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La respuesta inmune 6ptima a patégenos
bacterianos intracelulares como Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium,
Mycobacterium tuberculosis y Brucella abortus,
depende de la inmunidad adquirida mediada
por células, la activacién de macréfagos y las
interacciones entre las diferentes subpoblaciones
de linfocitos T.

La Brucella abortfus, es una bacteria
intracelular facultativa que infecta humanos y
animales domésticos como los bovinos, a los cua-
les puede causar aborto espontdneo. La Brucella
se replica en los fagocitos mononucleares del
hospedero, alli sobrevive, escapando a los me-
canismos extracelulares de respuesta, tales como
el complemento y los anticuerpos. En general la
patogénesis inducida por los agentes infecciosos
intracelulares es el producto de una serie de
interacciones entre el patégeno, las células del
hospedero infectado y diferentes elementos del
sistema inmune.

En esta revisién se describirdn algunos expe-
rimentos realizados con Brucella abortus para ilus-
trar algunas de sus interacciones con el sistema
inmune.

1. La Brucella abortus induce un perfil de
citoquinas tipo 1 similar en linfocitos T de
murinos, bovinos y humanos.

Las citoquinas son moléculas claves que de-
terminan si la respuesta inmune es o no protec-
tora. La divergencia hacia células Th2
(ayudadoras) o th1 (citotéxicas) es regulada por
la respuesta inmune natural contra la infeccién.
La IL-12 y la IL-4 han sido identificadas como
citoquinas inductoras de la respuesta celular Th1
o Th2 respectivamente. Utilizando RT-PCR para
los perfiles de transcripcién o ELISA para los
productos secretados, se demostré que
monocitos humanos expresaron transcriptos de
RNAm para la IL-12 a las 4 horas y secretaron

IL-12 24 horas después de la estimulacién con
las Brucella abortus in vitro. También se demostr6
que células de bazo murino expresaban el gen
de la IL-12. Esta produccién temprana de IL-12
durante la infeccién con B. abortus es de vital im-
portancia para activar la via de células Th1 que
producen IFN -y. En el modelo bovino y murino
el perfil de citoquinas fue similar, observandose
un aumento de transcriptos para el INF-yy, pero
no para IL-2 o IL-4, concluyendo que, el perfil
de transcripcién de citoquinas, asi como los pro-
ductos secretados son similares entre células T
de murinos, bovinos y humanos, después de la
estimulacién con B. abortus .

2. El Papel de los linfocitos CD8+ y CD4+ en
el control de la infecci6n.

Para determinar la contribucién de células
CD4+ y CD8+ en el control de brucellosis, el nii-
mero de bacterias fue monitoreado en bazo de
ratones defectuosos (knockout) para el gen que
codifica moléculas del CMH clase I y clase IT y
ratones control C57BL/6. Durante cuatro sema-
nas post-infeccién, los animales fueron sacrifi-
cados semanalmente y se contaron las unida-
des formadores de colonias (UFC). La brucellosis
murina fue severa en animales con deficiencia
funcional de células T CD8+ (en los ratones de-
ficientes en la expresiéon de moléculas del CMH
clase I), después de la primera semana post-
infeccion, las UFC de B. abortus aumentaron dos
logaritmos mas que ratones defectuosos para el
CMH clase II, demostrando el papel de las célu-
las T CD8 + sobre la inmunidad mediada por
células en la brucellosis murina. EIl perfil de
transcripcién de citoquinas indicé que los
esplenocitos infectados con Brucella de tres ce-
pas de ratones, exhibié un perfil de citoquinas
tipo 1 detectdindose un marcado incremento en
el nivel de expresién de transcriptos de RNAm
para el IFN g en ratones “knockout” para el CMH
clase 1.
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Para dilucidar el trabajo en red de las
citoquinas y su posible papel en el aumento de
la resistencia o susceptibilidad a B. abortus, se
midieron IL-10 y el TGFB1 en el sobrenadante de
cultivos de esplenocitos, en los cuales no se de-
tect6 la produccién de TGFB1 en ninguna de las
tres cepas de ratones, pero cantidades sustancia-
les de IL-10 fueron detectadas en células de bazo
de ratones defectuosos para el CMH I, que te-
nian una deficiencia funcional de células T CD
8+, proponiéndose entonces, que las células T
CD8+ pueden inhibir la produccién de IL -10 .

Para definir mejor los mecanismos usados por
las células T CD8+ para controlar la infeccién por
B. abortus, se determiné un perfil de transcrip-
cién de citoquinas, donde no se observé ningin
incremento en la expresién de RNAm para la IL-
2y IL-4 en células T CD8+ de ratones control y
defectuosos para el CMH II infectados con B.
abortus; sin embargo, los altos niveles de expre-
sion de RNAm para el IFNy obsevados en los
LT CD8+ de ratones defectuosos para el CMHII
comparados con LT CD8+ de ratones defectuo-
sos para el CMH clase I, puede servir como un
mecanismo compensatorio para la deficiencia de
LT CD4+. ElIFN-y juega un papel centralenla
resistencia adquirida contra bacterias
intracelulares en ratones, esta citoquina regula
la actividad microbicida del macréfago e induce
el desarrollo de células Thl; ademads, es uno de
los mecanismos més importantes por el cual las
subpoblaciones de células T ayudan al sistema
inmune a controlar la infeccién.

3. Presentaciéon de pétidos en el contexto de
CMH clase I por una linea de macréfagos
transfectados con genes de Brucella.

El complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) presenta antigenos endégenos que son
sintetizados por las células presentadoras de
antigenos y procesados dentro el citosol, luego
los proteosomas cortan los antigenos en péptidos,
los cuales son transportados hacia el lumen del
reticulo endopldsmico, alli los péptidos se unen
a moléculas del CMH clase I, las cuales son lle-
vadas a la superficie de la célula. En este traba-
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jo los genes GroEs, GroEl, uvrA,y L7/L12 de
Brucella, que codifican productos
inmunodominantes, fueron subclonados dentro
de un vector de expresién, estos constructos fue-
ron transfectados a una linea celular de
macréfagos (RAW 264.7), los cuales se cultiva-
ron en presencia de linfocitos T murinos sensibi-
lizados con Brucella para medir la respuesta
proliferativa de células T. Cuando a este medio
se le agreg6 un anticuerpo monoclonal anti-CD4,
los linfocitos T sensibilizados proliferaron con
los macréfagos transfectados con los genes GroEl
o L7/L12 ;sin embargo, cuando se adicion6 anti-
CD8 o anti-CMH clase I, la proliferacién se anu-
16, sugiriendo que el reconocimiento de los
péptidos estuvo restringido a las moléculas del
complejo de histocompatibilidad de clase I
(CMH I ), dependiente de las células T CD8+.
Los macréfagos transfectados, fueron irradiados
con rayos gamma y transferidos a ratones BALB/
¢, en los cuales indujeron una inmunidad
protectiva parcial contra la infeccién por abortus.

4. Inmunizaciones genéticas como una nueva
estrategia para inducir proteccién mediada
por células T CD8+.

La inmunizacién genética es una técnica sim-
ple y eficiente para sensibilizar células T, que
involucra la inyeccién de un plasmido de expre-
sién dentro de un animal (por medio de inyec-
cién directa o por bombardeo de particulas
usando una pistola de genes), que codifica el
antigeno de interés.

Las inmunizaciénes con DNA han inducido
exitosamente la actividad de linfocitos T
citot6xicos restringidos al CMH de clase I, con-
firiendo proteccién contra diferentes patégenos
como el virus de la influenza, virus de la rabia,
virus de la Hepatitis B, malaria, Leishmaniosis y
tuberculosis entre otras. Esta misma tecnologia
podria ser aplicada para probar la habilidad es-
pecifica de los genes de la Brucella tales como el
GroEl, L7/L12 para conferir inmunidad
protectiva.
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