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Resumen

La brucelosis es una enfermedad infecciosa cronica, zoondtica, de amplia distribucion mundial causada por
bacterias del género Brucella spp. En las especies animales susceptibles, el principal y muchas veces tnico
signo clinico es el aborto. El aborto, ademas de producir pérdidas econdomicas en las explotaciones pecuarias,
es el elemento mas importante para que la enfermedad se disemine y perpetiie, generando también problemas
en la salud publica. Sin embargo, es muy poco lo que se conoce acerca de los mecanismos moleculares que lo
ocasionan. Brucella spp. muestra un especial tropismo por el tero gestante en el ultimo tercio de la prefiez,
donde sobrevive y se reproduce en el interior de los trofoblastos. El alto nimero de bacterias dentro de los
trofoblastos desencadena la apoptosis de las células infectadas por estrés del reticulo endoplasmico. La
destruccion masiva de trofoblastos resulta en una placentitis fibrino-necrotica, que dificulta el intercambio
nutricional y gaseoso entre la madre y el feto, y la interrupcion de la gestacion se produce cuando los
placentomas sobrevivientes no son suficientes para mantener activa la gestacion. La interaccion de Brucella
con los trofoblastos no se ha estudiado en detalle, y muchos eventos de esa interaccion, se infieren a partir de
las observaciones en otros tipos celulares. En este articulo se describen los factores de virulencia de Brucella
que intervienen en la adherencia, invasion y replicacion intratrofoblastica de la bacteria, y las consecuencias
locales que desencadena, y se discute la accidon preventiva de la vacunacion sobre el aborto. Finalmente se
muestran varios modelos de estudio in vitro o ex vivo disponibles que no han sido explotados y que podrian
brindar mayores datos sobre la patogenia molecular del aborto por Brucella.
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Review of the molecular pathogenesis of Brucella abortion

Abstract. Brucellosis is a global chronic zoonotic infectious disease caused by bacteria of the genus Brucella
spp. It causes economic losses in livestock and public health problem. Abortion is the main clinical sign
and is the most important vehicle for dissemination and maintenance of the disease. However, knowledge
of the molecular mechanisms of the abortion is very limited. Brucella spp. shows a special tropism for the
pregnant uterus in the last third of the gestation, where it survives and replicates inside the trophoblasts.
The high number of bacteria within trophoblasts induces apoptosis of infected cells due to endoplasmic
reticulum stress. The massive destruction of trophoblasts leads to fibrino-necrotic placentitis, which
prevents nutritional and gas exchange between the mother and the fetus. Interruption of pregnancy occurs
when healthy placentomes are not sufficient to maintain the gestation. The interaction between Brucella
and trophoblasts has not been studied in detail, and many scenarios of this interaction are inferred from
observations in other cells. This article discusses the Brucella virulence factors that are part of the adhesion,
invasion and intratrophoblastic replication of the bacteria, and the local consequences that occur, together
with the preventive action of the vaccines on the abortion. Finally, several available in vivo and ex vivo
models of study that have not been fully explored and that could help obtain more information about the
molecular pathogenesis of Brucella abortion are presented.
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INTRODUCCION

Brucella es una bacteria cocobacilar Gram negativa,
aerobia/microaerofila, no motil, no esporulada ni
encapsulada, perteneciente a la familia a/fa-Proteobacteria.
Al igual que otros agentes patogenos de la misma familia,
tales como Bartonella, Rickettsia y Anaplasma, presenta un
estilo de vida parasitico intracelular. Las bacterias del género
Brucella se encuentran filogenéticamente relacionadas con
patdgenos oportunistas del género Ochrobactrum como asi
también con bacterias asociadas a plantas, como es el caso
de los géneros Sinorhizobium y Agrobacterium (Moreno et
al. 1990).

El género Brucella es un género bacteriano en
expansion. En la actualidad consta de 12 especies, cuya
clasificacion se basa tradicionalmente en la preferencia por
el hospedador. De las 6 especies tradicionales, B. abortus
afecta principalmente a bovinos, B. melitensis a caprinos
y ovinos, B. canis a caninos, B. ovis a ovinos, B. suis a
porcinos y B. neotomae a roedores. En los ultimos afios se
han aislado e identificado nuevas especies, como B. ceti de
cetaceos como ballenas y delfines, B. pinnipediae a partir
de las focas y elefantes marinos, B. microti aislada a partir
de un roedor de campo (Microtus arvalis) y del suelo en
Europa Central, B. inopinata, aislada de anfibios y ratas
australianas, B. vulpis de dos zorros colorados en Austria,
y B. papionis aislada de babuinos (monos) (Roop et al.
2021) (Tabla 1). Asimismo, hay un grupo de aislamientos
denominados “atipicos” que esperan ser taxonomicamente

descritos y confirmados como nuevas especies dentro
del género Brucella (Jay et al. 2020, About et al. 2023,
Hernandez-Mora et al. 2023).

Brucella spp. es el causante de la brucelosis, una
enfermedad infecciosa cronica distribuida en todo el
mundo, que se caracteriza por afectar a un variado rango
de hospedadores, como se menciono6 previamente, que van
desde roedores a anfibios, y de ungulados a mamiferos
marinos y al hombre. En los animales susceptibles
la principal, mas importante y muchas veces Unica
manifestacion clinica en las hembras es el aborto, asi
como la inflamacién de vesiculas seminales, epididimos y
testiculos en los machos (Carvalho Neta et al. 2010). El
aborto es crucial para el ciclo de vida de Brucella, ya que es
la forma en que la bacteria se asegura la exteriorizacion en
gran nimero y la potencial transmision a otro hospedador
susceptible. A pesar de la importancia que tiene la brucelosis
como enfermedad reproductiva y de los inconvenientes
econdmicos para las explotaciones pecuarias y de salud
publica que representa, los conocimientos acerca de los
mecanismos involucrados en la inflamacion placentaria y
el aborto son limitados.

El objetivo de este articulo de revision es integrar
los conocimientos acerca de los mecanismos moleculares
utilizados por la bacteria para colonizar los trofoblastos
placentarios y describir los procesos que se desencadenan
durante la interaccion Brucella: placenta y que llevan a la
interrupcion de la gestacion.

Tabla 1. Especies del género Brucella reconocidas hasta el presente y sus caracteristicas principales.

Especie Numero de biovares Hospedador primario  Otros hospedadores Asl;icl:::li(;e la Potencial zoonético
B. melitensis 3(1-3) Cabras Ove; as, camellos y Lisa Alto
bovinos

Suidos (bv 1-3), Liebres Bovinos. caninos

B. suis 5(1-5) (bv2), ciervos, caribu ca rinos’ ’ Lisa Moderado a alto
(bv4), roedores (bv5) P
Bovinos, btfalos Cabras, camellos,

B. abortus 8(1-7,9) . ’ ’ equinos, hurdn, Lisa Moderado
bisontes .

carpinchos
. Caninos domésticos y .

B. canis o salvajes (lobos, coyotes) o Rugosa Bajo

B. ovis - Ovinos - Rugosa -
Rata del desierto . .

B. neotomae - (Neotoma lepida) --- Lisa Posible

B. ceti - Cetaceos ND Lisa Posible

B. pinnipedialis - Pinnipedos Cetaceos Lisa ND

B. inopinata - Ranas,.ratas nativas ND Lisa Posible
australianas

B. microti - Rat.on de campo Jabali, zorro rojo Lisa Posible
(Microtus arvalis), suelo

B. vulpis - ND Zorro rojo Lisa ND

B. papionis - Mono papion o babuino  ND Lisa ND

ND = no determinado
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Patogénesis del aborto por Brucella spp. Los
macrofagos y los trofoblastos son los 2 tipos celulares
necesarios para que Brucella cumpla su ciclo infectivo.
El éxito de la infeccion de Brucella se debe a una
estrategia conocida como “colonizacion sigilosa” debido
a su capacidad de infectar a un hospedador susceptible
ocultandose en el interior de los fagocitos mononucleares
y desde alli manejar la respuesta inmune en su propio
beneficio, que le permite alcanzar su nicho replicativo
antes de que se monte una respuesta inmune adaptativa en
su contra (Martirosyan et al. 2011). Por otro lado, Brucella
coloniza y se reproduce en los trofoblastos (las principales
células que forman la placenta), a los que luego lisa para
exteriorizarse ¢ infectar a un nuevo hospedador susceptible
(Samartino y Enright 1993).

La transmision de Brucella y su persistencia en una
poblacion determinada requiere de la presencia de animales
infectados y susceptibles. La via oral a través del contacto
con descargas vaginales, fluidos o tejidos asociados con
el parto o el aborto de fetos infectados, como asi también
por el consumo de leche materna infectada, es la via de
ingreso mas frecuente para B. abortus y B. melitensis
(Adams 2002). La placenta de vacas infectadas con B.
abortus puede contener hasta 1x10'° unidades formadoras
de colonias (UFC) ml"! en liquido alantoico y 1x10'"* UFC
¢! de tejido en los cotiledones (Alexander et al. 1981,
Hensel et al. 2020b), representando un importantisimo
foco de infeccion para otros hospedadores susceptibles,
mientras que la expulsion por leche es intermitente. Para
el caso de B. ovis, B. canis y B. suis la transmision venérea
es también una importante ruta de infeccion (Adams 2002).
En estos casos, la excrecion se da a través de la orina y
semen, de modo que, en caninos, porcinos y entre carneros,
tanto los machos como las hembras contribuyen de manera
importante en la transmision de la enfermedad.

Luego de atravesar la capa mucosa epitelial, la bacteria
es captada por las células presentadoras de antigenos (CPA;
dendriticas y macréfagos tisulares) y transportada hacia los
nddulos linfaticos regionales. La sobrevivencia intracelular
representa una ventaja para las especies de Brucella, ya
que les permite moverse dentro del hospedador de manera
protegida, limitando su exposicion al sistema inmune.
Si la respuesta inmune no logra frenar la infeccion en el
linfon6dulo primario, la bacteria se replica localmente y se
disemina por via sanguinea o linfatica hacia otros 6rganos
y tejidos, preservandose preferentemente en los del sistema
reticulo endotelial (SRE; ganglios linfaticos, bazo, medula
osea, células de Kiipffer del higado) y del aparato génito-
urinario (vejiga, utero, epididimo, glandulas seminales)
(Rossetti et al. 2022).

Brucella spp. muestra un especial tropismo por el
utero gestante, y particularmente por los trofoblastos, a
los que coloniza, utiliza para reproducirse en su interior, y
mas tarde destruye para exteriorizarse via vaginal, e iniciar
un nuevo ciclo infectivo en otro hospedador susceptible
(Samartino y Enright 1993). Si al momento de la infeccion,
el iitero no esta gestando, o lo esta en etapas tempranas de la
preflez, la respuesta inmune puede neutralizar la infeccion
o la bacteria permanece a resguardo expectante en el SRE
a la espera de que se produzcan los cambios fisioldgicos y
hormonales necesarios para la colonizacion. Los estudios
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iniciales fijaron el concepto de que Brucella era atraida y
se localizaba en la placenta de rumiantes y cerdos al final
de la gestacion, por la alta concentracion de eritritol que
estas presentaban (Smith et al. 1962). Este polialcohol no
solo promueve el crecimiento, sino que también induce la
expresion de factores de virulencia de la bacteria, como
el sistema de secrecion tipo 4 (SST4) y las proteinas
flagelares (Rodriguez et al. 2012, Petersen et al. 2013). Asi
mismo, se vio que la mutacion en alguno de los 4 genes
(ery A, eryB, eryC y eryD) que participan del catabolismo
del eritritol (operdn ery), interferian con la sobrevivencia y
multiplicacion intracelular de Brucella (Zhang et al. 2016).
Sin embargo, esta documentado que Brucella es capaz
de infectar las placentas y producir abortos en humanos
(Salcedo et al. 2013, Inan et al. 2019), ratones y cobayos
(Wang et al. 2014, Hensel et al. 2020a), donde el eritritol
no es un elemento destacado; o que B. ovis, B. canis y la
cepa S19 de B. abortus no catabolizan al eritritol, pero aun
asi se reproducen en los trofoblastos (Samartino y Enright
1992, Fernandez et al. 2017, Sidhu-Muiioz et al. 2018) y
generan abortos e infecciones genitales en ovinos, caninos
y bovinos, respectivamente (Carmichael y Kenney 1968,
Blasco 1990, Ledwaba et al. 2021). Estas particularidades
fueron recientemente aclaradas en un estudio en el que se
identifico que, si bien el eritritol es la fuente de carbono
y energia preferencial de Brucella, en la placenta también
se encuentran otros elementos como glicerol, lactato y
glutamato, que sirven de sustrato y permiten un eficiente
crecimiento de la bacteria (Letesson et al. 2017).

Brucella arriba a la placenta por via sanguinea
o linfatica, en el interior de las células fagociticas,
eritrocitos o libre (Roop et al. 2004, Vitry et al. 2014).
Inicialmente coloniza unos trofoblastos especializados
en la fagocitosis de macromoléculas, especialmente
de sangre materna extravasada, llamados trofoblastos
eritrofagociticos (Anderson et al. 1986, Igwebuike
2006), donde se multiplica masivamente en su interior.
El alto nimero de bacterias dentro de los trofoblastos
desencadena la apoptosis de las células infectadas por
estrés del reticulo endoplasmico (RE) (Wang et al. 2016),
y la liberacion masiva de microorganismos a la luz
uterina. A continuacion, Brucella coloniza y replica en los
trofoblastos corio-alantoideos adyacentes, repitiéndose los
procesos de muerte celular y liberacion bacteriana, seguida
de endocitosis (o penetracion activa) y multiplicacion
intracelular. Finalmente, la destruccion masiva de
trofoblastos resulta en una ulceracion de la membrana
corioalantoidea, que dificulta el intercambio nutricional y
gaseoso entre la madre y el feto, y favorece la diseminacion
hematogena de Brucella a las vellosidades coridnicas y a
los tejidos fetales (Anderson et al. 1986). La proliferacion
de Brucella en el tejido conectivo del corion produce una
vasculitis y una infiltracion de neutrdfilos e histiocitos con
deposicion de fibrina, ocasionando la separacion de los
trofoblastos de los tejidos maternos (Carvalho Neta et al.
2010). La interrupcion de la gestacion se produce cuando
los placentomas sobrevivientes no son suficientes para
mantener activa la gestacion (Xavier et al. 2009).

Al mismo tiempo, Brucella coloniza al feto por
via sanguinea (venas umbilicales) y oral (ingestion y
“aspiracion” del liquido amniotico infectado: de alli que
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el contenido abomasal y los pulmones sean las muestras
de eleccion para el aislamiento de Brucella en fetos) y se
distribuye por todo el organismo, encontrandose en mayor
nimero en 6rganos altamente irrigados como el higado y el
bazo (Anderson et al. 1986, Xavier et al. 2009).

Colonizacion de los trofoblastos placentarios por
Brucella. La interaccion de Brucella con los trofoblastos
no se¢ ha estudiado en detalle, y muchos eventos de esa
interaccion, se infieren a partir de las observaciones de la
infeccion de Brucella a otros tipos celulares, principalmente
macrofagos y células epiteliales. Asi, los mecanismos de
adhesion de Brucella a los trofoblastos podria pensarse
como un suceso similar a la interaccion inicial de Brucella
con las células epiteliales; esto es, la expresion polar de
moléculas de adhesion que median la union con receptores
celulares. Hasta el momento se identifico a la proteina afin
de choque térmico (Hscp70) como una adhesina candidata
(Watanabe et al. 2008), aunque otras potenciales candidatas
podrian ser las adhesinas no fimbriales Sp29 (del C Rocha-
Gracia et al. 2002), Sp41 (Castaieda-Roldan et al. 20006),
BigA/B (Czibener et al. 2016, Lopez et al. 2020), BmaA/
B/C (Posadas et al. 2012, Bialer et al. 2021), BtaE/F (Ruiz-
Ranwez et al. 2013a,b) y BMEI0216 (Hernandez-Castro et
al. 2008) que se unen a otros receptores no caracterizados
de las células epiteliales (Castafieda-Roldan et al. 2004).
Los estudios in vitro demostraron que la union produce un
reacomodamiento del citoesqueleto celular que conduce a
una internalizacion activa de Brucella por parte de la célula
hospedadora a través de un mecanismo conocido como de
“cierre” (Rossetti et al. 2012).

Tras invadir a la célula, Brucella se localiza en el
interior de una vacuola que recibe el nombre inicial de
Vacuola Contenedora de Brucella (VCB) pero que va
cambiando su denominacion a medida que transcurre la
ruta intracelular, en funcion de las fusiones de la VCB
con organelas celulares y la adquisicion o pérdida de
marcadores de superficie (Wang et al. 2016). Asi, en su
primer estadio madurativo, la VCB interactiia con la via
endosomal temprana, y adquiere marcadores de superficie
propios de esta via (GTPasa Rab5, EEA 1 y TfR), pasando
a denominarse VCB endosomal (VCBe). Rapidamente,
a posteriori interacciona con la via endosomal tardia,
adquiriendo marcadores de superficie como Rab7 y
CD63; y a continuacion, transitoriamente se fusiona con
unos pocos lisosomas, necesarios para acidificar el medio
interno de la VCBe. La acidificacion de la vacuola actta
como disparador para la transcripcion del operén virB de
Brucella, que codifica para el SST4 encargado de translocar
moléculas efectoras desde el citoplasma bacteriano al
interior celular (Celli 2019). Esas moléculas efectoras
son las encargadas de manipular las vias y respuestas de
la célula hospedadora; entre ellas modifican el transito
intracelular de la VCBe, evitando la via fagolisosomal de
lisis bacteriana y re-dirigiéndola hacia otra via que permite
la supervivencia y replicacion intracelular de la bacteria.
La primera consecuencia de esta modificacion del trafico
intracelular es la fusion de la membrana de la VCBe con
vacuolas derivadas del RE para generar la VCB replicativa
(VCBYr), producto de la translocacion, entre otras, de las
proteinas efectoras SepA, BspB y RicA, y su interaccion

con las proteinas COG y Rab2 del hospedador. Hasta
el momento se sabe que SepA excluye los marcadores
moleculares de la superficie de la VCBe que favorecen
la unién con los lisosomas, mientras que las otras dos
moléculas interfieren en el trafico vesicular entre el RE y
el aparato de Golgi, derivandolas hacia la formacion de la
VCBr (Roop et al. 2021).

En este punto, y por un mecanismo diferencial
todavia no bien definido, el comportamiento de Brucella
en el interior de los fagocitos mononucleares es opuesto
a lo que sucede en los trofoblastos. Mientras que a los
primeros los mantiene vivos, inhibiendo la apoptosis para
que le sirvan de refugio y de vehiculo para diseminarse por
el hospedador sin ser reconocidos por el sistema inmune,
en los trofoblastos induce un estrés persistente y excesivo
del RE que lleva a la muerte celular programada (Wang et
al. 2016) con la consecuente liberacion de bacterias y la
destruccion masiva de trofoblastos, el desencadenamiento
de la respuesta inflamatoria y la ulceracion de la membrana
corioalantoidea. Es probable que gran parte de las
consecuencias observadas por la invasion de Brucella a
los trofoblastos se deba a la accion de algunas moléculas
efectoras translocadas por el SST4. Hasta el momento han
sido identificadas 16 moléculas efectoras (Roop et al. 2021),
pero solamente pudo comprobarse la participacion directa
de VceC en la placentitis y en la reduccion de la viabilidad
fetal observada durante la infeccion por Brucella, debido a
la generacion de un estrés persistente del RE del trofoblasto
y posterior produccion de citoquinas pro-inflamatorias
(TNF-alfa e IL-6) (Keestra-Gounder et al. 2016, Byndloss
et al. 2019, Tsai et al. 2022). Entre las restantes proteinas
efectoras caracterizadas, hay dos sobre las que se podria
especular su participacion en el aborto: BPE00S y BPE123.
La proteina BPE0O5 ha demostrado favorecer la deposicion
de colageno por los hepatocitos mediante la disminucion en
la secrecion de la metaloproteinasa de la matriz extracelular
9 (MMP9) (Arriola Benitez et al. 2016). En trabajos
independientes, la enzima MMP9 se observo ligada a
abortos espontaneos (Balci y Ozdemir 2019). El otro factor
de virulencia, BPE123, modula la actividad de la enzima
glucolitica a-enolasa (ENO-1) (Marchesini et al. 2016).
En estudios de la reproduccion, se demostro la influencia
que ENO-1 ejerce sobre la secrecion de la gonadotrofina
corionica y la progesterona (von Schonfeldt et al. 2016),
dos hormonas intimamente relacionadas con la gestacion.
Indudablemente la evaluacion individual de estos factores
de virulencia en lineas celulares o cultivos primarios
de trofoblastos, o en animales de laboratorio gestantes
permitirian definir su rol en la patogenia molecular de la
placentitis y el aborto por Brucella.

Respuesta de la placenta y el feto a la infeccion
por Brucella. La placenta es un 6rgano transitorio mixto,
formado por tejidos maternos y fetales que permite el
intercambio de gases y nutrientes entre la madre y el feto,
secreta hormonas que favorecen la gestacion y protege al
feto del sistema inmune materno (Barbeito et al. 2010). Esto
transforma al itero gestante en una zona inmunologicamente
privilegiada, caracterizada por la ausencia o modificacion
de los antigenos de histocompatibilidad en los trofoblastos,
la presencia de anticuerpos asimétricos que se unen a los
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antigenos, pero no generan respuesta inmune, y la expansion
de un subgrupo de LT (LT reguladores CD4*CD25") que
inducen inmunosupresion (Chaouat et al. 2002, Thuere et
al. 2007). Esta inmunomodulacion localizada favorecida
por una respuesta inmune de tipo Th2 (protectora de la
gestacion) por sobre una respuesta Thl (abortigénica) es
aprovechada por Brucella, al igual que otros patdgenos,
para colonizar la placenta.

En estudios tanto in vitro (Samartino y Enright
1996) como in vivo (Crawford et al. 1987), se observo
que Brucella tiene la capacidad de colonizar la placenta
a cualquier edad de gestacion, pero la replicacion
bacteriana es significativamente superior en placentas
correspondientes a gestaciones tardias que tempranas.
Si bien no se conocen hasta el momento las causas que
originan esta susceptibilidad diferencial, la misma podria
deberse a una modificacion fisiolégica y metabodlica de
los trofoblastos y de la placenta en general a medida que
progresa la gestacion. Un rol importante de los trofoblastos
es la secrecion de hormonas que juegan un papel clave en
el aspecto reproductivo. En estudios in vitro con lineas
celulares derivadas de trofoblastos humanos, se observo
que la infeccion por Brucella spp. no afectaba la secrecion
de gonadotrofina coridnica (Salcedo et al. 2013, Garcia-
Méndez et al. 2019), importante para la implantacion
del ovocito y progresion de la gestacion, ni la capacidad
de migrar e invadir los tejidos anexos por parte de los
trofoblastos infectados, excepto los colonizados por B.
melitensis (Salcedo et al. 2013, Wang et al. 2016, Garcia-
Meéndez et al. 2019). Sin embargo, si se observd una
modificacion en la produccion y secrecion de progesterona
y estrogenos, las 2 hormonas mas relevantes durante la
gestacion. Es sabido que, a lo largo de la gestacion, la
concentracion de progesterona es alta y baja la de estrogeno,
lo que se invierte poco antes del parto. En estudios in vitro
se observo que los trofoblastos infectados con cepas de
Brucella spp., aumentaban la produccion de estrogenos en
detrimento de la de progesterona (Wang et al. 2016). Este
ultimo hecho también fue demostrado in vivo, mediante
la infeccion experimental de ratonas prefiadas (Ren et
al. 2021), lo que predispone a la interrupcion anticipada
de la gestacion. Por otro lado, el aumento en el nivel de
cortisol fetal registrado en bovinos y ovinos por el estrés
generado por la infeccion por Brucella, también disminuye
la produccion de progesterona y aumenta la de estrogenos y
de prostaglandina F2o (PGF2a) por el endometrio, sumando
asi nuevos elementos que contribuyen a la interrupcion de
la gestacion y el parto anticipado (Enright 1990).

Laprogesterona es uno de los factores que contribuyen
en la inmunomodulacién del Gtero gestante, mediante la
induccion de altos niveles de citoquinas anti-inflamatorias
como la IL-10y la inhibicion de la activacion del regulador
transcripcional NF-kB y consecuentemente una reduccion
de la produccién de las citoquinas pro-inflamatorias
(Robinson y Klein 2012, Ren et al. 2021). Sin embargo,
el equilibrio inmunitario del ttero gestante se desestabiliza
durante la infeccién con Brucella, y contrariamente a lo
que sucede durante la interaccion Brucella: macrofago, se
produce un estrés persistente del RE de los trofoblastos
afectados que induce a la apoptosis celular y a la
producciéon de citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-8,
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TNFa, RANTES -CCL5-, GCP-2 —CXCL6-), seguido de la
infiltracion de neutréfilos y mononucleares en la placenta,
con las consiguientes lesiones tisulares (Palmer et al. 1998,
Carvalho Neta et al. 2008, Fernandez et al. 2016, Keestra-
Gounder et al. 2016, Hielpos et al. 2017, Liu et al. 2019,
Tsai et al. 2022). Hasta el momento se ha identificado la
activacion de dos vias moleculares que inducen la respuesta
inflamatoria en la placenta infectada. Por un lado, el estrés
persistente del RE de los trofoblastos por la acumulacion
de proteinas mal plegadas en su interior, que conduce a
la activacion del receptor IREla (Keestra-Gounder et al.
2016, Wang et al. 2016). Por otro lado, Brucella aumenta
la produccion de la proteina de caja 1 del grupo de alta
movilidad (HMGB1) en los trofoblastos infectados, la que
activa los receptores de tipo Toll (TLR) (Liu et al. 2019).
Ambos mecanismos activan la transcripcion del regulador
transcripcional NF-kB que promueve la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias.

En resumen, cuando Brucella coloniza el fttero
gestante compromete la prefiez porque, 1) disminuye la
secrecion de progesterona por la placenta, lo que favorece
el desencadenamiento del parto anticipado y el crecimiento
intratrofoblastico del patogeno por la inhibicion de las
especies reactivas del oxigeno; 2) aumenta los niveles de
cortisol generados por el feto y en consecuencia de PGF2a;
y 3) desencadena una respuesta inflamatoria promovida por
la secrecion de citoquinas y quemoquinas pro-inflamatorias
que estimulan el reclutamiento de neutrofilos, macréfagos
y otras células inmunes que llevan a una placentitis
cotiledonaria necrotizante purulenta con pérdida de la
integridad y de las funciones del érgano.

Las vacunas contra brucelosis como preventivas
del aborto. Como se menciond previamente, el aborto es
el signo clinico distintivo y quiza unico de la brucelosis en
las especies susceptibles. Sin embargo, la enfermedad tiene
la particularidad de que los animales abortan 1 o a lo sumo
2 veces, y luego no vuelven a abortar, aunque permanecen
infectados y excretan la bacteria con los fluidos vaginales
después de cada parto (Carvalho Neta et al. 2010, Rossetti
et al. 2022). Al ser Brucella un patégeno intracelular, las
mejores respuestas protectoras se logran con cepas vivas
atenuadas. Asi, las 3 principales vacunas comercializadas
en el mundo (B. abortus S19, B. abortus RB51 y B.
melitensis Rev.1) estan conformadas por cepas vivas de
virulencia atenuada que presentan un indice de proteccion
a la infeccion y al aborto del 65 al 75% (de Oliveira et
al. 2022). A pesar de ser atenuadas, las 3 cepas conservan
afinidad por el utero gestante (Rev.l > S19 > RBS5I)
pudiendo generar abortos (Jimenez de Bagues et al. 1989,
Fluegel Dougherty et al. 2013, Ledwaba et al. 2021, Meglia
et al. 2023), por lo que esta contraindicada su aplicacion
durante la gestacion.

Luego de la vacunacion (subcutanea o conjuntival),
las cepas vacunales son rapidamente captadas por las
c¢lulas presentadoras de antigeno (CPA) locales y llevadas
al ganglio linfatico regional, donde se inicia la respuesta
inmune. Alli, las CPA matan a la cepa vacunal, procesan
los antigenos y los exponen en la superficie en el marco
del complejo mayor de histocompatibilidad 1I (CMH-II)
y moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86). Esa
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presentacion antigénica junto a la secrecion de IL-12 y
TNFa estimula la activacion de los ThO hacia una respuesta
inmune adquirida Thl, consistente en la proliferacion de
LT-CD4+ y CD8+ citotoxicos, y la secrecion de INFy
(Skendros y Boura 2013, Dorneles et al. 2015b).

La respuesta humoral también estda presente,
principalmente dirigida contra la cadena O del LPS (O-
PS), pero es transitoria y rapidamente los animales se
negativizan a las pruebas serologicas oficiales cuando son
vacunados en la etapa pre-puberal (Fensterbank et al. 1987,
Dorneles etal. 2015a). Similar a cualquier respuesta inmune
post-vacunal, las IgM presentan una aparicién temprana,
pero de corta duracidon, mientras que las IgG aparecen a
los 7 dias y alcanzan su maximo nivel alrededor de las 3-4
semanas post-vacunacion. IgGl es la inmunoglobulina
predominante en bovinos luego de la primo-vacunacion con
las cepas de B. abortus S19 0 RB51 (Dorneles et al. 2015a),
mientras que en cabrillas vacunadas con la cepa Rev.1 de
B. melitensis, se observo que el isotipo predominante era
1gG2, el cual es particularmente efectivo en opsonizar y
consecuentemente favorecer la fagocitosis de la bacteria
por union de la region Fe al receptor Fc de los fagocitos
(Castafio-Zubieta et al. 2021). Sin embargo, el rol de las
inmunoglobulinas en la proteccion contra la infeccion
por Brucella, esta en discusion. Los estudios publicados
(utilizando ratones, no bovinos) muestran en algunos
casos, su contribucion en la proteccion contra la infeccion
(Montaraz et al. 1986), mientras que contrariamente otros
trabajos sostienen que contribuyen a establecer la infeccion
cronica (Goenka et al. 2011).

Cuando los animales vacunados se enfrentan a
una cepa de campo o nuevamente a las cepas vacunales,
se produce un rapido reconocimiento de la misma por
parte de los receptores ubicados en la superficie de las
CPAs (PRRs; receptores de reconocimiento de patrones
antigénicos) principalmente los TLR2, 4 y 9. Ademas de
la respuesta inmune innata (células NK, LTyd, sistema
complemento), las CPA secretan TNFa e IL-2, -6, -12 y
-17, que activan los macrofagos, y producen una expansion
clonal de los LT-CD4" y -CD8", y los LB de memoria. Esta
rapida respuesta inmune adquirida facilitaria la captacion
de Brucella por los MO activados y su rapida eliminacion
(estallido respiratorio), y la destruccion de las células
infectadas, impidiendo que Brucella pueda diseminarse
por el hospedador y sobrevivir en latencia o alcanzar el
utero gestante (Dorneles et al. 2015b, Meglia et al. 2023).
A su vez, la respuesta humoral es principalmente de tipo
IgG2 en los bovinos (Hall et al. 1988), pero como se
menciond anteriormente, su contribucion en la proteccion
no esta definida. Igualmente, la efectividad de la respuesta
inmune dependera del estado inmunitario y fisiologico del
hospedador, y de la concentracion y virulencia del indculo,
via de infeccion, y resistencia natural, entre otros factores
predisponentes.

Sin duda se necesitan nuevas vacunas contra la
brucelosis, que sean seguras (cepas no zoondticas y que
no produzcan aborto) y mas eficaces (mayores indices de
proteccion contra el aborto y la infeccion). En acuerdo con
los conocimientos actuales, para cumplir con este ultimo
requisito el inmunoégeno adecuado debiera inducir una
respuesta inmune innata basada en una alta produccion de
IL-12 y TNFa, seguida de una respuesta inmune adaptativa

de tipo Th1, caracterizada por la secrecion de IFNy por las
c¢lulas LT-CD4+, y la actividad citotdxica de los LT-CD8+
(Dorneles et al. 2015b).

Modelos para el estudio del aborto por Brucella. A
pesar de que el aborto es la principal manifestacion clinica
de la brucelosis y que los perjuicios econdomicos que esta
ocasiona en las explotaciones pecuarias son reconocidos,
es muy poco lo que se sabe de la patogenia molecular del
mismo. Las especies animales de produccion susceptibles
a la infeccion y al aborto (bovinos, porcinos, ovinos y
caprinos) son indispensables para evaluar en un todo la
patogénesis, las lesiones y la respuesta inmune, pero los
ensayos in vivo empleando estas especies son costosos,
demandantes, requieren niveles de bioseguridad muchas
veces no disponibles, y en algunos casos, son éticamente
cuestionables. Como consecuencia de ello, la alternativa es
utilizar sistemas in vitro, ex vivo o animales de laboratorio
(in vivo), cada uno con sus distintos grados de complejidad
y contribucion al conocimiento de la patogenia del aborto
por Brucella.

Dado que la placenta es el terreno en el que se libra la
batalla entre el hospedador y Brucella, y como resultado de
esa interaccion surgira un aborto, un nacimiento prematuro
o un animal viable, con o sin retencién placentaria, es
importante conocer las diferencias a nivel morfologico
e histologico que presentan las distintas placentas de las
especies animales susceptibles al aborto por Brucella
(Tabla 2), lo que debe ser tenido en cuenta cuando se
analizan y buscan extrapolarse los resultados obtenidos en
ensayos experimentales.

Por su sencillez, bajo costo y practicidad los
sistemas in vitro son los mas utilizados. Estos sistemas
son utilizados como punto de partida para demostrar,
caracterizar o identificar conceptos basicos de la
interaccion del patéogeno con el hospedador, como por
ejemplo probar la influencia de los factores de virulencia
bacterianos en la adhesion, internalizacion o sobrevivencia
intracelular (Zhang et al. 2016, 2019), para estudiar el
trafico intracelular de la bacteria (Salcedo et al. 2013)
o la respuesta de los trofoblastos frente a la infeccion
(Fernandez et al. 2016). Sin embargo, los resultados
obtenidos deben ser evaluados cuidadosamente debido a la
falta de innumerables factores presentes en un organismo
vivo, como es la respuesta inmune, el medio ambiente
incluyendo el microbiota, y el soporte tisular. Los modelos
in vitro mas basicos son bidimensionales, como las lineas
celulares derivadas de trofoblastos placentarios o el cultivo
primario de trofoblastos. Dentro de las lineas celulares,
las mas usadas para el estudio de la interaccion Brucella:
placenta se encuentran JEG-3, BeWo, HPT-8 y Swan-71
(Salcedo et al. 2013, Fernandez et al. 2016, Garcia-Méndez
etal. 2019, Zhang et al. 2019), todas derivadas de placentas
humanas. Curiosamente, las lineas celulares derivadas
de epitelio caruncular bovino (BCEC-1) o cotiledones
placentarios bovinos (F3) u ovinos (AH1), utilizadas para
el estudio de la patogenia del aborto por otros patdgenos
(Wheelhouse et al. 2009, Jiménez-Pelayo et al. 2019) no
han sido empleadas con Brucella. Contrariamente, si se
utilizaron cultivos primarios de trofoblastos obtenidos
a partir de placentas de especies animales susceptibles a
la infeccion con Brucella como caninos (Fernandez et al.
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2017), bovinos (Carvalho Neta et al. 2008) y caprinos
(Wang et al. 2016), para estudiar las consecuencias de la
interaccion con la bacteria. Por otro lado, los modelos in
vitro tri-dimensionales (3D) representan un avance respecto
a los cultivos celulares bi-dimensionales (2D), ya que las
células crecen sobre un soporte solido y establecen una
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relacion con el entorno en semejanza con lo que sucede in
vivo, confiriendo mayor certeza y realismo a los resultados
obtenidos. Sin embargo, no se han empleado para estudiar la
interaccion de Brucella con los trofoblastos, como si se han
aprovechado con otros patdgenos (Silberstein et al. 2021).

Tabla 2. Clasificacion de las placentas de las especies de animales susceptibles al aborto por Brucella, segin los parametros
morfolégicos e histoldgicos. Se indican también las principales especies de Brucella causantes de abortos en las familias
o especies animales mencionadas. En = endotelio, TC= tejido conectivo, Ep = Epitelio.

Capas entre la sangre materna y la fetal

Parametros Pardmetros | Familia / Principales especies de
morfolésicos  histolégicos Utero Placenta Especie animal ~ Brucella causantes de
g g Luz susceptible aborto
En TC Ep Ep TC En
Cerdos B. suis (bv 1-3)
Camélidos B. abortus
Difusa
B. melitensis
Epitelio + + + + + + +
corial
Cetaceos B. ceti
Bovidos B. abortus
Bubalinos
Cérvidos B. melitensis
Cotiledonaria
B. melitensis
Slnep%teho + + - + + + +  Ovinos Caprinos  B. abortus
corial
B. ovis
Caninos B. canis
Zonal Endo?ello N i i ) N N N
corial
Pinnipedos B. pinnipediae
Primates B. melitensis, B. abortus
B. suis, B. papionis
Hemocorial - - - - + +
Discoidal ) B. nosferati
Quirdpteros
Hemo i i ) ) n Roedores! B. melitensis, B. abor-
endotelial Lagomorfos ! tus, B. suis, B. ovis
! experimental

Los modelos ex vivo estan representados por trozos
de organos o tejidos vivos (explantes) que son mantenidos
viables en el laboratorio por un corto periodo de tiempo.
Estos modelos permiten llevar a cabo experimentos
controlados y sus resultados son mas fidedignos que

los obtenidos con los cultivos celulares. A pesar de la
informacion distintiva que se puede extraer de estos
sistemas, los explantes placentarios han sido muy poco
utilizados para el estudio de la patogénesis de la placentitis
y el aborto inducido por Brucella. Entre las posibles causas
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que atentan contra el uso del modelo podemos atribuirlo a
la dificultad instrumental, econdémica y ética que implica
obtener los explantes rapidamente de forma estéril (Pastor-
Fernandez et al. 2020). De todos modos, a través de los
ensayos llevados a cabo con explantes de placentas
bovinas, se demostré que el crecimiento intratrofoblastico
de B. abortus era mayor en placentas de la segunda mitad
de la gestacion que en aquellas obtenidas de gestaciones
iniciales (Samartino y Enright 1996), y el modelo permitié
caracterizar el perfil de citoquinas secretadas durante los
primeros momentos post-infeccion en bovinos (Carvalho
Neta et al. 2010) y caninos (Fernandez et al. 2017), como
también la respuesta transcripcional (Mol et al. 2014) y la
identificacion de las proteinas expresadas (Mol et al. 2016)
tras la interaccion inicial de la Brucella con la placenta.

Historicamente, los modelos animales han sido los
modelos de eleccion para estudiar las consecuencias de
la infeccién por Brucella durante la gestacion, pero la
imposicion del concepto de las “3Rs” (reemplazar, reducir
y refinar) y la necesidad de contar con autorizacion de los
comités de cuidado y uso de animales de experimentacion
o laboratorio (CICUAE/Ls) para llevar a cabo los estudios
in vivo, entre otros argumentos, han desalentado este tipo
de ensayos. Las especies utilizadas para los estudios in vivo
pueden dividirse en animales de laboratorio y hospedadores
naturales. Dentro de las especies de animales de laboratorio,
los ratones y los cobayos son las dos mas utilizadas (Kim et
al. 2005, Hensel y Arenas-Gamboa 2018). Ambas especies
son susceptibles a las tres especies de Brucella que afectan
la gestacion en la produccion pecuaria (B. abortus, B.
melitensis y B. suis), pero la patogenia del aborto y las
lesiones observadas en la placenta deben ser extrapoladas
con cuidado a los hospedadores naturales, debido a las
diferencias anatdémicas e histologicas presentes (Tabla
2). A su vez, dentro de los hospedadores naturales de las
especies de produccion para evaluar las consecuencias de
la infeccion con Brucella durante la gestacion se utilizaron
los bovinos (Olsen y Johnson 2011), caprinos (Elzer et al.
2002), ovinos (Jimenez de Bagues et al. 1989) y porcinos
(Zriba et al. 2019). Las ventajas y desventajas de usar
un modelo animal por sobre otro o comparado con los
ensayos in vitro o ex vivo han sido extensamente descritas
y son ampliamente conocidas (motivos éticos, econémicos,
disponibilidad de instalaciones adecuadas, demanda de
tiempo, esfuerzo, cantidad y calidad de los resultados
obtenidos, etc), por lo que, en la actualidad las inoculaciones
experimentales en las especies de granja quedan reservadas
para las ectapas finales de un estudio, cuando la mayor
cantidad de variables ya ha sido previamente definida en
estudios in vitro o ex vivo.

OBSERVACIONES FINALES Y CONCLUSIONES

A pesar de la amplia distribucion mundial de la
brucelosis y de los problemas econémicos que ocasionan
los abortos por Brucella en las explotaciones pecuarias, es
muy poco lo que se conoce sobre la patogénesis molecular
de estos. Se sabe que Brucella coloniza el utero gestante
con mas afinidad en la segunda mitad de la gestacion,
probablemente debido a una alta disponibilidad de

sustratos (fuentes de carbono y energia) que permiten su
rapido crecimiento. Alli, se multiplica en el interior de
los trofoblastos iniciando un circulo vicioso de apoptosis
celular, liberacion masiva de las bacterias e invasion
de los trofoblastos adyacentes. La destruccion masiva
de trofoblastos lleva a una ulceracion de la membrana
corioalantoidea que dificulta el intercambio materno:
fetal. Al mismo tiempo, Brucella modifica la relacion
hormonal (aumento de estrogenos y PGF2a, disminucién
de progesterona) y desencadena una respuesta inflamatoria
que altera el ambiente inmunomodulado que prima en
el utero gestante. Para ello, el patdgeno se vale de una
serie de factores de virulencia (SST4 y translocacion
de moléculas efectoras) que manipulan el transito
intracelular y la respuesta de la célula hospedadora en
su propio beneficio. Las vacunas comercializadas estan
formuladas con cepas vivas de virulencia atenuada. Una
vez inoculadas, desencadenan una respuesta inmune que
controla la infeccion y prepara al sistema inmunitario
para una respuesta rapida, eficaz y potente frente a una re-
infeccion, impidiendo una bacteriemia y eventualmente la
colonizacién del utero gestante. Las vacunas disponibles
protegen hasta un 75% contra el aborto, por lo que se
necesita desarrollar inmundgenos mas eficaces, menos
patogénicos y que permitan diferenciar la respuesta inmune
frente a una infeccion.

Si bien se ha avanzado en los ultimos afios en el
conocimiento de la patogenia del aborto por Brucella,
todavia quedan muchos aspectos por descifrar. Por ejemplo,
no se ha estudiado en detalle el trafico intracelular de
Brucella en los trofoblastos ni los factores de virulencia que
intervienen para favorecer la colonizacion de la placenta,
y muchas manifestaciones se explican extrapolando los
conocimientos obtenidos de la interaccion del patdgeno
con macrofagos o células epiteliales. Tampoco se conoce
con exactitud cuales son los elementos o que cambios
fisiologicos que provocan la atraccion de la bacteria hacia
el atero gestante, ni como logra el patdgeno modificar la
relacion hormonal durante la gestacion o aprovecha para
colonizar un 6rgano inmunologicamente protegido, como
el itero gestante. Como se menciono en el ultimo punto del
articulo, hay disponibles varios modelos in vitro y ex vivo
que no han sido suficientemente explotados para el estudio
de la patogénesis molecular del aborto por Brucella, y que
podrian brindar informacion dirigida a probar hipotesis
y responder algunos de estos interrogantes antes de
comprobarlos en los hospedadores naturales.
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