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Resumen

La brucelosis es una de las enfermedades
zoonoticas mas importantes a nivel mundial
capaz de producir enfermedad crénica en
los seres humanos. La localizacién osteoar-
ticular es la presentacién mas comun de la
enfermedad activa en el hombre. Sin embar-
go, algunos de los mecanismos moleculares
implicados en la enfermedad osteoarticular
han comenzado a dilucidarse recientemente.
Brucella abortus induce dafio éseo a través
de diversos mecanismos en los cuales estan
implicados TNF-a y RANKL. En estos proce-
sos participan células inflamatorias que inclu-
yen monocitos/macréfagos, neutréfilos, linfo-
citos T del tipo Th17 y linfocitos B. Ademas,
B. abortus puede afectar directamente las
células osteoarticulares. La bacteria inhibe la
deposicion de la matriz 6sea por los osteo-
blastos y modifica el fenotipo de estas célu-
las para producir metaloproteinasas de matriz
(MMPs) y la secrecién de citoquinas que con-
tribuyen a la degradacion del hueso. Por otro
lado, la infeccion por B. abortus induce un
aumento en la osteoclastogénesis, lo que au-

menta la resorcién de la matriz 6sea organi-
ca y mineral y contribuye al dafio éseo. Dado
que la patologia inducida por Brucella afecta
el tejido articular, se estudio el efecto de la in-
feccion sobre los sinoviocitos. Estos estudios
revelaron que, ademas de inducir la activa-
cién de estas células para secretar quemo-
quinas, citoquinas proinflamatorias y MMPs,
la infeccion inhibe la muerte por apoptosis
de los sinoviocitos. Brucella es una bacteria
intracelular que se replica en el reticulo endo-
plasmico de los macrofagos. El andlisis de los
sinoviocitos infectados con B. abortus indicé
que las bacterias también se multiplican en el
reticulo endoplasmatico, lo que sugiere que la
bacteria podria usar este tipo celular para la
multiplicacion intracelular durante la localiza-
cién osteoarticular de la enfermedad. Los ha-
llazgos presentados en esta revision intentan
responder a preguntas sobre los mediadores
inflamatorios implicados en el dafo osteoarti-
cular causado por Brucella.

Palabras clave: Brucella, sinoviocito, osteo-
blasto, osteoclasto, células T y B, neutrofilo,
macroéfago.
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Abstract
IMMUNOPATHOLOGY OF OSTEOARTICU-
LAR BRUCELOSIS

Brucellosis is one of the most important
zoonotic diseases that can produce chronic
disease in humans worldwide. Osteoarticular
involvement is the most common presenta-
tion of human active disease. The molecular
mechanisms implicated in bone damage have
started to be elucidated. B. abortus induces
bone damage through diverse mechanisms
in which TNF-o. and RANKL are implicated.
These processes are driven by inflammatory
cells, including monocytes/macrophages,
neutrophils, Th17 lymphocytes and B cells.
Also, Brucella abortus (B. abortus) can direct-
ly affect osteoarticular cells. The bacterium
inhibits bone matrix deposition by osteoblast
and modifies the phenotype of these cells to
produce matrix methalloproteinases (MMPs)
and cytokine secretion that contribute to bone
matrix degradation. B. abortus also affects
osteoclast increasing mineral and organic

Brucelosis

Las bacterias del género Brucella son or-
ganismos negativos que se comportan como
patégenos intracelulares facultativos. Estas
bacterias producen enfermedades en forma
directa sobre el hombre y los animales rela-
cionadas con su alimentacién: bovinos, capri-
nos, porcinos y ovinos.

La brucelosis es una enfermedad endémi-
ca en muchos paises en vias de desarrollo.!
La Organizacién Mundial de la Salud con-
sidera la brucelosis como una de las siete
zoonosis olvidadas que contribuye a la per-
petuacion de la pobreza.?

En la Argentina, Brucella abortus es la es-
pecie que tiene mayor incidencia en la region
de la Pampa Himeda donde predomina la ex-
plotacion de ganado vacuno.' Los esfuerzos
para controlar la brucelosis han sido un reto,
con el reciente resurgimiento de la enferme-
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bone matrix resorption and contributing to
bone damage. Since the pathology induced
by Brucella species involves joint tissue, ex-
periments conducted in sinoviocytes revealed
that besides inducing the activation of these
cells to secrete chemokines, proinflamma-
tory cytokines and MMPS, the infection also
inhibits sinoviocyte apoptosis. Brucella is
an intracellular bacterium that replicate in
the endoplasmic reticulum of macrophages.
The analysis of B. abortus infected sinovio-
cytes indicated that bacteria also replicate in
their reticulum suggesting that the bacterium
could use this cell type for intracellular rep-
lication during the osteoarticular localization
of the disease. The findings presented in this
review try to answer key questions about the
inflammatory mediators involved in osteoar-
ticular damage caused by Brucella.

Key words: Brucella, synoviocyte, osteblast,
osteoclast, B and T cells, neutrophil, macro-
phage.

dad y nuevos focos endémicos que presentan
riesgos significativos para la salud humana.?
El manejo de individuos con brucelosis es ex-
tremadamente complejo debido a su amplio
espectro de manifestaciones clinicas, lo que
deriva en un alto fracaso inicial del tratamien-
to y un riesgo significativo de recaida.®>* Las
complicaciones osteoarticulares de la infec-
cién por Brucella son la manifestacion clinica
mas comun, pero los sintomas también inclu-
yen dafio neuroldgico, cardiaco y hepatico
debilitante.* En un estudio reciente, realizado
en Turquia, hasta el 46,5% de los pacientes
con brucelosis experimentaron complicacio-
nes osteoarticulares.®

La afeccidn osteoarticular por Brucella
puede ser de dos tipos: osteomielitis (des-
truccion del hueso) y artritis (inflamacion y
destruccion de la articulacién). Entre las os-
teomielitis, los huesos mas frecuentemen-
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te afectados son las vértebras (espondilitis),
mientras que las artritis suelen afectar con
mayor frecuencia la articulacién sacroiliaca.®’
Si bien las complicaciones osteoarticulares
son las mas frecuentes en la brucelosis activa
en el hombre, solo una parte de los mecanis-
mos inmunes implicados en la patologia 6sea
o articular por Brucella spp han sido recien-
temente estudiados. Debido a que frecuen-
temente los desafios de la brucelosis clinica
estan asociados a las formas localizadas de
la enfermedad, estudiar los mediadores in-
munes e inflamatorios implicados en el dafio
osteoarticular causado por Brucella puede
ser de gran utilidad tanto para fines diagnos-
ticos como terapéuticos.

Osteoinmunologia

El hueso es un componente crucial del
sistema esquelético-locomotor, que también
funciona como un 6rgano del sistema inmune
que alberga células madre hematopoyéticas y
células progenitoras inmunitarias. El area de
la osteoinmunologia ha comenzado investi-
garse desde el descubrimiento de RANKL en
los afos 90; sus primeros aportes se realiza-
ron en estudios sobre el papel de la respuesta
inmune en el dafio ocasionado por la artritis
reumatoide.

Hoy en dia es sabido que existe una intima
relacion entre las células 6seas y las células
del sistema inmune tanto durante la homeos-
tasis como en la enfermedad.

El hueso esta compuesto de células y una
matriz extracelular que se mineraliza y que
proporciona rigidez y fuerza ésea. El hueso
tiene tres tipos de células diferentes que ac-
than en un proceso coordinado entre la for-
macion y la degradacion del hueso durante el
remodelado 6seo que ocurre en condiciones
fisiolégicas: osteoblastos o células formado-
ras de hueso, osteoclastos o células de resor-
cién bsea, y osteocitos, que son osteoblastos
diferenciados terminalmente.® Para equilibrar
la formacidn y resorcion Osea, los osteoblas-
tos secretan RANKL, que regula la diferencia-
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cién de los osteoclastos. Los osteocitos son
la fuente del antagonista de la via de sefializa-
cién de Wnt, esclerostina. La sefalizacion de
Whnt regulada por esclerostina modula la acti-
vidad de los osteoblastos® y de los osteocitos,
que también secretan RANKL contribuyendo
a regular la actividad de los osteoclastos.

La formacién de osteoclastos requiere,
en condiciones fisiolégicas, la presencia del
factor estimulante de colonias de macroéfagos
(M-CSF) y RANKL.

En condiciones patolégicas, otras citoqui-
nas y factores de crecimiento pueden estar
implicados en la formacion de osteoclastos.
En presencia de M-CSF, otras moléculas
como TNF-a, LIGHT (un receptor expresado
en linfocitos T), APRIL (un ligando que induce
proliferacién), BAFF (un factor de activacion
de células B), el factor de crecimiento similar
a insulina (IGF-1, segun sus siglas en inglés),
TGF-B, IL-6 IL-8 pueden participar de la os-
teoclastogénesis."

Otras citoquinas como IL-1p, IL-7, IL-17 e
IL-23 son capaces de inducir osteoclasto-
génesis mediante un mecanismo indirecto
que involucra la induccién de la secrecién de
RANKL por otras células y el incremento de la
expresion de su receptor RANK en la superfi-
cie de los precursores de osteoclastos.”

Su contraparte, los osteoblastos, son muy
conocidos por su funcién en construir el es-
queleto, el cual provee soporte mecanico, un
sitio para la insercion de los musculos y un
reservorio de fosforo y calcio. Sin embargo,
estas células tienen funciones adicionales,
al contribuir al microambiente de la médula
6sea y desempefiar un papel preponderante
en la hematopoyesis.”™

Por otro lado, la expresién de RANKL, por
parte de los osteoblastos es estimulada por
las citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-6 e
IL-1p.14

El hueso normalmente es resistente a las
infecciones; sin embargo, las bacterias del
género Brucella tienen un tropismo por la lo-
calizacion osteoarticular. Por lo tanto, en esta
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revision, nos centraremos en la interaccién de
Brucella con las células éseas y el papel que
desempefian las células inmunes que podrian
estar infiltrando la zona osteoarticular durante
la infeccioén.

Brucella y su interaccion con los osteo-
blastos, los osteocitos, los osteoclastos y
los sinoviocitos

Osteoblastos

Brucella abortus es capaz de infectar os-
teoblastos, osteocitos y precursores de os-
teoclastos. Al infectar a los osteoblastos, B.
abortus modifica su metabolismo inhibiendo
la deposicion de matriz organica y mineral, e
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induciendo la expresion de RANKL y la me-
taloproteasa de matriz (MMP)-2."® Por otro
lado, los osteoblastos secretan quemoquinas
en respuesta a la infeccion por Brucella; en-
tre estas, MCP-1 es la principal involucrada
en atraer monocitos/macréfagos al sitio de
infeccion. Los macréfagos, ademas de cons-
tituir el principal nicho de multiplicacién de las
bacterias del género Brucella, secretan las ci-
toquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-
6) y MMP-9 en respuesta a la infeccién.® Los
macroéfagos infectados contribuyen mediante
un mecanismo dependiente de TNF-a a la in-
hibicién de la deposicién de matriz extracelu-
lar tanto organica como mineral por parte de
los osteoblastos (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de la interaccién de Brucella abortus con los osteoblastos y los macréfagos y los me-

diadores implicados en la modulacién de la diferenciacién y actividad de los osteoblastos.

Osteocitos

Los osteocitos constituyen el estadio de
diferenciacién final de los osteoblastos, que
residen embebidos en la matriz 6sea minerali-
zada y comprenden mas del 95% de las célu-
las del hueso del esqueleto de un adulto.'” Por
otro lado, son los principales reguladores de
la diferenciacion y actividad de los osteoblas-
tos y de los osteoclastos durante el remode-
lado 6seo.”® Los osteocitos secretan MMP-9,
RANKL vy citoquinas proinflamatorias (TNF-a
e IL-6) en respuesta a la infeccién por B. abor-
tus. Esta respuesta inflamatoria induce la di-
ferenciacion de osteoclastos a partir de pre-
cursores derivados de médula ésea mediante

un mecanismo que depende de la presencia
de RANKL y TNF-a. Debido a que los osteo-
citos se encuentran inmersos en la matriz
mineralizada del hueso, la comunicacién in-
tercelular esta mediada por comunicaciones
intercelulares “gap junction”. Dentro de estas,
conexina-43 (Cx43) es la predominante en
el hueso. La infeccién por B. abortus inhibe
la expresion de Cx43, que no solo participa
en la comunicacion intercelular, sino también
en mantener la viabilidad de los osteocitos.
Sin embargo, la inhibicién en la expresion de
Cx43 inducida por la infeccién por B. abortus
no es suficiente para inducir la muerte celular
(Figura 2)."®
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Figura 2. Esquema de la interaccién de Brucella abortus con los osteocitos.

Osteoclastos

Como mencionamos, el nicho preferencial
de multiplicacion de las bacterias del género
Brucella lo constituyen las células del linaje mo-
nocito/macrofago, las cuales no solo contribu-
yen al dafio 6seo mediante la secrecién de cito-
quinas proinflamatorias sino pueden contribuir
a la resorcion 6sea al diferenciarse a osteoclas-
tos durante la infeccion. Debido a la incapaci-
dad de los macrofagos de secretar RANKL, los
macréfagos infectados con B. abortus inducen
osteoclastogénesis a través de la secrecion de
citoquinas proinflamatorias; entre estas, TNF-a
es la principal involucrada en la induccion de os-
teoclastos maduros capaces de resorber matriz
6sea.?® Esto se demostro al utilizar precursores
de osteoclastos provenientes de médula 6sea
de ratones deficientes en el receptor de TNF-a
(TNFR1p55-/) y empleando anticuerpos neutra-
lizantes anti-TNF-a.

Otras células inmunes que contribuyen a
la osteoclastogénesis durante la infeccién por
B. abortus son los linfocitos T y B.

La interaccién entre los linfocitos T y los os-
teoclastos es importante tanto en la patologia
6sea de origen infeccioso como no infeccio-
s0.2' En funcion del estimulo, los linfocitos T
pueden responder secretando citoquinas que
inhiban (IFN-y, IL-4 e IL-10) o que estimulen

(RANKL, TNF-a e IL-17) la osteoclastogéne-
sis.?2 En la brucelosis osteoarticular, la presen-
cia de linfocitos T constituye un hallazgo pato-
I6gico caracteristico.” Los estudios in vitro uti-
lizando linfocitos T murinos permitieron diluci-
dar, al menos en parte, la contribucién de este
tipo celular en la osteoclastogénesis durante
la infeccion por B. abortus. El receptor de los
linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés) se
une a pequefos péptidos que estan asociados
a las moléculas del complejo mayor de histo-
compatiblidad (CMH) de las células presenta-
doras de antigeno, produciendo su activacion.
El TCR esta asociado sobre la membrana de
los linfocitos T con otras moléculas denomina-
das en conjunto CD3. El complejo entre TCR y
CD3 es necesario para la interaccién estable
entre la célula T y la célula presentadora de an-
tigenos. In vitro es posible simular la activacion
de los linfocitos T, mediante la estimulacion
con un anticuerpo anti-CD3. Esta activacién
induce la secrecidén de IFN-y. Sin embargo,
cuando estos linfocitos T previamente acti-
vados con anti-CD3 son estimulados con so-
brenadantes de macrdéfagos infectados por B.
abortus, las células T cambian su fenotipo para
convertirse en secretoras de RANKL e IL-17.28
Utilizando anticuerpos neutralizantes anti-I1L-17
o realizando los experimentos utilizando pre-
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cursores de médula ésea provenientes de ra-
tones deficientes en la expresion del receptor
de IL-17 (IL17R /), se demostrd que IL-17 des-
empefa un rol preponderante en la induccién
de osteoclastogénesis. Esto resulté llamativo,
ya que RANKL es la principal citoquina que
regula la diferenciacion de osteoclastos. Una
posible explicacién es que, si bien las células
Th17 son capaces de secretar RANKL, el apor-
te de dicha citoquina por este tipo celular no es
fundamental en la osteoclastogénesis, ya que
la principal fuente de RANKL son las células
que provienen del linaje mesenquimal.?* Por
otro lado, estos linfocitos activados por los so-
brenadantes de macrdéfagos infectados por B.
abortus, ademas de RANKL e IL-17, como fue
mencionado, secretan IL-10. Esta Ultima tiene la
capacidad de inhibir la interaccién de RANKL y
RANK?25 y de exacerbar la artritis inducida por
colageno, al favorecer el reclutamiento de cé-
lulas T productoras de IL-17 hacia la articula-
cién afectada.?® IL-17 media la osteoclastogé-
nesis indirectamente, a través de la induccion
de citoquinas proinflamatorias por parte de los
precursores de osteoclastos. Al utilizar precur-
sores provenientes de ratones deficientes en el
receptor de TNF-a (TNFRp55/) demostramos
que TNF-a es la principal citoquina involucra-
da en la osteoclastogénesis inducida por IL-17
proveniente de los linfocitos T.2® Por otro lado,
cuando los experimentos fueron realizados
utilizando las subpoblaciones T CD4+ y CD8*
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separadas, demostramos que los linfocitos T
CD8 no inducen osteoclastogénesis durante la
infeccién por Brucella.?® El papel que desem-
pefan otras subpoblaciones de células T CD4+*
en la brucelosis osteoarticular no ha sido dilu-
cidado aun.

Las otras células de la inmunidad adaptati-
va y que pueden participar en la osteoclasto-
génesis son los linfocitos B, a pesar de que su
funcién primaria es la produccion de inmuno-
globulinas antimicrobianas contra el patdge-
no que esta causando la infeccién. La infec-
cién por B. abortus no solo activa los linfoci-
tos B, sino ademas estas células constituyen
un nicho de persistencia para la bacteria.?”2?
Asimismo, los linfocitos B se encuentran infil-
trando el tejido osteoarticular en los pacien-
tes con brucelosis.”?® En estudios in vitro se
demostroé que los linfocitos B provenientes de
bazo de ratén secretan MMP-9, RANKL, IL-
6, TNF-a e IL-1 en respuesta a la infeccién
por B. abortus, induciendo la diferenciacion
de osteoclastos a partir de los precursores de
médula 6sea. RANKL asi como las citoquinas
proinflamatorias secretadas por los linfocitos
B infectados podrian ser capaces de inducir
osteoclastogénesis. Sin embargo, los ensa-
yos de diferenciacién de osteoclastos realiza-
dos en presencia de osteoprotegerina (OPG)
revelaron que RANKL es la principal citoquina
involucrada en la osteoclastogénesis media-
da por estas células® (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la modulacion de la respuesta inmune durante la infeccion por Brucella abortus y

sus implicancias en la osteoclatogénesis.
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Sinoviocitos

La membrana sinovial esta formada por dos
tipos de sinoviocitos: los de tipo A o macrofa-
gos sinoviales, y los de tipo B o fibroblastos si-
noviales. Los macréfagos sinoviales son células
fagociticas con caracteristicas similares a los
macréfagos, mientras que los fibroblastos sino-
viales tienen funciones sintéticas relacionadas
con la homeostasis de la matriz extracelular, asi
como también con la secrecidon de los compo-
nentes esenciales del liquido sinovial.

Los fibroblastos sinoviales median el dafo
articular en la artritis inflamatoria tanto infeccio-
sa como estéril.3"%2 Su papel esta determinado
por su capacidad de producir MMPs, citoquinas
y quemogquinas que pueden mediar la atraccion
de células inmunes a la sinovia y su subsecuen-
te activacion. La infeccion por B. abortus de
fibroblastos sinoviales humanos demostrd que
estos secretan RANKL, MMP-2 y mediadores
proinflamatorios que podrian promover la mi-
graciéon de monocitos y neutréfilos al sitio de
infeccion. Los fibroblastos sinoviales infecta-
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dos por B. abortus son capaces de inducir os-
teoclastogénesis via la secrecion de RANKL.%
Ademas, la infeccién inhibe la muerte por apop-
tosis de los fibroblastos sinoviales, mediante un
mecanismo que involucra el aumento de facto-
res que inhiben la apoptosis como clAP-2, clas-
terina, livin y P21/CIP/CDNK1A, y la reduccion
de factores que promueven la apoptosis como
P-p53 y TNFRSF1A.%3, Debido a que las bacte-
rias que tienen su nicho de replicacion intrace-
lular inhiben la apoptosis de la célula que colo-
nizan, se puede especular que los fibroblastos
sinoviales podrian constituir un nicho de multi-
plicacion alternativo cuando la bacteria alcanzé
la localizaciéon osteoarticular. De acuerdo con
esta hipétesis, las imagenes de microscopia
confocal revelaron que —tal como ocurre en los
macrofagos (el principal nicho de multiplicacion
de Brucella )- la bacteria se multiplica en vacuo-
las positivas para marcadores de reticulo endo-
plasmatico.®® Esto indica que los fibroblastos
sinoviales podran tener un papel importante en
la persistencia de la infeccién (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la interacion de Brucella abortus con los sinoviocitos, mediadores implicados en la

induccion del dafio 6seo y la modulacion de los factores de sobrevida y muerte celular.

MMPs

Las MMPs son enzimas de la familia de
las endopeptidasas dependientes de zinc y
calcio, con capacidad para degradar matriz

extracelular durante el remodelado de tejido,
la inflamacién croénica, la metastasis celular
asociada a procesos tumorales y la progre-
sidn de varias enfermedades infecciosas.34-3¢
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Las MMPs son secretadas como proenzimas
inactivas y subsecuentemente activadas por
escision proteolitica.’"%

Las MMPs desempefian un papel impor-
tante al facilitar la migracién de células infla-
matorias de la inmunidad innata.®® Sin em-
bargo, un aumento excesivo en los niveles
de MMPs puede causar dafo en los tejidos.*°
MMP-2 y 9 (gelatinasas Ay B, respectivamen-
te) pueden degradar una variedad de colage-
nos incluyendo el presente en la membrana
basal (colageno de tipo IV), el colageno fibrilar
desnaturalizado de tipo | (gelatina) y el cola-
geno de tipo V.4 El incremento en los niveles
locales de MMPs se ha observado en nume-
rosas enfermedades osteoarticulares, inclu-
yendo condiciones reumaticas (artritis reuma-
toide, osteoartritis y espondilitis) y en artritis
infecciosas tales como la observada en la en-
fermedad de Lyme.*-*® Incluso, el incremen-
to en los niveles de MMPs no solo ha sido
observado durante la infeccién in vitro como
se menciond previamente, sino también en
el liquido sinovial de un paciente con bursitis
causada por la infeccién por Brucella. El liqui-
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do sinovial del paciente con bursitis present6
altos niveles de MMP-9 medidos por zimo-
grafia y ELISA, los cuales fueron mas eleva-
dos que los encontrados en el liquido sinovial
de pacientes con artritis séptica o artritis reu-
matoide que fueron incluidos como control en
el mismo ensayo.** Esto apoya fuertemente la
hipétesis de que las MMPs pueden estar in-
volucradas en el dafo osteoarticular mediado
por la infeccién por Brucella.

Conclusiones

En este trabajo de revisién se analizo el
conocimiento actual sobre los mediadores
inflamatorios implicados en el dafo os-
teoarticular causado por la infeccién por B.
abortus.

Este conocimiento sienta las bases para
futuras investigaciones que llevaran a pro-
poner nuevos blancos terapéuticos para ser
abordados junto con la terapia antibiotica du-
rante la forma localizada de la enfermedad.
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tener conflicto de intereses.
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