo inicial y que detiene la pérdida de sangre causada 

por el daño en el vaso sanguíneo. 
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Rol de las Plaquetas en el contexto infeccioso 

Interacción entre Plaquetas y Patógenos 

Además de las integrinas y receptores involucrados en la respuesta hemostática, las plaquetas expresan 

un amplio espectro de receptores capaces de reconocer moléculas patogénicas y mediadores inmunes, similar 

al expresado por fagocitos profesionales68. Dentro de este grupo de receptores se encuentran los receptores de 

complemento, el receptor de la región constante de la inmunoglobulina G (FcRII) y receptores de tipo Toll 

(TLRs, por sus siglas en inglés)69,70.  

El reconocimiento de diversas bacterias por estos receptores es capaz de inducir la agregación71 y 

consecuente activación de las plaquetas, gatillando la secreción de los productos contenidos en los distintos 

tipos de gránulos. Estos factores pueden tener actividad microbicida directa (como en el caso de las β-

defensinas, trombocidinas y quinocidinas)72–74, o indirecta, regulando la respuesta inmune del hospedador 

(como en el caso de las citoquinas pro-inflamatorias y quemoquinas inmunomodulatorias)75,76. Estudios 

recientes demostraron la capacidad de las plaquetas activadas para internalizar algunas especies bacterianas77–

79. Estos trabajos sugieren que la internalización de las bacterias por parte de las plaquetas podría funcionar 

como un mecanismo de evasión 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 protección contra 

la infección por algunos patógenos como es el caso de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, y sugieren 

que las mismas podrían ser un factor clave en la defensa frente a otras infecciones bacterianas.  

 

Modulación de la respuesta inmune del hospedador frente a la infección 

Las plaquetas han sido ampliamente descriptas como mediadoras de la hemostasia y encargadas de 

mantener la integridad vascular58. Sin embargo, estudios recientes demuestran que también cumplen un papel 

muy importante en la modulación de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa58,80,81. La función 

inmunomoduladora deriva de su capacidad de interactuar con diversas clases de leucocitos, incluyendo 

monocitos82, neutrófilos83 y linfocitos84, así como de su capacidad de liberar una gran variedad de citoquinas y 

quemoquinas.  

Como se mencionó anteriormente, una de las consecuencias de la activación plaquetaria es la 

degranulación, en la cual la fusión de los gránulos α con la membrana plasmática libera una gran cantidad de 

proteínas que tienen diversas funciones a nivel local y/o sistémico. Entre ellas se encuentran factores de 

coagulación, mitógenos, factores angiogénicos y mediadores inflamatorios. Además, dentro del contenido de 

los gránulos α se pueden encontrar quemoquinas de la familia CXC como β-tromboglobulina, Factor Plaquetario 

4 (PF4 o CXCL4), ENA-78 (CXCL5) y GROα (CXCL1); quemoquinas de la familia CC como RANTES 

(CCL5), MCP-1 (CCL2) y MIP-1α (CCL3); y moduladores como CD40-Ligando, TREM-1-Ligando y TGF-
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β1. Estas quemoquinas liberadas juegan un papel central en la inflamación por su habilidad para reclutar y 

activar leucocitos.  

Por otro lado, la degranulación expone proteínas específicas en la membrana plasmática 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 neutrófilos, monocitos, células dendríticas y algunas subclases de linfocitos. 

Las plaquetas también presentan PSGL-1 en su superficie, la cual interactúa con la P-selectina en células 

endoteliales85. El par P-selectina/PSGL-1 constituye el principal mediador de las interacciones físicas entre las 

plaquetas y los leucocitos en la formación de agregados mixtos y su unión permite el reclutamiento eficiente de 

los leucocitos hacia la región de lesión vascular86,87. Esta unión ligando-receptor desencadena una cascada de 

señales intracelulares que promueve la activación de Mac-1 (CD11b/CD18 o αMβ2) y LFA-1 (CD11a/CD18 o 

αLβ2) en la membrana de neutrófilos88–90y de las integrinas β1 y β2 en superficie de monocitos91 y linfocitos92,93, 

entre otras.  

Como se mencionó anteriormente, algunas de las consecuencias funcionales de la interacción directa 

plaqueta-leucocito o de la liberación de mediadores solubles en el microambiente de la interacción son la 

inducción de un fenotipo inflamatorio en los leucocitos por cambios en la expresión génica94–97, cambios en el 

metabolismo celular del Ácido Araquidónico98,99, inducción de especies reactivas del Oxígeno en 

neutrófilos100,101 y monocitos102, estimulación de la producción de NETs y la inducción de switch de clase de 

inmunoglobulinas asociado a la inducción de la respuesta inmune adaptativa103. 

 

Respuesta Inmune contra B. abortus 

Respuesta Inmune Innata 

Durante los estadios tempranos de la infección por Brucella, el rol principal de la respuesta innata es 

prevenir la replicación y reducir el número inicial de bacterias, promoviendo el ambiente necesario para una 

respuesta adaptativa robusta. 

Una vez dentro del hospedador, Brucella presenta una fase de diseminación extracelular hasta llegar a 

los macrófagos, su nicho intracelular preferencial. Una vez fagocitada, la bacteria puede ser transportada de 

manera intracelular hasta los sinusoides del hígado, el bazo, la médula ósea y los órganos linfáticos, donde es 

capaz de permanecer y replicarse dentro de los macrófagos1,104. Por otro lado, los macrófagos activados son los 

principales responsables de la eliminación de estas bacterias en los estadios tardíos de la infección, una vez 

iniciada la respuesta adaptativa. De esta manera, los macrófagos parecerían cumplir un rol dual durante la 

infección, ya que permiten la replicación y supervivencia de la bacteria durante las etapas tempranas mientras 

que son los encargados de su eliminación en etapas posteriores13,105. La habilidad de Brucella para persistir 

dentro de los macrófagos infectados determina la progresión de la patología, la cual incluye su tendencia a 

presentar recidivas y su evolución hacia formas crónicas de la enfermedad1,2,104.  

Con respecto a los neutrófilos, su rol en la infección mediada por B. abortus aún 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 infección106–108, Gutierrez-
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Gimenez y colaboradores revelaron que los neutrófilos podrían propagar la infección a través de un mecanismo 

conocido como “caballo de Troya”, transportando la bacteria hacia monocitos, nódulos linfáticos y el sistema 

retículo-endotelial109–112. Por el contrario, otros trabajos han demostrado que la depleción de neutrófilos 

permitiría una eficiente eliminación de B. abortus en estadios tardíos de la infección, sugiriendo un posible 

efecto inhibitorio de los neutrófilos sobre la respuesta inmune adaptativa108. La controversia continúa cuando 

analizamos trabajos realizados in vitro. A pesar de ser internalizada por células polimorfonucleares113,114, B. 

abortus es capaz de inhibir el estallido respiratorio y las acciones microbicidas, sobreviviendo dentro de las 

células infectadas por periodos extensos106,111,115. Por otra parte, en nuestro laboratorio demostramos 

previamente que B. abortus muerta por calor, así como sus lipoproteínas, son capaces de inducir la activación 

de neutrófilos116. Más aun, esta activación de neutrófilos estaría asociado a la patogenicidad de Brucella ya que 

contribuiría al daño tisular e inflamación localizada características de la enfermedad116. 

Por su parte, las células dendríticas también pueden ser infectadas por Brucella117–119. Más aun, se ha 

comprobado que las lipoproteínas de la membrana externa de B. abortus pueden inducir la maduración de estas 

células, orientando el desarrollo de una respuesta del tipo Th1120.  

En cuanto a las células NK, se demostró que la presencia de macrófagos infectados con B. suis en 

cultivos de células NK es suficiente para activar la producción de IFN-γ y TNF-α y la destrucción de los 

macrófagos121. Las células NK son importantes para la activación de células B y la consecuente producción de 

anticuerpos122. Sin embargo, fue descripta una disminuida actividad citotóxica de células NK en pacientes con 

brucelosis aguda123.  Más aun, estas células no tendrían un rol crucial en el control de la brucelosis humana, ni 

murina ya que su depleción in vivo no afecta el curso de la infección en ratones124.  

 

Respuesta Inmune Adaptativa  

A pesar de la activación de todos los componentes y mecanismos de la inmunidad innata frente a una 

infección con B. abortus, éstos no siempre son suficientes para su erradicación. Por lo tanto, el desarrollo de 

una respuesta inmune adaptativa que combata la infección es absolutamente necesaria125.  

Se han identificado tres mecanismos esenciales de la respuesta inmune adaptativa para el control de la 

infección por Brucella: en primer lugar, la producción de IFN-γ por los linfocitos T CD4+, CD8+ y γδ, el cual 

activa las funciones bactericidas del macrófago inhibiendo la supervivencia intracelular de las bacterias126,127. 

En segundo lugar, la citotoxicidad de los linfocitos T CD8+ y γδ sobre los macrófagos infectados128–130. Por 

último, la presencia de anticuerpos característicos en una respuesta de tipo Th1, como IgG2a e IgG3, que 

opsonizan al patógeno facilitando su fagocitosis131,132.  

Los antígenos de B. abortus pueden ser presentados por moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC) tanto de clase I como de clase II y, por lo tanto, pueden estimular la activación de 

células T CD8+ y CD4+, respectivamente128,133. Si bien la mayoría de los estudios señala a los linfocitos T CD4+ 

como los principales productores de IFN-γ134–136, los linfocitos T CD8+, γδ y las células NK también pueden 

hacerlo 137.  
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La infección con B. abortus induce una poderosa respuesta inmune de tipo Th1125,138. Diversos estudios 

demuestran la importancia de las células Th1 en la respuesta frente a Brucella. En primer lugar, se demostró 

que ratones deficientes en elementos claves de la respuesta Th1 resultan más susceptibles a la infección. A su 

vez, la administración exógena de dichas citoquinas es capaz de rescatar esta deficiencia, favoreciendo el 

desarrollo de una respuesta protectora136,139. Por otro lado, estudios realizados en pacientes con brucelosis 

señalan una correlación entre respuesta Th1 disminuida y una mayor tasa de recaídas o establecimiento de 

estadios crónicos de la enfermedad, resaltando la importancia del desarrollo de una repuesta de tipo Th1 para 

combatir la infección140–142.  

Por su parte, la principal función de los linfocitos T CD8+ es eliminar las células infectadas, ya sea 

mediante la interacción Fas-FasL o por la secreción de perforinas y granzimas128,129. Recientemente ha sido 

descripto el potencial citotóxico de los linfocitos T CD4+ frente a la presencia de B. abortus en ratones.  

Por el momento, la contribución humoral a la respuesta inmune frente a Brucella no ha sido 

completamente esclarecida. Ha sido demostrado la aparición de anticuerpos específicos dirigidos contra 

diversos componentes del microorganismo en los estadios tempranos de la infección. Estos anticuerpos están 

especialmente dirigidos contra antígenos superficiales como el LPS143, y pueden permanecer detectables en el 

suero durante años. Si bien la opsonización 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 progrese144.  

Una de las citoquinas con mayor relevancia durante la infección con Brucella es el IFN-γ. Algunas de 

sus funciones clave en la inmunidad son la activación de las funciones bactericidas del macrófago, la inducción 

de la expresión de moléculas de MHC y co-estimulatorias en las células presentadoras de antígenos 

profesionales, la estimulación de la citotoxicidad de las células T citotóxicas y la potenciación de la muerte de 

los macrófagos infectados138. La importancia del IFN-γ en la resolución de la infección por Brucella fue 

demostrada en estudios realizados con ratones deficientes para este gen, los cuales mueren dentro de las 6 

semanas post-infección con B. abortus127. A pesar de que Brucella resulta ser un fuerte inductor de IFN-γ, 

algunos estudios sugieren que la activación de los macrófagos por IFN-γ impide el establecimiento del nicho 

replicativo. De esta manera, el efecto protector de esta citoquina se perdería una vez que las bacterias ya se 

encuentran localizadas intracelularmente 145.  



 

 

 

Hipótesis y Objetivos 
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Durante los estadios tempranos de la infección por Brucella, el rol principal de la respuesta inmune 

innata es prevenir la replicación y reducir el número inicial de bacterias, promoviendo el ambiente necesario 

para una respuesta adaptativa robusta. Las plaquetas, junto con los neutrófilos 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 vascular58. Sin embargo, en los últimos años ha crecido la bibliografía demostrando su 

relevancia en la modulación de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa58,80,81.  

A pesar de los avances en el estudio de la interacción de las plaquetas con diversos agentes infecciosos 

y de la importante participación que se les ha atribuido en la modulación de la respuesta inmune, la interacción 

entre las plaquetas y las bacterias del género Brucella no había sido explorada. 

Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que la presencia de plaquetas favorece la invasión 

temprana de monocitos/macrófagos por parte de B. abortus y que las mismas forman complejos mixtos con los 

monocitos infectados. Más aun, las plaquetas promueven la secreción de citoquinas proinflamatorias y 

quemoquinas, y la expresión de moléculas de adhesión y coestimulatorias por parte de los 

monocitos/macrófagos infectados potenciando la función 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 infección por Brucella y en la patogénesis de la brucelosis.  

Nuestra hipótesis de trabajo consiste en que el reconocimiento de B. abortus es capaz de 

desencadenar la activación plaquetaria, promoviendo la respuesta del sistema inmune innato. De esta 

manera, la inducción de perfiles proinflamatorios contribuiría a la resolución de la infección, denotando 

un rol protector de las plaquetas frente a la infección por Brucella. 

Para poner a prueba nuestra hipótesis, formulamos los siguientes objetivos específicos: 

1. Determinar el rol de las plaquetas en el curso de la infección por B. abortus de 

monocitos/macrófagos humanos. Se estudiará el mecanismo por el cual las plaquetas favorecen la 

invasión de monocitos/macrófagos por parte de B. abortus. Además, se estudiarán los posibles factores 

solubles involucrados en la inducción del perfil proinflamatorio de los monocitos/macrófagos y las 

consecuencias funcionales de dicha modulación.   

2. Determinar el rol de las plaquetas en la respuesta inmune mediada por neutrófilos humanos 

frente a la infección por B. abortus. Se estudiará la interacción entre plaquetas y neutrófilos, así como 

la capacidad de las plaquetas para modular aspectos funcionales de los mismos.  

3. Estudiar el rol de las plaquetas en la modulación de la capacidad migratoria de 

monocitos/macrófagos y neutrófilos humanos durante el curso de la infección por B. abortus.  Se 

estudiará la capacidad de las plaquetas para modular la activación endotelial, y algunos pasos claves en 

el proceso de migración y extravasación de monocitos y neutrófilos en el contexto de la infección.



 

Materiales y Métodos 
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Aspectos Éticos 

Las plaquetas, monocitos y neutrófilos 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 donación.  

 

Bacterias 

B. abortus de las cepas S2308 y S2308-GFP fueron crecidas en placas de Tripteína-Soja Agar, 

suplementada con extracto de levadura (Merck Millipore). La cantidad de bacterias presente en los cultivos en 

fase estacionaria fue determinada por comparación de la densidad óptica a 600 nm con una curva estándar.  

Todas las tareas de manipulación 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-

Malbrán (Administración Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud, Dr. Carlos G. Malbrán).  

 

Líneas celulares 

Monocitos Humanos (THP-1) 

Las células de la línea monocítica humana THP-1 fueron obtenidas de ATCC (American Type Culture 

Collection) y cultivadas en medio estándar 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 g/ml). Para inducir la maduración, las células fueron estimuladas con 1α,25-

dihidroxivitamina D3 (0,05 µM) (Calbiochem Merck Millipore) por 72 h. La viabilidad celular se midió con el 

test de exclusión de Azul de Tripán y fue mayor al 95% en todos los experimentos. Todos los experimentos 

fueron llevados a cabo en una estufa a 37°C en una atmósfera de 5% de CO2. 

Endotelio Humano (HMEC) 

Las células de la línea HMEC fueron amablemente cedidas por el laboratorio del Dr. Pablo Baldi de la 

Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires. Las células HMEC fueron cultivadas 

en medio estándar compuesto por MCDB 131 suplementado con L-glutamina (2 mM), SFB (10% final) 

(Natocor), Factor de Crecimiento Epidermal (10 ng/ml), Hidrocortisona (1 μg/ml), Penicilina (100 U/ml) y 

Estreptomicina (100 g/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 División de Enfermedades Infecciosas Pediátricas del 

hospital Johns Hopkins en Baltimore, EEUU. Las células HBMEC fueron cultivadas en medio estándar 

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), Aminoácidos no esenciales (1% final) (Life 
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Technologies), Vitaminas MEM (1% final) (Life Technologies), Penicilina (100 U/ml) y Estreptomicina (100 

g/ml).  

 

Cultivo Primario de Células 

Células endoteliales fueron obtenidas a partir de la vena de cordones umbilicales (HUVEC) por 

digestión enzimática con colagenasa146. 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 µg/ml), Suplemento de Crecimiento 

para células endoteliales (50 µg/ml) (Roche), Penicilina (100 U/ml) y Estreptomicina (100 g/ml).  

 

Muestras de Sangre 

Las muestras de sangre fueron obtenidas de dadores sanos o pacientes con brucelosis crónica que 

accedieron voluntariamente a participar de nuestro estudio. Los pacientes fueron diagnosticados por 

presentaciones clínicas y anamnesis compatibles con brucelosis y presentaron resultados positivos para la 

prueba de Rosa de Bengala, fijación de complemento (FC) y altos títulos de anticuerpos específicos para 

Brucella cuantificados por una prueba de aglutinación (BPA). De acuerdo con lo descripto en la bibliografía, 

consideramos que los pacientes se encuentran en la fase crónica de la patología cuando pasaron 12 meses desde 

la fecha de infección y/o diagnóstico 21,147. Todos los dadores declararon no haber tomado ninguna medicación 

en los 10 días previos a la toma de la muestra. La sangre fue recolectada directamente en tubos con citrato de 

sodio (Merck Millipore).  

Obtención de Plaquetas  

La sangre entera anticoagulada con Citrato (Merck Millipore) se centrifugó durante 15 minutos a 200 

xg, sin freno y a temperatura ambiente. Para lavar las plaquetas, el plasma rico en plaquetas (PRP) se transfirió 

a un tubo limpio y se centrifugó durante 10 minutos a 890 xg, sin freno y a temperatura ambiente en presencia 

de Prostaglandina I2 (75 nM) (PGI2) (Cayman Chemical). Finalmente se descartó el plasma y las plaquetas 

lavadas se resuspendieron en RPMI 1640 sin suero ajustando su concentración a 500.000 plaquetas/µl. 

Obtención de Monocitos 

Células mononucleares (PBMC) fueron obtenidas mediante centrifugación 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 extraídas 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 centrifugación durante 40 minutos a 400 xg sin freno. El halo de monocitos se 

transfirió 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 citometría de flujo. En todos los casos, la viabilidad fue mayor al 95%, medida por el test de exclusión 

de Azul de Tripán.  
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Obtención de Células Polimorfonucleares 

Células polimorfonucleares (PMN) fueron obtenidas mediante centrifugación 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 realizó la sedimentación mediante 

adición de Dextrán y la lisis de eritrocitos mediante un shock hipotónico. 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 tinción con May Grünwald/Giemsa, y viabilidad 

mayor al 95%, medida por el test de exclusión de Azul de Tripán.  

 

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 ácido acetilsalicílico (Aspirina) fue provisto por Sigma-Aldrich. El inhibidor 

específico de la vía de Erk 1/2 (PD98059) es de Calbiochem.  

 

Infecciones in vitro 

Todas las infecciones de células fueron realizadas por 30 min, 2 o 4 h, en presencia o ausencia de 

plaquetas (relación Cel: Ba: PLT 1:100:100), según lo indicado en cada figura. En todos los casos, la infección 

se realizó en el medio estándar indicado para el tipo celular en ausencia de antibiótico. Luego, las células fueron 

lavadas para eliminar la bacteria no internalizada y mantenidas en cultivo con medio suplementado con 

Gentamicina (100 µg/ml) y Estreptomicina (50 µg/ml). A diferentes tiempos post infección, 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 expresión de diversos marcadores de superficie fue evaluada por citometría de flujo.  

 

Preparación de Sobrenadantes para Estimulación 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 utilización. Como control, se recolectaron sobrenadantes de plaquetas sin infectar y de bacterias 

solas mantenidas en las mismas condiciones de cultivo.  

 

Ensayos de Microscopía Confocal 

Interacción entre plaquetas y B. abortus 

Plaquetas 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 paraformaldehído 

(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-IgG1 de ratón conjugado a Alexa 546 (Molecular Probes 

Life Technologies). 

Interacción 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 

adhesión. Luego, las células fueron tratadas tal como se especifica en cada figura, fijadas con PFA 2% y 

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).  

Interacción entre PMN, B. abortus y plaquetas 

Neutrófilos 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 plaquetas 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 inmersión en aceite de Plano Apocromático 

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

 

Recuento de Unidades Formadoras de Colonias 

Recuento intracelular en plaquetas 

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 antibiótico. Luego fueron tratadas con Gentamicina (100 µg/ml) y Estreptomicina 

(50 µg/ml) por 30 min para eliminar toda la bacteria no internalizada. Finalmente, las plaquetas fueron lisadas 

con una solución de Tritón X-100 (0,01% v/v) y el lisado fue plaqueado en Tripteína-Soja Agar suplementado 

con extracto de levadura. Pasados 4 días se realizó 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 antibiótico. Los 

monocitos fueron luego lavados, resuspendidos en medio suplementado con Gentamicina (100 µg/ml) y 

Estreptomicina (50 µg/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 solución de Tritón X-100 (0,01% v/v) y el lisado fue plaqueado en 

Tripteína-Soja Agar suplementado con extracto de levadura. Pasados 4 días se realizó el recuento de UFC. 

Recuento intracelular en PMN 

Neutrófilos 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 antibiótico. Los PMN fueron luego 

lavados, resuspendidos en medio suplementado con Gentamicina (100 µg/ml) y Estreptomicina (50 µg/ml) e 

incubados por diferentes tiempos, tal como indica la figura. En todos los casos, los PMN fueron luego lisados 

con una solución de Tritón X-100 (0,01% v/v) y el lisado fue plaqueado en Tripteína-Soja Agar suplementado 

con extracto de levadura. Pasados 4 días se realizó el recuento de UFC. 

Como control, en paralelo a la infección de PMN se realizó el recuento de UFC proveniente de plaquetas 

infectadas en ausencia de PMN. El número de bacterias recuperado en este caso resultó despreciable y no se vio 

modificado a lo largo del tiempo. Sin embargo, esta posible contribución de las plaquetas fue extraído del 

recuento final de UFC.  

Recuentro extracelular en PMN 

Neutrófilos 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 o 3 h en medio sin antibiótico. Luego de la 

incubación, los PMN fueron separados por centrifugación. Los sobrenadantes libres de células fueron 

plaqueados en Tripteína-Soja Agar suplementado con extracto de levadura. Pasados 4 días se realizó el recuento 

de UFC. 

 

Cuantificación de la activación plaquetaria   

Ensayo de Binding de Fibrinógeno  

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 fibrinógeno conjugado a Alexa 488 (dilución final 1:200). 

Luego, las plaquetas fueron fijadas con PFA 4% y el binding de fibrinógeno fue cuantificado por citometría de 

flujo.  

Ensayo de expresión 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 expresión de P-selectina en superficie 

fue cuantificada mediante citometría de flujo.  

 

Cuantificación 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 utilizó 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 glóbulos rojos fueron lisados con la solución comercial BD FACS® 

Lysing Solution (BD Biosciences) y las muestras fueron analizadas por citometría de flujo. La información fue 

analizada utilizando el programa FlowJo® V10 (LLC). 

 

Citometría de Flujo 

Células THP-1, monocitos de sangre periférica, PMN, o células endoteliales fueron infectadas con B. 

abortus en presencia o ausencia de plaquetas, según 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 incubación 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 marcación, las células fueron analizadas utilizando un citómetro FACSCalibur® 

(BD Biosciences) y la información obtenida fue analizada utilizando el programa FlowJo® V10 (LLC). 

 

ELISA 

La concentración de IL-6 (BD Biosciences), IL-8 (BioLegend) y MCP-1 (BD Biosciences) fue 

cuantificada en el sobrenadante de cultivo mediante ELISA de tipo Sándwich, utilizando pares de anticuerpos 

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

 

Producción de Especies Reactivas de Oxígeno 

La producción de especies reactivas de oxígeno fue analizada mediante el uso de un derivado de la 

Rodamina denominado DHR-123, tal como fue descripto previamente148. Brevemente, los neutrófilos aislados 

fueron incubados con DHR-123 (1 μM) 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 incubación, la 

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

 

Ensayos de Quimiotaxis 

Monocitos o neutrófilos 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 μm, respectivamente) 

(Corning). En el compartimento inferior se colocaron 230 μl de sobrenadantes provenientes de Plaquetas, B. 

abortus o Plaquetas infectadas como estímulo quimioatractante. Las placas fueron incubadas durante 3 h en 

estufa a 37°C. Por último, se recuperó el líquido del compartimento inferior y se realizó el recuento de células 

migradas. La información se expresó como porcentaje de células migradas con respecto a las sembradas.  

 

Ensayos de Transmigración 
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Para los ensayos de transmigración de células mononucleares de sangre periférica y/o neutrófilos se 

utilizaron placas de transwell con insertos de 3 µm de poro y 6,5 mm de diámetro (Corning-Costar). La 

membrana presente en el pocillo superior fue pretratada con colágeno de cola de rata (50 mg/ml en solución 1% 

de ácido acético) (BD Biosciences) neutralizada en un ambiente saturado de hidróxido de amonio. Una vez 

lavadas las membranas, se estableció el modelo de barrera hematoencefálica sembrando células de la línea 

HBMEC en el pocillo superior y cultivándolas durante 5 días hasta confluencia.  

Transmigración por activación 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 neutrófilos purificados fueron 

sembrados en el pocillo superior e incubados por 3 h a 37°C. Finalmente, se recolectó el medio contenido en el 

pocillo inferior y se realizó el recuento de las células migradas.  

Transmigración directa 

Una vez establecidas las monocapas, células mononucleares de sangre periférica fueron sembradas en 

el pocillo superior del transwell en presencia de plaquetas y/o B. abortus. Pasadas 4 h de incubación, se recolectó 

el medio contenido en el pocillo inferior y se realizó 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. 

 

Análisis Estadístico 

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

con un post-hoc test de Tukey utilizando el software GraphPad Prism versión 5.00. 
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Las plaquetas promueven la infección y establecen complejos con los monocitos 

infectados 

Anteriormente, en nuestro laboratorio demostramos que las plaquetas son capaces de modular la 

infección de monocitos humanos. Para evaluar la capacidad de las plaquetas para modular la infectividad de B. 

abortus, células de la línea THP-1 fueron infectadas con B. abortus-GFP por 4 h en presencia o ausencia de 

plaquetas y posteriormente se analizaron las muestras por microscopía confocal. La presencia de plaquetas 

aumentó significativamente los porcentajes de células THP-1 infectadas (GFP+) (Figura 1A-C). A su vez, este 

fenómeno fue reproducido utilizando monocitos obtenidos a partir de sangre periférica (Figura 1D).  

 

Figura 1. Las plaquetas promueven la invasión de monocitos humanos por Brucella abortus. (A) 

Micrografías confocales de células THP-1 infectadas con una cepa de B. abortus que expresa la Proteína Fluorescente 

Verde (B. abortus-GFP) en presencia o ausencia de plaquetas por 4 h. (B) Micrografías 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) Cuantificación de la invasión 

de células THP-1 por parte de B. abortus. (D) Cuantificación de la invasión 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 infección de monocitos, nos 

preguntamos cómo 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 plaquetas 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 formación 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 fenómeno de formación de complejos mediados por B. abortus, se determinó la cantidad de monocitos 

presentes en el campo y se analizó cuáles de ellos se encontraban infectados (Ba positivos), cuáles no lo estaban 

(Ba negativos), cuáles se encontraban asociados a plaquetas (PLT positivos) y cuáles no lo estaban (PLT 

negativos). Una vez analizados todos los monocitos de la región, se representó gráficamente 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). Más aun, como se puede ver en la Figura 2D y en el Video Suplementario 1, las plaquetas se 

disponen rodeando completamente al monocito infectado.  
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Figura 2. Las plaquetas establecen complejos con los monocitos infectados. (A) Micrografías 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-I 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) Micrografía confocal panorámica de células THP-1 infectadas con Ba-GFP en presencia de 

plaquetas, imagen representativa de las adquiridas para la cuantificación de la interacción. (C) Cuantificación de la 

interacción 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), sólo invadidas (GFP-positivas), y sólo 

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 

plaquetas. 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 interacción 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 analizó la interacción entre ambas poblaciones por 

microscopía confocal (Figura 3A y B) y por citometría de flujo (Figura 3C). B. abortus fue capaz de unirse 

directamente a las plaquetas y esta interacción aumenta de manera dosis-dependiente (Figura 3A-C).  

Dado que diversas bacterias son capaces de alterar la función plaquetaria149, evaluamos si la interacción 

física con B. abortus modulaba alguna respuesta funcional en las plaquetas. Para ello, incubamos plaquetas 

lavadas con B. abortus y cuantificamos la activación plaquetaria por citometría de flujo. La presencia de B. 

abortus indujo un aumento significativo tanto del Binding de Fibrinógeno como de la expresión en superficie 

de P-selectina (Figura 3D y E). Si bien B. abortus induce una potente activación de las plaquetas, la respuesta 

es menor que la observada frente a la activación con Trombina, uno de sus principales agonistas (Figura 3D y 

E).  

A continuación, nos preguntamos si las plaquetas podían ser invadidas por B. abortus. Para responder 

este interrogante, las plaquetas fueron incubadas con diferentes multiplicidades de infección (MOI) de B. 

abortus por 2 h. Pasado ese tiempo, se adicionó antibiótico al medio de cultivo para eliminar las bacterias no 

internalizadas, se lisaron las plaquetas y se realizó 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 activación plaquetaria 
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Figura 3. Las plaquetas interaccionan directamente con B. abortus. (A) Micrografías 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) Cuantificación de la interacción plaqueta-B. abortus por microscopia confocal. La cantidad de células 

cuantificadas por grupo experimental fue de 200. (C) Cuantificación de la interacción plaqueta-B. abortus por citometría 

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 

activación fue cuantificado como binding de fibrinógeno (D) y expresión de P-selectina (E). El agonista Trombina fue 

utilizado como control para la activación 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) Cuantificación de la invasión 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 formación de complejos mixtos entre plaquetas y monocitos infectados nos llevó a postular dos 

posibles hipótesis acerca del mecanismo involucrado en este fenómeno: (1) la infección con B. abortus aumenta 

la expresión de algunas moléculas de superficie o receptores en la superficie de los monocitos, favoreciendo la 

unión específica de plaquetas; o (2) las plaquetas activadas funcionan como carrier de las bacterias, 

transportándolas hacia los monocitos y promoviendo la infección de los mismos.  

Para evaluar la primera hipótesis, 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 monocitos incubados durante 2 en ausencia de B. abortus y puestos luego en contacto con 

plaquetas (datos no mostrados). Finalmente, las muestras fueron marcadas con un anticuerpo monoclonal anti-

MHC-I (azul) y un anti-CD61 (rojo) y analizadas por microscopía confocal. Como podemos ver en la Figura 

4C, el porcentaje de infección obtenido en estas condiciones fue similar a la condición 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 número y la disposición de las mismas fue diferente a los resultados 

del experimento de coincubación de las tres poblaciones.  

Para evaluar la segunda hipótesis, las plaquetas fueron incubadas con B. abortus-GFP por 2 h. Luego, 

células THP-1 fueron puestas en contacto con la suspensión de plaquetas infectadas con B. abortus-GFP por 2 

h adicionales. Como control se utilizó una suspensión 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 utilizó la suspensión de plaquetas pre-infectadas 

con B. abortus, el porcentaje de infección de monocitos observado fue significativamente mayor (Figura 4B y 

C). Asimismo, utilizando esta aproximación experimental, se observaron complejos formados entre plaquetas 

y monocitos infectados (Figura 4B) en los cuales el número y la disposición de plaquetas eran similares a los 

observados en los experimentos de coincubación de las tres poblaciones. En concordancia con la hipótesis de la 

función 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 infección de los monocitos no induce la formación de 

los complejos plaqueta-monocito. En cambio, la interacción entre plaquetas y bacteria desencadena la activación 

plaquetaria y promueve que las plaquetas actúen como carrier de las bacterias hacia los monocitos. Como 

consecuencia, los monocitos infectados con B. abortus permanecen asociados a las plaquetas que favorecieron 

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

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 suspensión 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) Cuantificación de la invasión 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 suspensión 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). Reconstrucción en 3 dimensiones (D), Merge 

del Z-stack y vistas ortogonales (E). THP-1: PLT: Ba 1:100:100. 

 

 

Factores solubles liberados por las plaquetas median la modulación de CD54 en 

monocitos 

Previamente, demostramos que la presencia de plaquetas modula la secreción de citoquinas y 

quemoquinas proinflamatorias y la expresión en superficie de moléculas de adhesión y coestimulatorias en los 

monocitos infectados por B. abortus. Entre las moléculas inducidas se encuentra CD54 (ICAM-1). Esta 

molécula de adhesión suele verse aumentada en la membrana de monocitos bajo condiciones inflamatorias150 y 

ha sido involucrada en la formación de complejos entre leucocitos y en la adhesión al endotelio151. 

Teniendo en cuenta la importancia de CD54 para la migración y funcionalidad de monocitos en el tejido 

infectado, durante la realización de esta tesis nos preguntamos si la modulación por plaquetas requería el 

contacto físico 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 o ausencia de 

B. abortus. Como control, se utilizaron células THP-1 tratadas con sobrenadantes provenientes de bacterias 

solas. Luego, la expresión de CD54 en los monocitos fue cuantificada por citometría de flujo (Figura 5A y B). 

La estimulación con el sobrenadante proveniente de plaquetas infectadas fue suficiente para la inducción de la 

expresión 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 modulación de CD54 y sugiere que el 

contacto directo entre plaquetas y monocitos es dispensable en la modulación de, al menos, esta molécula de 

adhesión.  

Entre los diversos mediadores liberados por las plaquetas activadas, CD40L soluble (sCD40L), Platelet 

Factor 4 (PF4), Platelet Activating Factor (PAF), y Tromboxano A2 (TXA2) han sido previamente involucrados 

en la formación de complejos plaqueta-monocito en diversos contextos infecciosos77,152,153. Por lo tanto, nos 

propusimos evaluar el posible rol de estos factores en la modulación de monocitos mediada por plaquetas en el 

contexto de la infección por B. abortus. Para esto, realizamos experimentos de neutralización y/o de 

estimulación con factores recombinantes, para luego evaluar la expresión 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 neutralización de sCD40L 

generó una reversión parcial de la inducción de CD54 mediada por el sobrenadante de plaquetas infectadas 

(Figura 5C). Confirmando este resultado, la estimulación de células THP-1 con sCD40L recombinante 

incrementó leve pero significativamente la expresión de CD54 en monocitos (Figura 5D). A continuación, 

células THP-1 fueron tratadas con sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas en presencia o ausencia 

de un anticuerpo neutralizante de PF4. La neutralización de PF4 también redujo de forma parcial la inducción 

de CD54 mediada por el sobrenadante de plaquetas infectadas con B. abortus (Figura 5E). En línea con este 

resultado, el tratamiento con PF4 recombinante indujo levemente la expresión de CD54 en monocitos (Figura 

5F). Para evaluar el papel de PAF, células THP-1 fueron incubadas con la versión recombinante de este 

mediador. La exposición de células THP-1 a PAF recombinante provocó un leve pero significativo aumento en 

la expresión de CD54 (Figura 5G). Dada la falta de inhibidores o bloqueantes de TXA2, 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 estimulación de células THP-1. La inhibición de la formación de TXA2 durante la obtención de los 

sobrenadantes, revirtió parcialmente la inducción de CD54 en superficie de monocitos (Figura 5H). Por último, 

la inducción de CD54 observada por la utilización combinada de sCD40L, PF4 y PAF recombinantes fue más 

potente que la inducción obtenida por cada factor individual por separado (Figura 5I). La utilización de aspirina 

durante la obtención de sobrenadantes de plaquetas infectadas junto con la posterior neutralización con 

anticuerpos anti-sCD40L y anti-PF4 permitió revertir completamente la inducción de CD54 en monocitos 

(Figura 5J). 

 

En conjunto, nuestros resultados demuestran que no hay un único factor involucrado en la modulación 

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

sCD40L, PF4, PAF y TXA2 contribuyen de manera parcial y simultánea en este fenómeno.  
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Figura 5. Factores solubles liberados por las plaquetas median la modulación 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 citometría de flujo. La población de monocitos fue identificada en un FSC vs. SSC dot plot (A) y 

la expresión de CD54 fue cuantificada dentro de la región (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 

plaquetas 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. 

(I) Células THP-1 fueron estimuladas con una combinación de sCD40L, PF4 y PAF. (J) Células THP-1 fueron tratadas 

con sobrenadantes recolectados de plaquetas infectadas en presencia de aspirina más anticuerpos neutralizantes anti-

CD40L y anti-PF4. En todos los casos, la expresión de CD54 en superficie de monocitos fue analizada por citometría de 

flujo para todos los tratamientos. Las barras representan las veces de inducción 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 plaquetas promueven la invasión de monocitos y favorecen la contención 

bacteriana 

Como mencionamos anteriormente, la presencia de plaquetas durante la infección con B. abortus no 

solo favorece la infección de los monocitos, sino que también modula la funcionalidad de los mismos. Por este 

motivo, nos preguntamos si la presencia de plaquetas podía modular el curso de la infección 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 eliminó toda la bacteria no internalizada mediante el 

agregado de antibióticos 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 aumentó 

significativamente el porcentaje de células THP infectadas con B. abortus. Sin embargo, la presencia de 

plaquetas también aumentó la contención de la infección a tiempos prolongados (Figura 6B). Este resultado 

demuestra que, a pesar de favorecer la invasión, las plaquetas promueven la contención bacteriana dentro de los 

monocitos infectados.  
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Figura 6. Las plaquetas promueven la invasión de monocitos y favorecen la contención 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 antibióticos por 24, 48 o 72 h adicionales. (A) Cuantificación de la 

invasión de monocitos por parte de B. abortus luego de 4 h de incubación. La información esta expresada como Unidades 

Formadoras de Colonias (UFC) por ml. (B) Cuantificación de la invasión de monocitos por parte de B. abortus a diferentes 

tiempos post-infección. Los resultados fueron expresados como UFC por ml en cada punto, relativizada al recuento de 

UFC por ml obtenido para la misma condición 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 formación de complejos entre plaquetas y 

monocitos infectados, nos preguntamos si estos complejos mixtos también podían 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 analizó la presencia de complejos plaqueta-

monocito (CD14+CD61+) dentro de la región de monocitos (CD14+) por citometría 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 (expresión 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 plaquetas y monocitos durante la infección in vitro.  
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Figura 7. Las plaquetas forman complejos con monocitos en sangre entera. Análisis por citometría 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 citometría de flujo para identificar complejos 

plaqueta-monocito. (C) Cuantificación de los complejos plaqueta-monocito. Los datos fueron expresados como porcentaje 

de monocitos asociados a plaquetas (CD14+CD61+) ± SEM de tres experimentos independientes. (D) Expresión 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 plaqueta-monocito se encuentran elevados en pacientes con 

brucelosis 

Una vez confirmado el aumento en la formación de complejos en sangre periférica en el contexto de la 

infección in vitro, nos preguntamos si ocurría lo mismo en un contexto de infección por Brucella in vivo. De 

esta manera, evaluamos la presencia de complejos plaqueta-monocito circulantes en sangre periférica de 

pacientes con brucelosis crónica. 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 analizó la 

presencia de complejos plaqueta-monocito (CD14+CD61+) dentro de la región de monocitos (CD14+) por 

citometría de flujo (Figura 8A). Como se puede observar en la Figura 8B, los pacientes con brucelosis presentan 

un número elevado de complejos circulantes.  

 

 

Figura 8. Los complejos plaqueta-monocito se encuentran elevados en pacientes con brucelosis. (A) Análisis por 

citometría de flujo de sangre entera de dadores sanos o pacientes con brucelosis crónica. Las muestras de sangre fueron 

marcadas con anticuerpos anti-CD61PE y anti-CD14PerCP humanos y analizadas por citometría de flujo para identificar 

complejos plaqueta-monocito. (B) Cuantificación de los complejos plaqueta-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 crónica, nos preguntamos si la formación de complejos mixtos se encontraba restringida a los 

monocitos o podía ser extendida a otras poblaciones leucocitarias, como linfocitos y/o neutrófilos. Para evaluar 

la presencia de complejos establecidos entre plaquetas y linfocitos, sangre entera proveniente de dadores sanos 

o 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 citometría de flujo dentro del gate de linfocitos. Solamente se encontró un pequeño porcentaje de 

linfocitos asociados a plaquetas 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. Análisis por citometría de 

flujo de sangre entera de dadores sanos o pacientes con brucelosis crónica. Las muestras de sangre fueron marcadas con 

anticuerpos anti-CD61PE y anti-CD3FITC o anti-CD19PerCP humanos y analizadas por citometría de flujo. (A) Estrategia 

de análisis para la identificación de complejos formados entre plaquetas y linfocitos T. (B) Cuantificación de los complejos 

plaqueta-linfocito T (CD3+CD61+). (C) Estrategia de análisis para la identificación de complejos formados entre plaquetas 

y linfocitos B. (D) Cuantificación 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 citometría de flujo dentro de la región de células PMN (Figura 10). 

Interesantemente, los pacientes con brucelosis crónica 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 neutrófilos.  

 

 

Figura 10. Los complejos plaqueta-PMN también se encuentran elevados en pacientes con brucelosis. (A) 

Análisis por citometría de flujo de sangre entera de dadores sanos o pacientes con brucelosis crónica. Las muestras de 

sangre fueron marcadas con anticuerpos anti-CD61PE y anti-CD14PerCP humanos y analizadas por citometría de flujo 

para identificar complejos plaqueta-PMN. (B) Cuantificación de los complejos plaqueta-PMN. Los datos fueron 

expresados como porcentaje de PMN asociados a plaquetas (CD14-CD61+ dentro de la región de PMN) ± SEM de cinco 

experimentos independientes. Cada punto representa un dador independiente. 

 

 

B. abortus promueve el establecimiento de complejos plaqueta-PMN 

La presencia de complejos plaqueta-PMN circulantes en pacientes con brucelosis nos llevó a 

focalizarnos en la habilidad de las plaquetas para interactuar y/o modular la activación de estas células. En 

primer lugar, nos propusimos modelar la formación de complejos plaqueta-PMN observada en los pacientes 

mediante la infección 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 citometría de flujo 

dentro de la región de PMN. Como se puede observar en la Figura 11A-C, B. abortus fue capaz de aumentar el 

porcentaje de neutrófilos asociados a plaquetas (% de células CD14-CD61+). Sin embargo, la cantidad de 
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plaquetas adheridas por neutrófilo (intensidad de CD61 dentro de la región CD14-CD61+) permaneció constante 

(Figura 11D). A continuación, nos preguntamos acerca del tipo de interacciones establecidas entre las plaquetas 

y los neutrófilos. Para analizar esto, neutrófilos aislados fueron incubados con plaquetas en presencia o ausencia 

de B. abortus (PMN: Ba: PLT 1:100:100) por 30 minutos. Luego, los neutrófilos fueron marcados utilizando 

un anticuerpo monoclonal anti-CD11b (rojo) y las plaquetas con un anti-CD61 (verde) y las muestras fueron 

analizadas por microscopia confocal. Se pudo observar la interacción directa entre plaquetas y PMN en 

presencia de B. abortus (Figura 11E). Más aun, en este caso pudimos observar la presencia de plaquetas dentro 

de los PMN (Figura 11E). 

 

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

establecimiento de complejos plaqueta-PMN. En el contexto de esta infección, los neutrófilos no sólo 

interactúan con las plaquetas, sino que también son capaces de internalizarlas.   
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Figura 11. B. abortus promueve la formación de complejos plaqueta-PMN en sangre entera. Análisis por 

citometría 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 citometría de flujo 

para identificar complejos plaqueta-PMN. (C) Cuantificación de los complejos plaqueta-PMN dentro de la región de PMN. 

Los datos fueron expresados como porcentaje de PMN asociados a plaquetas (CD14-CD61+ dentro de la región de PMN) 

± SEM de tres experimentos independientes. (D) Expresión 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) Micrografía confocal de PMN infectados o no con B. abortus en presencia de plaquetas por 30 min. Los 

neutrófilos 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 neutrófilos. Las flechas azules indican plaquetas asociadas a neutrófilos 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 activación de PMN inducida por B. abortus 

Luego de estudiar la interacción entre plaquetas y neutrófilos en el contexto de la infección con B. 

abortus, decidimos evaluar la capacidad de las plaquetas para modular la activación de células PMN. Para esto, 

neutrófilos aislados fueron infectados con B. abortus en presencia o ausencia de plaquetas. Luego, los 

sobrenadantes de cultivo fueron recolectados para la cuantificación de IL-8 por ELISA, y la expresión de CD11b 

y CD62L (L-Selectina) en la superficie de los PMN fue analizada por citometría de flujo. Tal como fue 

demostrado anteriormente por nuestro laboratorio116, la infección con B. abortus induce la secreción de IL-8 y 

la expresión de CD11b mientras que disminuye la de CD62L (Figura 12A-C), respuesta compatible con la 

activación de PMN. La presencia de plaquetas durante la infección intensificó la secreción de IL-8 y la expresión 

de CD11b mientras que redujo aún más la expresión de CD62L en la superficie de los neutrófilos (Figura 12A-

C). Por otro lado, evaluamos el estallido respiratorio asociado a la producción de especies reactivas del oxígeno 

(ROS, por sus siglas en inglés), una función asociada a la capacidad bactericida de los fagocitos. Tal como se 

puede observar en la Figura 12D, la presencia de plaquetas durante la infección favorece la producción de ROS.  

 

En conjunto, estos resultados demuestran que las plaquetas potencian la activación y la función 

microbicida de los neutrófilos en el contexto de la infección con B. abortus.  
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Figura 12. Las plaquetas promueven la 

activación 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 activación fue analizado 

por diversas técnicas. (A) El sobrenadante de los 

PMN fue recolectado y la concentración de IL-8 

fue cuantificada por ELISA. La población de 

células PMN fue identificada en un FSC vs. SSC 

dot plot. La expresión de CD11b (B), CD62L (C) 

y la formación de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) mediante la fluorescencia de 123-

dihidrorodamina (DHR) (D) fue analizada dentro 

de la región de PMN por citometría 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 interacción plaqueta-PMN es necesaria para el estallido respiratorio, pero no 

para la expresión de CD11b en superficie 

A continuación, nos preguntamos si la modulación funcional de los neutrófilos en este contexto requería 

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

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

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

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

PMN, la expresión de CD11b y la generación de ROS fue analizada por citometría de flujo. El sobrenadante 

proveniente de plaquetas infectadas fue capaz de inducir tanto el aumento del parámetro FSC de los PMN 
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(Figura 13A-C) como la expresión 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 producción de ROS (Figura 13E).  

 

En resumen, estos resultados indican la presencia de factores solubles liberados por las plaquetas 

infectadas involucrados en la alteración del FSC y la expresión de CD11b por parte de los neutrófilos. Por lo 

tanto, la interacción directa entre ambas poblaciones podría resultar dispensable en la modulación de estos 

parámetros de activación. Sin embargo, el contacto o la interacción física entre plaquetas y PMN es necesario 

para la modulación del estallido respiratorio.  

 

 

Figura 13. La interacción plaqueta-PMN es necesaria para el estallido respiratorio, pero no para la 

expresión 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 activación fue analizado por citometría de flujo. La población de 

células PMN fue identificada en un FSC vs. SSC dot plot. El aumento del parámetro FSC de los neutrófilos fue analizado 

(A y B) y cuantificado (C). Además, también se analizó la expresión de CD11b (D) y la formación de ROS (E) dentro de 

la región. 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 plaquetas promueven la contención y eliminación de B. abortus por parte de 

los PMN 

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

En la literatura han sido descriptos diversos mecanismos intra- y extracelulares por los cuales los neutrófilos 

pueden modificar la carga bacteriana. En primer lugar, nos concentramos en los mecanismos intracelulares de 

eliminación 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 adición de antibióticos 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 infección de PMN en 

presencia de plaquetas, realizamos el recuento de UFC de plaquetas infectadas con B. abortus en ausencia de 

PMN. El número 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 contribución fue 

extraída del recuento final de UFC en todos los tratamientos. Como se puede observar en la Figura 14A, la 

presencia de plaquetas no modifica la invasión inicial de PMN por parte de B. abortus. Sin embargo, la presencia 

de plaquetas favorece la contención de la infección en periodos de tiempo más prolongados (Figura 14A). Este 

resultado demuestra que el aumento en el nivel de activación y el estallido respiratorio mediado por las plaquetas 

promueve el control y la eliminación de B. abortus dentro de los PMN infectados.  

Por otro lado, nos preguntamos si las plaquetas también pueden modular mecanismos de eliminación 

extracelulares. Para responder esto, neutrófilos aislados fueron infectados con B. abortus en presencia o 

ausencia de plaquetas a diferentes concentraciones por 1, 2 o 3 h en medio estándar sin antibióticos. Luego de 

la incubación, los PMN fueron separados por centrifugación y se realizó 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. Más aun, la presencia de plaquetas sólo favorece la 

eliminación extracelular de bacterias a 1 h post-infección (Figura 14B).  
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Figura 14. Las plaquetas promueven la contención y eliminación 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 h y luego 

incubadas con antibióticos 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 o 1:10:100 según se especifica. ** P<0.01; *** P<0.001 vs. PMN + Ba. 

## P<0.01; ### P<0.001 vs. Ba. 

 

Tanto para la eliminación 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 neutrófilos (Figura 15). En conjunto, 

estos resultados sugieren que las plaquetas inicialmente favorecen la eliminación extracelular de la bacteria y 

luego, al favorecer un aumento del nivel de activación y la formación de especies reactivas de oxígeno, 

promueven la eliminación de la bacteria fagocitada.  

 

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 o 4 h. Luego, el 

porcentaje de células expresando 7AAD y/o Anexina V fue evaluada por citometría de flujo. (A) Porcentaje de células en 

apoptosis temprana, definidas como Anexina V+/7AAD-. (B) Porcentaje de células en apoptosis tardía, definidas como 

Anexina V+/7AAD+. (C) Porcentaje de células necróticas, definidas como Anexina V-/7AAD+. Como control positivo de 

la técnica se utilizaron células tratadas con paraformaldehído (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 neutrófilos  

Diversos trabajos han descripto que las plaquetas promueven distintos pasos del proceso de 

extravasación leucocitaria tanto de monocitos como de neutrófilos en el contexto de una infección. Por lo tanto, 

el siguiente objetivo de esta tesis fue analizar el rol de las plaquetas en la modulación de la migración de 

monocitos y neutrófilos.  

En primer lugar, evaluamos la capacidad de las plaquetas para reclutar monocitos y neutrófilos al sitio 

de infección. Para ello, realizamos un clásico ensayo de quimiotaxis en placas de transwell, utilizando como 

estímulo 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 neutrófilos purificados fueron sembrados en el pocillo 

superior de la placa e incubados durante 3 h. Pasado ese tiempo, se recolectó el medio contenido en el pocillo 

inferior y se realizó 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 neutrófilos (Figura 16).  

 

Figura 16. Las plaquetas infectadas liberan quimioatractantes de monocitos y neutrófilos. Células 

mononucleares obtenidas a partir de sangre periférica (PBMC) (A) o neutrófilos 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 estímulo quimioatractante. Pasadas 3 h de incubación, el medio 

contenido en el pocillo inferior fue recolectado y se realizó el recuento de células migradas. La información está 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 activación del endotelio mediada por B. abortus  

El reclutamiento de nuevos leucocitos hacia los sitios de infección requiere que los mismos sean capaces 

de extravasar hacia los tejidos. Un factor clave en este proceso es la activación del endotelio en los sitios de 

transmigración.  

Teniendo en cuenta resultados previos de nuestro laboratorio que demuestran la capacidad de  B. abortus 

para activar al endotelio154, nos preguntamos si las plaquetas son capaces de modular este fenómeno. Para 

responder esto, células endoteliales provenientes de cultivo primario de cordón umbilical (HUVEC), y de las 

líneas celulares HMEC (Human Mammary Endothelial Cells) y HBMEC (Human Brain Microvascular 

Endothelial Cells) fueron infectadas con B. abortus en presencia o ausencia de plaquetas por 24 h. Como medida 

de la activación endotelial se utilizó la expresión en membrana de CD54 (ICAM-1), ya que su expresión resulta 

un paso clave en diferentes pasos de la extravasación leucocitaria155. 

Tal como describimos anteriormente156, la infección con B. abortus induce una leve activación del 

endotelio en los tres modelos celulares utilizados. Sin embargo, la presencia de plaquetas durante la infección 

aumenta significativamente el estado de activación del endotelio, cuantificada como el aumento de la expresión 

de CD54, en los tres modelos analizados (Figura 17). 

 
Figura 17. Las plaquetas promueven la activación del endotelio mediada por la infección con B. abortus. 

Células endoteliales provenientes de cultivo primario (HUVEC) (A), y de las líneas celulares HMEC (B) y HBMEC (C) 

fueron infectadas con B. abortus en presencia o ausencia de plaquetas por 24 h. El estado de activación de las tres 

poblaciones fue analizado mediante la expresión 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 modulación, y dilucidar si requería 

del contacto físico 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 

activación endotelial fue cuantificada como expresión 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 fenómeno (Figura 18).  

 

 
Figura 18. Sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas promueven la activación del endotelio. 

Células endoteliales provenientes de cultivo primario (HUVEC) (A), y de las líneas 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 activación de las tres poblaciones fue analizado mediante la expresión 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 plaquetas infectadas activan células HBMEC 

Como mencionamos en la introducción, las bacterias del género Brucella pueden producir diferentes 

desordenes inflamatorios3. La presentación con mayor morbilidad es la neurobrucelosis, un trastorno 

inflamatorio neurodegenerativo causado por la invasión del sistema nervioso central. Teniendo en cuenta la 

importancia de la funcionalidad endotelial de la barrera hematoencefálica en el mantenimiento de la homeostasis 

del sistema nervioso central, a continuación, profundizamos el estudio sobre la activación de células HBMEC 

inducida por sobrenadantes provenientes de plaquetas infectadas. 

La expresión de CD40 en la superficie endotelial ha sido implicada en diferentes condiciones 

patológicas 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 expresión de CD40 presenta un papel clave en la 

disrupción de la barrera hematoencefálica, asociada a la fisiopatología de la enfermedad157. Además de la 

expresión de CD54, el fenotipo activado inducido por el sobrenadante de plaquetas infectadas incluye un 

aumento significativo de la expresión de CD40 (Figura 19B) y de la secreción de IL-6, MCP-1 e IL-8 (Figura 

19C-E) en comparación a HBMEC no estimuladas. Más aun, los niveles de activación alcanzados por la 

estimulación con sobrenadantes de plaquetas infectadas son comparables con aquellos alcanzados con 

sobrenadantes de astrocitos infectados156 o IL-1β, 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 expresión de moléculas de adhesión y la 

secreción 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-1β recombinante. Luego, el estado de activación de 

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

los sobrenadantes para la cuantificación 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 vesículas denominadas 

“outer-membrane vesicles” (OMV por sus siglas en inglés, también conocidas como Blebs) que contienen 

lipopolisacárido (LPS), proteínas de la membrana externa y otros componentes bacterianos158. Para descartar la 

posibilidad de que los OMV estén involucrados en la activación endotelial de la microvasculatura cerebral, los 

sobrenadantes de cultivo fueron ultracentrifugados tal como fue descripto previamente158. Luego, las células 

HBMEC fueron incubadas con los sobrenadantes ultracentrifugados por 24 h y se evaluó su estado de activación. 

No se encontraron diferencias significativas en la activación 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 recolectó el sobrenadante 

para su ultracentrifugación. Estos sobrenadantes de B. abortus “libres de plaquetas” fueron utilizados como 

control y no fueron capaces de inducir activación de las HBMEC (Figura 20). En conjunto, estos resultados 

indican que la activación de las HBMEC depende de factores solubles liberados exclusivamente por las 

plaquetas infectadas.  

 

 
Figura 20. La activación 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 activación de las tres poblaciones fue analizado mediante la expresión de CD54 (A) en superficie. 

Además, se recolectaron los sobrenadantes para la cuantificación 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 transmigración de leucocitos a través de la 

barrera hematoencefálica 

La presencia de leucocitos en el líquido cefalorraquídeo y el parénquima cerebral ha sido previamente 

descripta como parte de la patogenia de la neurobrucelosis159. Este fenómeno, conocido habitualmente como 

pleocitosis, podría explicarse por una activación anormal de la barrera hematoencefálica inducida por la 

presencia de Brucella.  

En primer lugar, analizamos si la activación del endotelio cerebral inducida por los sobrenadantes 

provenientes de plaquetas infectadas era suficiente para promover la migración de monocitos y neutrófilos. Para 

ello, utilizamos un modelo previamente descripto de transmigración a través de la barrera hematoencefálica in 

vitro156. Brevemente, este modelo consiste en el sembrado de células de la línea 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 plaquetas incubadas en presencia o ausencia de B. 

abortus. El sobrenadante de bacterias solas fue utilizado como control. A continuación, células mononucleares 

de sangre periférica o neutrófilos purificados fueron sembrados en el pocillo superior e incubados por 3 h. 

Finalmente, se recolectó el medio contenido en el pocillo inferior y se realizó 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 transmigración tanto de células mononucleares (Figura 21B) como de neutrófilos 

(Figura 21C) a través de la barrera. 
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Figura 21. Células HBMEC activadas por plaquetas infectadas con B. abortus permiten la transmigración 

de monocitos y neutrófilos a través de la barrera hematoencefálica. Monocapas de células de la línea 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-1β recombinante.  Luego, células mononucleares de sangre periférica o neutrófilos 

purificados fueron sembrados en el pocillo superior e incubados por 3 h (A). Finalmente, se recolectó el medio contenido 

en el pocillo inferior y se realizó 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 vía de señalización de Erk1/2 se encuentra involucrada en la transmigración a 

través de la barrera hematoencefálica 

A continuación, decidimos estudiar el mecanismo molecular involucrado en la activación endotelial y 

la transmigración celular. Teniendo en cuenta que previamente ha sido demostrada la importancia de la vía de 

señalización de Erk 1/2 en la activación de células endoteliales de la vasculatura cerebral160, decidimos 
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investigar su relevancia en nuestro contexto. Para ello, células HBMEC fueron pretratadas con un inhibidor 

especifico de la vía 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 inhibición farmacológica de Erk1/2 reduce parcialmente la expresión de CD54 inducida por el 

sobrenadante de plaquetas infectadas (Figura 22A). Más aun, la secreción de citoquinas y quemoquinas por 

parte de las células HBMEC activadas también se encuentra regulada por esta vía ya que su inhibición con 

PD98059 disminuye parcialmente la secreción de IL-6, MCP-1 e IL-8 (Figura 22B-D).  

El aumento de la expresión de la molécula de adhesión CD54 en la superficie de las células endoteliales 

es uno de los pasos claves de la migración ya que permite el rolling de los leucocitos circulantes sobre el 

endotelio activado. Dada la importancia fisiológica de este paso, nos preguntamos si la inhibición de la vía de 

Erk1/2 es suficiente para impedir la transmigración 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 

hematoencefálica 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 realizó el ensayo 

de transmigración de neutrófilos tal como fue descripto. Nuestros resultados demuestran que la vía de 

señalización de Erk1/2 no sólo está involucrada en el aumento de la expresión de CD54 en la superficie de las 

células endoteliales, sino que es necesaria para la correcta transmigración de neutrófilos a través de la barrera 

hematoencefálica. (Figura 22E). 
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Figura 22. La vía de señalización de Erk1/2 se encuentra involucrada en la transmigración a través de la 

barrera hematoencefálica. 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 activación de las células endoteliales fue 

cuantificada mediante la expresión de CD54 en superficie. MIF: media de la intensidad de fluorescencia. Además, 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 plaquetas favorece la migración 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/macrófagos infectados, mecanismo usualmente conocido como 

Caballo de Troya. De esta manera, los monocitos infectados funcionan como fuente de novo para la infección 

de células de la glía161. Teniendo en cuenta que la activación de células de la glía resulta un paso crucial en la 

patogenia de la neurobrucelosis162, finalmente nos preguntamos si la presencia de plaquetas favorece la 

transmigración directa de monocitos infectados. Para ello, nuevamente utilizamos el modelo de transmigración 

a través de la barrera hematoencefálica. 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 recolectó el medio contenido en el pocillo inferior 

y se realizó el recuento de las células migradas (Figura 23A). Como control, se realizó un experimento de 

transmigración 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 migración de monocitos a través 

del endotelio (Figura 23B). Sin embargo, la presencia de plaquetas durante la infección aumenta 

significativamente el porcentaje de monocitos migrados. De esta manera, la presencia de plaquetas durante la 

infección favorecería el ingreso de monocitos infectados al sistema nervioso central, permitiendo la infección 

de células de la glía y empeorando los signos inflamatorios de la neurobrucelosis.  

 

 

Figura 23. La presencia de plaquetas promueve la migración de monocitos infectados. Monocapas de células 

de la línea 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 recolectó el medio contenido en el pocillo inferior y se realizó 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 
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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/macrófagos frente a la infección por B. abortus. En particular, nuestros resultados demuestran 

que las plaquetas interaccionan directamente con B. abortus y pueden comportarse como carriers de esta 

bacteria, promoviendo la invasión de monocitos/macrófagos. Como consecuencia de esta función carrier, las 

plaquetas permanecen asociadas y establecen complejos con los monocitos infectados. Esta interacción directa 

plaqueta-monocito, junto con la liberación de factores solubles plaquetarios, promueve la respuesta 

proinflamatoria de los monocitos infectados (Modelo 1).  

 

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 A2 (2). Además, las plaquetas funcionan como carrier 

de las bacterias hacia los monocitos, favoreciendo su infección y formando complejos con los monocitos infectados (3). 

En conjunto, las plaquetas favorecen la activación de los monocitos hacia un perfil proinflamatorio, aumentando la 

secreción de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias y la expresión de moléculas de adhesión y coestimulatorias, (4) 

que promueve la contención bacteriana dentro de los monocitos infectados (5). 

 

La importancia de los monocitos/macrófagos ha sido ampliamente descripta a lo largo de los años en el 

contexto de la infección con B. abortus. Durante las primeras etapas de la infección, los macrófagos presentan 

una significativa capacidad microbicida, contribuyendo a la contención de la infección. Sin embargo, también 

ha sido demostrado que constituyen el principal nicho replicativo de B. abortus, permitiendo la persistencia de 

la bacteria en el hospedador13,105. En nuestro laboratorio previamente demostramos que la presencia de plaquetas 

promueve la invasión de monocitos/macrófagos por parte de B. abortus. Adicionalmente, corroboramos que la 

co-incubación de las tres poblaciones lleva a la formación de complejos entre plaquetas y monocitos. Más aun, 

describimos la disposición 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 

literatura163. 

Nuestros experimentos de interacción entre B. abortus y plaquetas demuestran que ambas poblaciones 

son capaces de establecer una íntima asociación. De hecho, esta interacción resulta suficiente para desencadenar 

el proceso de activación plaquetaria. En línea con nuestros resultados, la activación plaquetaria gatillada por el 

reconocimiento de bacterias también ha sido descripta en otras infecciones. Por ejemplo, ha sido demostrado 

que el reconocimiento a través de receptores tipo TLR, receptores de complemento, FcγRII y/o diversas 

moléculas de adhesión presentes en la superficie plaquetaria funciona como mecanismo disparador de la 

activación plaquetaria en infecciones mediadas por Streptococcus sanguinis, Staphylococcus epidermidis o 

Chlamydia pneumoniae149. 

Interesantemente, nuestros resultados indican que la bacteria no sólo es capaz de unirse a las plaquetas, 

sino también de invadirlas. Estos resultados concuerdan con diversos estudios que demuestran la habilidad de 

las plaquetas activadas para internalizar bacterias como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y 

Porphyromonas gingivalis78,79,96,164. Estos estudios sugieren que la internalización podría tener consecuencias 

en el destino de la bacteria y de la infección, ya sea protegiendo a la bacteria del reconocimiento del sistema 

inmune o promoviendo la lisis bacteriana dentro del citoplasma de las plaquetas78,79,96,164. Si bien aún 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 β-defensina. En consecuencia, 

se promueve la formación de complejos plaqueta-PMN y la liberación de NETs que podrían ayudar en la 

inmovilización y eliminación de la bacteria72.  

Por otro lado, nuestros resultados sobre la formación de complejos mixtos entre plaquetas y monocitos 

infectados nos llevaron a analizar los posibles mecanismos involucrados en este fenómeno. Basándonos en 

nuestros experimentos de microscopía confocal, demostramos que las plaquetas forman complejos únicamente 

con los monocitos infectados por B. abortus. Más 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 activación plaquetaria y 

promueve el transporte de la bacteria hacia los monocitos. De esta manera, el establecimiento de los complejos 

plaqueta-monocito resulta una consecuencia de la activación plaquetaria y su funcionalidad como carrier. En 

línea con estos resultados, otros estudios in vitro han demostrado que la activación plaquetaria, en lugar de la 

activación de monocitos, es responsable de la formación de estos complejos mixtos165. Más aun, ha sido 

demostrado que la interacción directa entre P-selectina y el Ligando de P-Selectina (PSGL-1) expresado en la 

membrana del monocito es la principal vía involucrada en la formación de complejos plaqueta-monocito87,95. 

Teniendo en cuenta la gran predisposición a la cronicidad que presenta esta infección, el hecho de que un 

patógeno intracelular como B. abortus invada una población celular de vida media tan corta como las plaquetas 

podría resultar curioso. Sin embargo, en conjunto nuestros resultados apoyan la posibilidad de que la 

internalización de la bacteria por parte de las plaquetas funcione como mecanismo de evasión del sistema 

inmune. De esta manera, B. abortus podría permanecer protegida dentro de las plaquetas hasta alcanzar su nicho 

replicativo por excelencia, el monocito/macrófago.  
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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 interacción en el contexto de la infección con B. 

abortus. Nuestros resultados demuestran que la presencia de plaquetas durante la infección aumenta la expresión 

en superficie de la molécula de adhesión intercelular (ICAM-1), también conocida como CD54. Estos 

resultados, junto con resultados previos de nuestro laboratorio que muestran un aumento en la secreción de 

MCP-1166, sugieren la presencia de un posible mecanismo de retroalimentación positiva, el cual promueve el 

reclutamiento y la adhesión de monocitos circulantes al endotelio activado en los focos de infección.  

Existen muchos trabajos en la literatura describiendo la asociación entre las vías de señalización de P-

selectina y GPIIb/IIIa y las vías de señalización intracelular activadas durante el crosstalk entre plaquetas y 

leucocitos. Sin embargo, Li et al. ha propuesto que el crosstalk entre plaquetas y monocitos estaría mediado 

principalmente por la liberación de factores solubles, en lugar de la interacción célula-célula165. En línea con 

esta hipótesis, nuestros resultados demuestran que las plaquetas infectadas con B. abortus son capaces de 

modular la funcionalidad de monocitos, al menos en parte, mediante la liberación de diversos factores solubles. 

En particular, pudimos confirmar que la secreción coordinada de sCD40L, PF4, PAF y Tromboxano A2 por 

parte de las plaquetas infectadas regula la expresión de CD54 en monocitos.  

Previamente ha sido propuesto que la interacción del sCD40L proveniente de plaquetas con el receptor 

CD40 en la superficie de los monocitos modula el estado de activación de los mismos. En particular, se ha 

demostrado que esta interacción estimula la secreción de citoquinas y la actividad tumoricida de los monocitos, 

sin la necesidad de un estímulo adicional167. Corroborando la importancia de la interacción sCD40L-CD40, 

resultados previos de nuestro laboratorio demuestran que las plaquetas también son capaces de aumentar la 

expresión de CD40 en la superficie de monocitos166 (Modelo 1). 

Por otro lado, recientemente ha sido demostrado que el PF4 y el Tromboxano A2, ambos factores 

liberados por las plaquetas, están involucrados en la formación de NETs168. Más aun, PF4 previene la apoptosis 

espontanea de monocitos humanos e induce la diferenciación de los monocitos en una subpoblación específica 

de macrófagos (58). Adicionalmente, PF4 resulta un potente activador de la fagocitosis y promueve el estallido 

respiratorio de monocitos y macrófagos tanto humanos como murinos169.  

Con respecto a PAF, ha sido demostrado que la activación del receptor de PAF (PAFR) promueve la 

fagocitosis y se encuentra involucrado en el uptake de B. abortus por parte de los monocitos170. Resulta 

importante destacar que en dicho estudio los autores únicamente 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 infección. A la luz 

de nuestros experimentos, podríamos especular que el aumento en la invasión observado en presencia de las 

plaquetas se debe a la liberación 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 invasión de monocitos por parte de B. abortus a tiempos tempranos. Más aun, las 

plaquetas potencian la secreción de citoquinas y quemoquinas proinflamatorias por parte de los macrófagos 

infectados. Este microambiente, junto con la interacción directa dentro de los complejos plaqueta-monocito 
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induciría la diferenciación de los monocitos hacia perfiles más 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 contención dentro de los mismos.  

 

Por último, retomando nuestros resultados previos de la formación de complejos entre plaquetas y 

monocitos infectados, comprobamos que estos complejos plaqueta-monocito podían establecerse en sangre 

periférica. Más aun, demostramos que pacientes con brucelosis crónica presentan niveles de complejos 

plaqueta-monocito elevados en circulación. En línea con estos resultados, ha sido descripto que estos complejos 

usualmente se encuentran elevados en pacientes con enfermedades asociadas a la inflamación crónica, como es 

el caso del HIV77,153. Por lo tanto, estas observaciones sugieren que la presencia de complejos plaqueta-monocito 

en la circulación sanguínea de pacientes con brucelosis podría funcionar como indicativo diagnóstico 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 infección por B. abortus. En particular, nuestros resultados demuestran que la infección con B. 

abortus aumenta el porcentaje de complejos plaqueta-PMN en circulación. Más aun, demostramos que las 

plaquetas promueven la activación de PMN inducida por B. abortus, aumentando la contención y la eliminación 

de la bacteria dentro de los PMN infectados (Modelo 2).  

 

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 neutrófilos, (3) favoreciendo la secreción 

de IL-8, la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS), la expresión en superficie de CD11b y la disminución de 

CD62L (4). En conjunto, las plaquetas favorecen los mecanismos extra- e intracelulares de eliminación bacteriana, 

permitiendo la contención de la infección (5). 

 

Extendiendo los resultados obtenidos en la primera parte de la tesis, demostramos que los pacientes con 

brucelosis no sólo 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 circulación171,172. Sin embargo, y en línea con 

nuestros resultados, ese porcentaje se encuentra elevado en patologías de diversa etiología, como infecciones, 

inflamación estéril, autoinmunidad y metástasis de diversos tipos de cáncer173–176.  

En la primera parte de este trabajo, demostramos que la disposición de las plaquetas en los complejos 

plaqueta-monocito era muy particular dado que las plaquetas rodeaban completamente a los monocitos 

formando rosetas166. Este descubrimiento nos condujo a profundizar el análisis de la disposición de las plaquetas 

dentro de los complejos plaqueta-PMN. Nuestros resultados de microscopía confocal demuestran que las 

plaquetas son capaces de unirse directamente a los neutrófilos, 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 patologías inflamatorias, con una disposición similar a la mostrada en este 

trabajo176,177. 

Sorprendentemente, nuestra aproximación experimental nos permitió 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, podríamos hipotetizar que la internalización de plaquetas infectadas por 

parte de los PMN aumentaría la invasión de PMN por B. abortus. Sin embargo, nuestros resultados demuestran 

que la presencia de plaquetas no modifica la invasión inicial de PMN por B. abortus. Si bien algunos trabajos 

publicados demuestran cierta resistencia de B. abortus a la acción microbicida de los neutrófilos111,178, nuestros 

resultados demuestran que la presencia de plaquetas promueve la contención extracelular de la carga bacteriana 

a tiempos cortos, y la contención intracelular de la infección en tiempos más prolongados. En línea con estos 

resultados, ha sido previamente demostrado que las plaquetas pueden favorecer la fagocitosis de diversas 

bacterias por parte de los PMN179,180 así como la formación de NETs181,182. Adicionalmente, las plaquetas pueden 

promover la liberación de ROS y mieloperoxidasa (MPO) favoreciendo la contención tanto extra- como 

intracelularmente183. 

En este trabajo también demostramos que las plaquetas promueven la activación de los PMN en el 

contexto de la infección con B. abortus, evidenciada por un aumento en la secreción de IL-8, la inducción de 

CD11b y la disminución de CD62L en superficie. Además, las plaquetas favorecen la actividad microbicida de 

los PMN, tal como fue demostrado por un aumento del estallido respiratorio. En línea con estos resultados, ha 

sido probado que la interacción directa con plaquetas aumenta la activación de neutrófilos, cuantificada como 

expresión de CD11b184,185. Más aun, estudios realizados in vivo muestran que el establecimiento de complejos 

plaqueta-PMN, mediados principalmente por la interacción entre P-Selectina y PSGL-1186–189, es un paso clave 

para el reclutamiento de neutrófilos al tejido inflamado. Adicionalmente, estudios in vitro demostraron que las 

plaquetas son capaces de realizar el priming de los neutrófilos, aumentando la afinidad de las integrinas y la 

respuesta adhesiva a quemoquinas190. Por otro lado, las plaquetas son capaces de tapizar el endotelio durante la 

inflamación, lo cual funcionaría como puente entre los neutrófilos previamente activados por las plaquetas, y 

las células endoteliales191. La interacción mediada por P-Selectina ha sido identificada como el paso clave para 

la activación mutua entre leucocitos y células endoteliales126,175,192. De acuerdo con estas evidencias, nuestros 

resultados demuestran un aumento en la secreción de IL-8, sugiriendo un ciclo de retroalimentación positiva, el 

cual favorecería el reclutamiento y la adhesión de PMN circulantes al endotelio activado en el sitio de infección.  

Como mencionamos anteriormente, si bien tanto P-Selectina como GPIIb/IIIa se encuentran 

normalmente asociados a las vías de señalización activadas durante el crosstalk entre plaquetas y leucocitos, Li 

et al. han sugerido que este crosstalk estaría mediado principalmente por factores solubles84. Por ejemplo, ha 

sido probado que PAF induce el priming de PMN y el aumento de la expresión de CD11b193,194 en superficie, 

mientras que PF4 (CXCL4) induce la activación de PMN mediante su reconocimiento por CD11b195. De manera 

similar, nuestros experimentos realizados con medios condicionados indican la presencia de factores solubles 

liberados por las plaquetas infectadas involucrados en la modulación del FSC y la expresión de CD11b. Sin 

embargo, el contacto directo célula-célula es necesario para la modulación del estallido respiratorio. Este 
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resultado podría ser explicado teniendo en cuenta que las plaquetas expresan de manera constitutiva el ligando 

de TREM-1, el cual induce la activación de los PMN, la fagocitosis y la producción de ROS al ser reconocido 

por su receptor196. Específicamente, ha sido demostrado que las plaquetas tienen una gran capacidad de 

aumentar el estallido respiratorio inducido por LPS, obteniendo resultados similares a los obtenidos por 

inducción directa de los PMN con un anticuerpo agonista especifico de TREM-1197–199. En ese trabajo, 

Haselmayer et al. demostraron que la activación de TREM-1 es necesaria para la iniciación del estallido 

respiratorio. Sin embargo, la formación de complejos plaqueta-PMN se encuentra estabilizada por otras 

interacciones, ya que el establecimiento de estos complejos no pudo ser bloqueado utilizando anticuerpos anti-

TREM-1 o ligando de TREM-1 soluble199. Más aun, estos autores corroboraron la importancia de la interacción 

entre P-Selectina y PSGL-1 en el establecimiento de los complejos plaqueta-PMN199, tal como había sido 

previamente descripto en la literatura186–189. 

Algunos de los resultados obtenidos a partir de estudios realizados in vitro con neutrófilos aislados han 

sido controversiales acerca de la capacidad de contener a B. abortus106,111,113,114,116,200. Nosotros, en cambio, 

tuvimos en consideración la presencia de otras poblaciones celulares relevantes en el contexto de las infecciones. 

En particular, demostramos que la presencia de plaquetas aumenta la capacidad microbicida de los PMN, 

mejorando la contención de la infección tanto dentro de los PMN como en el medio extracelular. Más aun, 

nuestros experimentos de recuento bacteriano sugieren una diferencia temporal en la modulación ejercida por 

las plaquetas sobre las actividades microbicidas del PMN. Eso se debe a que las plaquetas favorecerían los 

mecanismos de eliminación extracelular dentro de la primera hora post-infección mientras que parecen 

aumentar los mecanismos intracelulares en tiempos más prolongados.  

.  
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En la tercera parte de esta Tesis, nos abocamos a dilucidar el rol de las plaquetas en la migración de 

monocitos y neutrófilos en respuesta a la infección por B. abortus. En conjunto, nuestros resultados demuestran 

que las plaquetas infectadas tienen la capacidad de reclutar monocitos y neutrófilos al sitio de infección 

mediante la liberación de quimioatractantes solubles. Así mismo, estas plaquetas infectadas promueven la 

activación del endotelio, fomentando la secreción tanto de quemoquinas y citoquinas proinflamatorias como la 

expresión de moléculas de adhesión. En conjunto, estos mecanismos favorecen la extravasación de monocitos 

y neutrófilos (Modelo 3).  

 

Modelo 3. Las plaquetas son capaces de reconocer la presencia de B. abortus (1) y activarse, liberando factores 

solubles (2) que inducen la activación de células HBMEC (3). Esta activación, caracterizada por la secreción de IL-6, IL-

8 y MCP-1 y el aumento de CD40 y CD54 en superficie, promueve la transmigración de monocitos y neutrófilos a través 

de la barrera endotelial (4). De esta manera, los monocitos y neutrófilos infectados que atraviesan la barrera podrían 

funcionar como fuente de infección 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 monocitos, entre las que podemos destacar la β-tromboglobulina 

(CXCL7), PF4 (CXCL4), RANTES (CCL5) y el Leucotrieno B4201–204. De esta manera, en primer lugar, nos 

preguntamos si las plaquetas infectadas con B. abortus son capaces de reclutar monocitos y/o PMN hacia el 

sitio de infección. Nuestros resultados indican que el sobrenadante de plaquetas infectadas induce la quimiotaxis 

tanto de monocitos como de neutrófilos hacia el sitio de infección. Este resultado se encuentra íntimamente 

relacionado con la capacidad de las plaquetas para aumentar las propiedades adhesivas tanto de los 

monocitos/macrófagos como de los PMN, mencionadas en las secciones anteriores88–93.  
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En condiciones fisiológicas, las células endoteliales presentes en la vasculatura de tejidos no inflamados 

tienen como funciones principales el mantenimiento de la fluidez sanguínea y el control de la permeabilidad 

vascular29,31,205,206. En estas condiciones, las células endoteliales en reposo no interaccionan con los leucocitos 

circulantes ya que las proteínas de interacción necesarias se encuentran principalmente retenidas en el interior 

celular31–33. Sin embargo, frente a un estímulo inflamatorio como puede ser la infección con B. abortus207, el 

endotelio vascular se activa rápidamente movilizando estas moléculas de adhesión hacia la membrana 

extracelular208. En línea con estas observaciones, nuestros resultados demuestran que, si bien la infección con 

B. abortus induce una leve activación de los tres tipos de endotelios analizados, la presencia de plaquetas durante 

la infección aumenta significativamente el estado de activación de los mismos. El aumento en la expresión de 

CD54 y CD40 en las células endoteliales remarca la función de las plaquetas como amplificadoras de la 

inflamación endotelial209.  De acuerdo con estos resultados, otros autores han demostrado que la interacción con 

plaquetas activadas induce significativamente la expresión de CD62E (E-Selectina), CD106 (VCAM-1) y CD54 

(ICAM-1) en la superficie de células HUVEC, aun en ausencia de otros estímulos inflamatorios210.  

La integridad de la barrera hematoencefálica es esencial para la protección del sistema nervioso central 

frente a posibles patógenos y/o toxinas sistémicas. La disfuncionalidad endotelial o la activación del endotelio 

en esta barrera es responsable de la patogénesis de una variedad de patologías del sistema nervioso central42, 

incluyendo muchas de origen infeccioso152,156,211. Resultados previos de nuestro laboratorio indican la capacidad 

de B. abortus para inducir la inflamación del parénquima cerebral, a través de la activación de las células 

endoteliales de la barrera hematoencefálica156. En este trabajo, profundizamos el estudio del fenómeno y 

demostramos que la presencia de plaquetas durante la infección con B. abortus potencia el estado de activación 

de las células HBMEC. Concomitantemente, demostramos que esta modulación es independiente del contacto 

directo entre plaquetas y células endoteliales. Además del aumento de las moléculas de adhesión, las plaquetas 

activadas inducen la secreción 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 dañar células 

endoteliales reportada en la literatura71,212. A su vez, trabajos realizados in vivo han demostrado que las plaquetas 

son uno de los primeros componentes celulares arrestados en el endotelio inflamado213 promoviendo su 

activación y permitiendo el posterior arresto de otros leucocitos circulantes. En paralelo, diversos trabajos han 

descripto la presencia de micropartículas derivadas de plaquetas que favorecerían el reclutamiento de nuevos 

leucocitos al foco de infección214–216.  

Resultados recientes de nuestro laboratorio revelaron el mecanismo fisiopatológico utilizado por B. 

abortus para atravesar la barrera hematoencefálica. Estos estudios demostraron que B. abortus es incapaz de 

atravesar la barrera hematoencefálica 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 

hematoencefálica (demostrado a partir de un modelo in vitro) dentro de lo monocitos infectados, mecanismo 

conocido como Caballo de Troya161. En línea con estos resultados, en este trabajo demostramos que la activación 

del endotelio por parte de las plaquetas infectadas favorece la transmigración tanto de monocitos como PMN 

en el modelo in vitro. Más aún, la presencia de plaquetas promueve el proceso de transmigración 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 transmigración o “hot spots” a través de la interacción de CD40, CD40L y L-Selectina213. Al 

mismo tiempo, ha sido descripto que factores solubles liberados por las plaquetas también pueden controlar la 

extravasación de leucocitos en pasos posteriores a la transmigración a través del endotelio activado190,202,217.  

Trabajos realizados in vivo en modelos de alergia y de inflamación pulmonar no-alérgica, han 

demostrado que la presencia de plaquetas es absolutamente necesaria para el reclutamiento de neutrófilos hacia 

los tejidos inflamados213,218,219, dado que la depleción de plaquetas resulta en la abolición casi completa de la 

adherencia y transmigración vascular tanto de neutrófilos como de monocitos en vénulas de bajo calibre213. De 

esta manera, en nuestro contexto, los monocitos y/o PMN infectados con B. abortus podrían funcionar como 

fuente de bacteria para la infección de novo de otros tipos celulares dentro del parénquima cerebral, como son 

la microglía y los astrocitos161.  Recíprocamente, también hemos demostrado que células de la glía infectadas 

con B. abortus liberan una serie de mediadores inflamatorios156. Estos mediadores favorecen la entrada de 

nuevas células infectadas desde la circulación periférica, aumentando la infección y la consecuente disfunción 

de la barrera a través de un círculo vicioso patogénico. La capacidad de las plaquetas infectadas para aumentar 

la transmigración de monocitos y neutrófilos demostrada en esta tesis empeoraría esta situación, agravando las 

consecuencias y/o morbilidades de la neurobrucelosis.  

La vía de las MAPK (mitogen-activated protein kinase) ha sido asociada con diversos procesos 

biológicos como la activación y diferenciación celular, proliferación celular, y apoptosis220. En particular, la vía 

de Erk1/2 se encuentra involucrada en la activación de las células HBMEC160 y en la permeabilidad endotelial221. 

Nuestros experimentos de inhibición farmacológica determinaron que la vía de Erk1/2 efectivamente está 

involucrada en la activación de células HBMEC inducida por sobrenadantes provenientes de plaquetas 

infectadas. En este caso, demostramos que esta vía se encuentra implicada en la expresión de CD54 en 

superficie, necesaria para la transmigración de neutrófilos. Los inhibidores farmacológicos de MAPK, tales 

como el imidazol, han sido previamente identificados como drogas antiinflamatorias útiles para patologías 

infamatorias del SNC222. De esta manera, nuestros resultados sugieren la posibilidad de inhibir la activación de 

la vía de Erk1/2 como estrategia terapéutica en casos graves de neurobrucelosis, restringiendo de este modo el 

deterioro de la barrera hematoencefálica y reduciendo potencialmente la morbilidad de la patología.  

 

En conjunto, los resultados presentados en este capítulo describen los mecanismos implicados en la 

activación endotelial mediada por plaquetas infectadas con B. abortus. En particular, centramos nuestros 

estudios en la activación de células endoteliales de la microvasculatura cerebral, estudiando cómo las plaquetas 

promueven el cruce de monocitos y neutrófilos a través de la barrera hematoencefálica. Esto mecanismos 

podrían contribuir a un aumento en la infección de las células gliales, produciendo y estimulando la respuesta 

inflamatoria ejecutada por la activación de las células gliales, empeorando de esta manera el cuadro de 

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

  



 

Conclusiones Finales 

En este trabajo abordamos el estudio del rol de las plaquetas como encargadas de la modulación de la 

respuesta inmune innata frente a Brucella abortus. En la primera parte del trabajo, nos centramos en el estudio 

de la población de monocitos/macrófagos y entre las conclusiones de esta parte podemos destacar que:  

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

reconocimiento.  

• Las plaquetas funcionan como carriers de la bacteria hacia los monocitos, favoreciendo su 

infección y dando lugar a complejos plaqueta-monocito.  

• La presencia de plaquetas, ya sea por interacción directa o mediante la liberación de factores 

solubles, induce la activación de monocitos hacia un perfil proinflamatorio. De esta manera, si 

bien favorecen su invasión inicial, las plaquetas promueven la contención bacteriana dentro de 

los monocitos infectados.  

• Los pacientes con brucelosis crónica presentan niveles elevados de complejos plaqueta-

monocito en circulación.  

 

A continuación, nos focalizamos en la modulación de las células polimorfonucleares o neutrófilos, 

destacándose las siguientes conclusiones: 

• Los pacientes con brucelosis crónica también presentan niveles elevados de complejos 

plaqueta-PMN en circulación. 

• La presencia de plaquetas, también promueve la activación de los PMN hacia un perfil 

proinflamatorio y sus funciones microbicidas. 

• En este caso, la modulación de CD11b y del tamaño celular es mediada por factores solubles 

liberados por las plaquetas. Por el contrario, la modulación del estallido respiratorio requiere 

de la interacción directa entre PMN y plaquetas.  

• La presencia de plaquetas promueve la eliminación extracelular de B. abortus a tiempos 

tempranos, y la contención intracelular dentro de los PMN infectados a tiempos más tardíos.  

 

Por último, nos centramos en la capacidad de las plaquetas para modular la migración y extravasación 

tanto de neutrófilos como de monocitos, y la modulación de la activación del endotelio. Las principales 

conclusiones de esta sección son las siguientes: 

• Las plaquetas liberan quimioatractantes que atraen tanto a neutrófilos como a monocitos. 

• Las plaquetas promueven la activación del endotelio, tanto mediante la liberación de factores 

solubles como a través de la interacción directa con células endoteliales.  

• La activación de la barrera hematoencefálica por factores secretados por plaquetas infectadas 

promueve la transmigración de monocitos y neutrófilos in vitro.  
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• El aumento de la transmigración de células a través de la barrera hematoencefálica mediada por 

las plaquetas depende de la activación de la vía de señalización de ERK1/2. 

 

Teniendo en cuenta todos nuestros resultados hasta el momento, hemos ampliado significativamente la 

visión del rol de las plaquetas en el contexto de la infección con B. abortus. Las plaquetas participan al activarse 

frente a la infección e interaccionar directamente tanto con monocitos como con neutrófilos, estableciendo 

complejos. Estas interacciones promueven la diferenciación de ambas poblaciones celulares hacia perfiles más 

proinflamatorios con un mayor potencial microbicida, contribuyendo a la resolución de la infección. En este 

contexto, las plaquetas podrían reducir la carga bacteriana en circulación, fomentando el uptake y la restricción 

de B. abortus dentro de los monocitos y los PMN. Sin embargo, Brucella es capaz de evadir los mecanismos 

tempranos de defensa, estableciendo una infección crónica. De hecho, ha sido previamente descripto que los 

pacientes con brucelosis crónica usualmente presentan trombocitopenia, la cual se encuentra normalmente 

asociada a una mayor severidad de la patología223,224. Si bien las causas que podrían explicar el descenso del 

recuento plaquetario son variadas, nuestros resultados sugieren que la formación de complejos plaqueta-

monocitos y plaqueta-PMN podría contribuir, al menos en parte, a disminuir la cantidad de plaquetas libres en 

circulación. Esta hipótesis y otros mecanismos y factores posiblemente involucrados aún requieren ser 

explorados. 

Por otro lado, nuestros resultados demuestran que las plaquetas no sólo modulan la activación 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 plaquetas median un aumento de la 

activación del endotelio en sitios clave de transmigración, favoreciendo el reclutamiento de nuevos leucocitos 

y la posterior migración de los mismos a través del endotelio. Nuestros resultados sugieren que las plaquetas 

podrían favorecer la infección de células gliales, iniciando la respuesta inflamatoria característica 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 

infección por B. abortus. Históricamente ha habido grandes controversias acerca del papel de las plaquetas 

durante las infecciones ya que pueden jugar un rol beneficioso o perjudicial, dependiendo del patógeno 

involucrado en la infección. Pero, ¿cuál es el rol de las plaquetas en el desarrollo de la brucelosis humana? 

Nuestros resultados sugieren que, en las etapas tempranas de la patología, las plaquetas favorecerían la 

contención bacteriana por parte del sistema inmune innato. Más aun, la modulación de la actividad endotelial 

asociada a la interacción con plaquetas podría favorecer la extravasación de leucocitos, necesaria para la 

posterior contención y/o erradicación de la infección. Sin embargo, como mencionamos anteriormente, B. 

abortus es capaz de evadir al sistema inmune y establecer una infección crónica, usualmente asociada a una 

disminución en el recuento plaquetario. En este contexto de cronicidad, la presencia de plaquetas podría 
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favorecer la migración de leucocitos a través de la barrera hematoencefálica, iniciando la infección de células 

de la glía y la respuesta inmune inflamatoria asociada con la fisiopatología de la neurobrucelosis.  
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