UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas

UNIVERSITE DE POITIERS

Faculté de Médecine et Pharmacie

Université
dePoitiers

Tesis para la obtencion del Grado Académico de

Doctor en Ciencias Bioldgicas

‘“Analisis de nuevos vehiculos y adyuvantes para
inmunizacion con antigenos de Staphylococcus aureus
utilizando diferentes modelos experimentales”

Lic. Ivana Gabriela Reidel

Directora de Tesis: Dra. Carolina M. 1. Veaute
Co-directora de Tesis: Dra. Cecilia M. Camussone

Director de Co-tutela: Dr. Jean-Francgois Jégou

Laboratorio de Inmunologia Experimental - FBCB - UNL
Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela - INTA
Laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et Cytokines (LITEC) - UP

-2020-



Agradecimientos

AGRADECIMIENTOS

Si bien el doctorado culmina con ese profesional que finalmente accede a su titulo de Doctor, es
el resultado de un largo camino que requiere del aporte colectivo de diversos actores. Hoy estoy
transitando la tdltima etapa de mi camino y quiero agradecer a todos aquellos que lo hicieron
posible.

A nuestro pais, Argentina, no s6lo por haberme ofrecido una educacién publica y gratuita desde
mis 4 afios, sino también por haberme brindado las herramientas necesarias para llevar adelante
un posgrado. En particular, gracias a todos los ciudadanos argentinos porque sin sus aportes estas
medidas publicas no serian posible.

A la Agencia Nacional de Promocién Cientifica y Tecnoldgica y al CONICET por haberme
otorgado las becas que permitieron que me dedique integramente a esta investigacién y por los
financiamientos recibidos para llevar adelante el proyecto.

Al MINCYT y al Ministere des Affaires Etranggres et du Développement Internacional de la
Republica Francesa por habernos seleccionado para ser participes del programa ECOS-Sud. Sin
su confianza en nuestro proyecto, gran parte del desarrollo de esta tesis no hubiese sido posible.

A la Universidad Nacional de Litoral y, particularmente a la Facultad de Bioquimica y Ciencias
Bioldgicas (FBCB), mi segunda casa, por haberme brindado todas las herramientas necesarias
para el ejercicio de esta profesién que tanto amo. Gracias a los directivos, personal docente y no
docente, porque son los verdaderos responsables del sin nimero de oportunidades que brinda esta
institucion a cada uno de sus alumnos.

A la Université de Poitiers (UP), no s6lo por haberme aceptado como alumna sino también por
haber financiado la extensién de mis estancias. Gracias por haber confiado en este proyecto, por
haber permitido mi formacién en co-tutela y, principalmente, por ofrecerme todas las
herramientas de las que disponian para hacer de esta una experiencia que nunca olvidaré.

A los miembros de la Comisién de Doctorado de la FBCB y de la Ecole Doctorale en Sciences
Biologiques & Santé de la UP, por el esfuerzo conjunto realizado en pro de que este proyecto de
tesis pueda ser llevado a cabo en co-tutela. Especialmente, gracias a la Dra. Gabriela Micheloud,
por haber estado ahi cada vez que necesité su apoyo. Y, por su puesto, gracias a Yamila y Enrique
por guiarme siempre que me perdia con los tramites y requisitos que debia cumplir.

A mi directora, la Dra. Carolina Veaute por absolutamente todas las oportunidades que me brindé
en los ultimos 9 afios. Gracias Caro por haberme elegido aquella primera vez y por confiar en mi
este proyecto. Gracias por las horas sentadas juntas pensando ensayos y las tantas otras analizando
y discutiendo resultados para volver a pensar mas ensayos, por corregir cada informe, manuscrito,
o lo que sea, siempre con gran dedicacién y buscando que yo pueda aprender algo en cada etapa.
Gracias por ensefiarme a hacer ciencia.

A mi co-directora, la Dra. Cecilia Camussone por haber estado a mi lado siempre. Gracias Ceci
por tu dedicacién y tu ayuda cuando yo no podia estar ahi al 100%. Pero, sobre todo, gracias por
tu compaiiia en cada uno de los ensayos que hicimos juntas, te confieso que no me importa como
hayan salido ni cuantos miles de horas hayamos viajado, me importa que estuviste ahi para
apoyarme sin importar el resultado.

A mi director de co-tutela, el Dr. Jean-Francois Jégou por haberse sumado a este proyecto con
sus conocimientos, ideas y energias. Gracias JF por todas esas horas de bioterio, por guiarme en
todos esos ensayos nuevos y por estar siempre atento a lo que necesitara. Gracias también por

Pégina | I



Agradecimientos

alentarme a conocer lugares nuevos y cuidarme los cultivos si me escapaba un par de dias. Merci
pour tout.

A mis compafieras y amigas del Lab. Gracias Inés por estar siempre disponible y preparada para
brindar una mano cuando hace falta. Gracias Cris por contagiar siempre esa sonrisa que te
caracteriza. Gracias Adri por brindarme siempre tu apoyo y permitir que me aduefie de tu
laboratorio cada vez que lo necesitaba. Gracias Romi por tu compafifa dentro y fuera del
laboratorio. Gracias So y Maga por estar siempre ahi ofreciendo su tiempo y carifio. Gracias
también a todos esos pasantes que aportaron su granito en este proyecto. Gracias Ceci porque el
ultimo tramo no hubiese sido completamente posible sin tu ayuda.

A los miembros del laboratorio de Sanidad Animal de INTA Rafaela que permitieron que mis
ensayos sean posibles. En particular, gracias al Dr. Luis Calvinho por apostar en mi con esa
primera beca que me abrid tantas puertas. Gracias a Guille y Cacho por estar siempre dispuesto y
con una sonrisa (felices de verme llegar con la conservadora) para salir al campo, abajo del sol,
con frio o hasta lluvia. Sin su aporte ningiin ensayo hubiese sido posible.

A mis colegas del LITEC porque desde el primer dia me hicieron sentir un miembro més del
laboratorio. Gracias a los Dres. Franck Morel y Jean-Claude Lecron por abrirme las puertas de su
laboratorio y dejar a disposicién todos los recursos que necesitara. Gracias a todos por estar ah{
para orientarme con paciencia cada vez que estaba un poco perdida entre tantas cosas nuevas.
Gracias Alexia porque desde el dia 1 tuviste una sonrisa para mi y, a pesar de que nos costaba
comunicarnos, siempre nos entendiamos.

A la Dra. Diana Miiller por dejar siempre a disposicion sus nuevos desarrollos para ser probados
en nuestros ensayos, pero, sobre todo, por sus innumerables palabras de aliento.

A Isabelle Petit-Paris y todo el equipo de PREBIOS porque estar sumamente comprometidos con
su trabajo y asegurar siempre las mejores condiciones para los animales.

Al Dr. Emile Béré y su equipo por aceptar el reto de fotografiar nuestras formulaciones. Gracias
por sus esfuerzos y las imagenes obtenidas.

Al grupo de Fisicoquimica de la Facultad de Ingenieria Quimica-INCAPE por dejar a disposicién
el equipo para la realizacion de la técnica de DLS. Gracias Anto por haber acomodado tus tiempos
cada vez que necesitaba analizar una muestra y haberme recibido con tanta alegria.

A la Dra. Patricia Zamorano y su equipo por recibirnos en su laboratorio y brindarnos su ayuda
desinteresada cuando la necesitamos. En particular, gracias a la Dra. Ivana Soria por habernos
brindado su tiempo y asesoramiento.

A todos esos colegas que han estado predispuestos a brindar una mano cuando la necesité.

A mis compafieros de la citedra de Inmunologia Bésica por los momentos compartidos y el
trabajo en equipo. Gracias a la Dra. Marina Etcheverrigaray por darme la posibilidad de explotar
mi vocacién docente ensefiando lo que mas disfruto.

A los miembros del Comité de Etica de 1a FBCB, por haberme hecho parte de esa mesa de trabajo
de la que me llevo muchos aprendizajes.

A todas esas personas que me hicieron sentir como en casa aun cuando estaba a miles de
kilémetros de mi hogar. Gracias Adriana, mi colega argentina del otro lado del charco, por toda
tu paciencia y ayuda en el laboratorio y, principalmente, por tu compaiia. Gracias a Vincent,
Lucas y Clara, por haberme aceptado con alegria cada vez que Adri me sumaba a sus planes. A
Mathilde por hacerse siempre un tiempo para encontrarnos y pasar unos dias juntas. A Irene,

Pégina | II



Agradecimientos

Pietro y Carlos por todas esas experiencias multiculturales en las que me incluyeron como si me
conocieran de toda una vida.

A mis amigos de la vida por estar siempre ahi para un brindis, un consuelo, una palabra de aliento,
un abrazo, para lo que sea. Gracias Pau, Nare, Iva y Rodri por estar ahi para escuchar siempre mis
historias de tesis. Gracias Santi, Agos, Maira y a los Marces por estar siempre presentes y tener
siempre lista la excusa para las juntadas tan necesarias. Gracias Chechu y Nacho por alentar
siempre nuestros proyectos y hacernos parte de los suyos. Gracias Flora porque no importa cudnto
tiempo pase, siempre estas lista para volvernos a encontrar.

A mi familia, que amo tanto, por estar presentes en mi vida desde que naci. A mis padres por
confiar y ensefiarme a confiar en mis decisiones, por haberme apoyado siempre y permitido
perseguir mis suefios, aunque impliquen volar lejos. A mis hermanas, mis compafieras de la vida
entera, por cuidarme siempre como si fueran mis hermanas mayores, por fumarse las mil catarsis
y crisis existenciales, por ser muchas veces mi cable a tierra. A mis tias y mi prima Valeria por
alentarme y desearme siempre lo mejor en cada nueva etapa. A mis abuelos por estar siempre
conmigo. A mi abuelo por alegrarse cada vez que me veia llegar y brindarme esa sonrisa
campechana. A mi abuela que me repetia, “;hasta cuando vas a estudiar nena?” y celebraba mis
logros, aunque no entendiera muy bien de que iba esto de un doctorado. A mi nono por ser la
raz6én de mi vocacion y haber estado en cada presentacion a la que pudiera asistir sin importar
cudn cansado estuviera. A mi nona, que tengo la suerte de tenerla atin conmigo, por estar siempre
pendiente de como me va en cada cosa nueva que emprendo.

A la familia de José por haberme adoptado como hija, sobrina o nieta. Gracias a Silvia, Dani y
Germdn por estar presentes y brindarnos siempre su ayuda cuando la necesitamos. Gracias Nely
por estar atenta y acercarnos, cada vez que puede, algo de comer para que no perdamos tiempo
cocinando (Gracias, aunque ya sabe que no es necesario). Gracias Pety por llamar siempre para
chequear como estamos y tenernos en sus oraciones. Gracias a todos por su apoyo y compaiiia.

A mi amado José por tu apoyo incondicional y por nunca dejar que me rinda. Gracias por
cuidarme, por tus besos y abrazos, por hacerme sonreir cada dia desde que te conoci, por estar a
mi lado incluso en la distancia. Gracias por ser mi mayor compafiero en esta larga aventura que
llamamos vida. Te amo.

Gracias a todos por haber sido parte de este camino. Pronto me tocard comenzar a transitar uno
nuevo y aun incierto, pero del que estoy segura que también formaran parte porque guardo dentro
de mi las ensenanzas que cada uno de ustedes me han dejado.

Dragonfly out in the sun you know what I mean, don't you know.
Butterflies all havin' fun you know what I mean.
Sleep in peace when day is done,

that's what I mean.

And this old world is a new world
and a bold world

for me.

(...) And I'm feeling good.

Nina Simone, Feeling good.

Pégina | III



Publicaciones

PUBLICACIONES

1. LD Grippo, IG Reidel, MI Garcia, A Streu, DM Miiller, CM Veaute (2020) Gemini
lipopeptides as vaccine adjuvants: a new role for these versatile carriers. Clin Exp Vaccine
Res, 9:1-5

2. 1G Reidel, C Camussone, GA Suarez Archilla, LF Calvinho, C Veaute (2019) Liposomal
and CpG-ODN formulation elicits strong humoral immune responses to recombinant
Staphylococcus aureus antigens in heifer calves. Vet Immunol Immunopathol, 212:1-8.

3. IG Reidel, MI Garcia, V Gonzalez, A Giorello, LF Calvinho, A Gennaro, C Veaute (2017)
Effects of the liposomal co-encapsulation of antigen and PO-CpG oligonucleotide on
immune response in mice. International Journal for Research in Applied and Natural

Science, Vol. 3(6): 1.

Pégina | IV



Indice

INDICE

AGRADECIMIENTOS .....ccuiiiiiiiiiiieiiiiiiireeeaiss s ssseas s s s s s s aaa s s s s s e s s aaa s s st s e s s s aass s ss s e e s snasssssssssensnnnnssnnns |
PUBLICACIONES .....cccosvueiiiinneiiisnneiissneeiisssnessssssnessssssesssssssesssssssessssssessessssesssssssesssssssesssssnesssssssesessansene v
................................................................................................................................................... Vv
ABREVIATURAS Y SIIMBOLOS .....ccueeuerereiressessesesssesessessssssssssessesssssssessessessessssessesssssssessesssssessssessessessssensen 1
.............................................................................................................................................. 4
.............................................................................................................................................. 8
............................................................................................................................................... 12
INTRODUCCION GENERAL.......cceeverererressessesessessessesssssssessessessssessessessesssssssessesssssesessessessessssessesssssesesanes 16
Staphylococcus aureus, una bacteria comensal y PAtOGENG ..........ccueeeeecuvveesciveaeesiieeeeiieeeeiireeessirenaan 16
Prevencion y tratamiento de 1Q iNFECCION.............ccceeeeceeeeeieee ettt e e ettt e e e e e sssrasaeaaeeeas 16
Factores de virulencia de S. aureus y evasion del Sistema iNMUNE ................ceeeeeeeccviveeeeeeeeeiiiiiereaaeenn, 17

La vacunacion como una herramienta para G PrevenCion ...............ueeeccueeeecceeeeesiieeeeeiieeesiieeeesiseseeens 22

La necesidad de UN QAYUVANTE..............ooeeeeeeeeeieeeeeeeie et e st e e ettt a e e tta e ettt e e e et eaeessaaaessssaesssseseennes 24
LOS 1ip0SOMAS COMO QUYUVANTE .........eveeeeeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e e e ettt a e e e e e sesasaaaeeeesasssseaaaeeaaas 27
........................................................................................................................................... 32

Lo Y U0 33
INTRODUCCION c.cceiiiuuuuuseeeesssissssssssseessssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssssesssssssssssssssssssessssssssseessssssssssanseeessssss 34
Mastitis bovina de etiologia infecciosa y sus efectos SObre 1a Ubre...............c.coeecuveeeevveeescieeessienennns 34
Efectos de la mastitis bovina en la rentabilidad del tambo ................cccoveeecveeeeciiieeeiiieescieeeecieee e, 37
Prevencion y tratamiento de 105 CASOS d@ MASTILIS .........cc.eeeeccueeeeeeiieeecitieeesiieeeeccteeeeecaeeesiaeaeesreneeaans 37
Vacunas disponibles y su capacidad ProteCctora .............ccueeecueeeesieeeeeiiieeseieeessieeeeseieeesscieeessieeeesns 39
Las vacunas a subunidades como opcion para mejorar la capacidad protectord.............ccceeeevveeennn. 42

La importancia del calendario de VACUNGCION. ..............cccuueeecueeeeeciieeeeieeeesiieeeecteeeesitvaaesiasaeesreneeeans 43
.......................................................................................................................................... 46

MATERIALES Y IMETODOS v.eeuuueesessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssassssssssssssssasssssssasssssssssssssanssss 47

1. Disenary evaluar un esquema de inmunizacion hacia S. aureus en terneras.............................. 47
1.1.1. Composicion del inmundgeno experimental .................cccoueeeciueeeecieeeiiiee e eeceeeesree e e eree e esraeeesraeeeas 47

1.1.2. Formulacion de los inmundgenos experimentales ............c.ccooceerueeieenieeieeniieeneeeeesee e 47

1.2.1. Animales experimentales y cronograma de VACUNGACION .............ccoueeeecueeeeciueeeeiiieeeiiiieeeeireeesiseeeesseeeens 47

1.2.2. Procedimientos d@ MUESEIEO. ..........cccerueeeirieriieniieiieieete sttt sttt sttt be s be e 48

1.3.1. Determinacion de antiCUerpOs ESPECIfICOS ......cocuirueereeriieeriieeiteste ettt sttt e s sbeesaees 48

1.3.2. Evaluacion de la funcionalidad de 105 QNEICUBIPOS ..............cccueeeecuiieeciiieeeciieeeectee e ecvaee e saae e 49
Purificacion de antiCUerpos @SPECITICOS ...........eeccueeeeciieeeieeeeeieeeectee et eeeeaeeeesta e e eereeeeaaeesasaeeeas 49

ENSQAYO A€ DIOGUEO ...ttt ettt sttt et sa e e sbe e st e sae e et e e sanesneesanes 49

Péagina | V




Indice

2. Evaluar un esquema de inmunizacion en vaquillonas y vacas prefiadas, utilizando la formulacién

seleccionada con base en 10s resultados Previos ...................ccooeeccuveeeiieeeiiiiiiieeeeeeeeciiieeaaeeeecsiseeeans 49
2.1.1. Composicion del inmunGgeno exXPeriMENTtal ...........ccuecueeeeeeeieerieeieesieeseeseeseeseeeseeesreesseeenseesseenn 50
2.1.2. Formulacion del inmundgeno experimental...............coueuicuueiiiueiisiiieeiieeeeeieeeeseeeesiree e reeessseeessneneas 50
2.2.1. Animales experimentales y cronograma de VACUNGACION ...........ccueeeueerueeseeeiueeseesieeseeesseesseeenseesseenns 50
2.2.2. Procedimientos (@ MUESEICO............cccueeueeuerieeieeieeee sttt sttt st sbe st sst e bt eaeeseeeaeesbesaneneeene 50
2.3.1. Determinacion de antiCUerpos @SPECIfICOS .........cccuuieiuiieiiiieiiiieeeciee ettt eeree s ae e e sare e s be e e s seeaesneaeas 51
2.3.2. Evaluacion de la funcionalidad de 10S GNEICUEIPOS ..........cceeecueeeieeceesieeseeeeeseeseesee e see e eesaeene 51

i. Obtencion de a-toxing y B-toXina NAtIVA de S. QUIEUS ...........ceeeeeueeeeceeeeeiieeeecieeeeeeeeeeeeeeeaaee e 51

ii. Inhibicion de actividad RemMOITtICA...............c.cccuiviiviiniiiiiiiiiiic e 51
TrAEAMUCNTO @STAISTICO ...ttt ettt st ettt et at et e et e bt s e e nte et e bt eanenaeeaeenaes 52
CONSIACITUCIONES BLICAS ...ttt ettt ettt et at et et e st e et e s bt e s e s aeesseabeeanesaeesaeaseennenes 52
RESULTADOS 1eeeetsssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssnssssssssanns 53

1. Disenary evaluar un esquema de inmunizacion hacia S. aureus en terneras............................. 53

1.1. Respuesta humoral generada por el eSqUEMQA de 4 dOSIS ........cccueeceeeeeeiieeieseeeieeseeesee e e e saee e 53
1.1.1. Niveles de IgG anti-rFNBPA y QNti-rCIfA €N SUEITO ...........ceeeeuueeeiiieeeiieeeeiieeesieeeeereeesveeessaeaeseaeas 53
1.1.2. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA y anti-rClfA €N SUEIO ............ccccueeeecueeeeiiieeeiieeeeireeeesiee e e 54

1.2.  Respuesta humoral generada a partir del refuerzo Pre-Parto.............ccecceeeeeeveescieesieesreesceeesieesieeenns 55
1.2.1. Niveles de IgG anti-rFNBPA y QNti-rCIfA €N SUEKO ...........ceeeeuveeeiiieeeiieeeeiieeesieeeeeveeesiveeessaeaeseneas 56
1.2.2. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA y anti-rClfA €N SUEIO ............ccccvueeeeiveeeiiiieeiieeesirieeesiee e e 56
1.2.3. Niveles de IgG anti-rFnBPA y anti-rClfA €N [ECHE............c..occueeeeeeciesie e et se e e e ee e 57
1.2.4. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA y anti-rClfA en I€CRE ..............ccoeeeecueeeciiiieeiiieeciiee e 57

1.3.  Funcionalidad de [0S QNTICUEIPOS ..........ccueeeciueeiiiiieeeiieeesiee et e e e e st e e e e e e eate e e s abee e e beeeeeraaaeanraeas 58
1.3.1. Capacidad de DIOGUEO..............cc.oeeueerieiiiieieee ettt sttt ene e snee e 58

2. Evaluar un esquema de inmunizacion en vaquillonas y vacas prefiadas, utilizando la formulacion

seleccionada con base en 10s resultados Previos ......................cccoccvueeeeeciveiesiiiieesiieeeecieeeesieeeesireneen, 59
2.1. Respuesta humoral generada por el esquema de 2 dosis al pre-parto .............ceccvveeeevueeeeiiveeesineennnns 59

2.1.1. Niveles de IgG anti-rFnBPA, anti-rCIfA, anti-ra-toxina y anti-r6-toxing en suero................cc...... 59

2.1.2. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA, anti-rCIfA, anti-ra-toxina y anti-r6-toxina en suero............. 61

2.1.3. Niveles de IgG anti-rFnBPA, anti-rCIfA, anti-ra-toxina y anti-rB-toxina en leche .......................... 61

2.1.4. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA, anti-rCIfA, anti-ra-toxina y anti-rB-toxina en leche.............. 63

2.2.  Funcionalidad de 105 GNEICUBTPOS ..........ccccuieeiiuieiiiieeeeiieeeeeee e eeee e e stte e e siae e e e vaeesstteeesaaeeesbaeeenseeaeannns 63

2.2.1. Inhibicion de la actividad ReMOIMIC ..............c.coereiviiiiiniiiiiiicicesee e 63
DISCUSION...cueeteiiiiiissnnrreeeiiiiissunsteetsisissssssseeesisssssssssseeessssssssssssseessisssssssssseeesssssssssssseeeessssssssnnseeessssss 66
De la respuesta inmune generada €N tEINEIQS .............ccccuueeecceeeeeiiveeeesisreeesiseeeesseeesssssssesissesessesenanes 66
De la respuesta inmune generada en vaquillonas y vacas prefiadas..............ccceceevveevceenveencueensueennne. 70
CONCLUSIONES cecouscoescescscscnsssssesscassossesssossesssssusssnssnsssnssnsssnssnsssnsonsssssonsesssonsesssossesssossosssnssusssnssnsssnsenssoe 74
CAPITULO 2....oeeieceeecuenesseseessssa e s s e s s et e sttt et e s se e s s et ae e s et e e s et s assnann 76
INTRODUCCION teeeerseessssssssassssssssssssssasessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssasssssns 77
El rol de los inmunoestimulantes en el surgimiento de la nueva generacion de adyuvantes............... 77

Pégina | VI



Indice

ODN-CpG, un inmunoestimulantes capaz de inducir una respuesta Thl...........ccccovevvveeesvveeeecvveenennn. 78
El receptor de manosa como target de un inmunoestimulante................ccccceeeeeeeeccvvveieeeeeesiiiirieeaeenan, 80
Surfactantes aminoacidicos de tipo gemini, ¢una nueva generacién de inmunoestimulantes? .......... 81

La via de administracion, otro factor responsable de la respuesta inmune inducida por una vacuna. 83
OBJETIVOS .eeeeuunsunissienesnsssssssssmmssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssstsessssssssssssseesnnnss 85
MATERIALES Y IMETODOS ....uuueesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 86

3. Obtener diversas formulaciones liposomales complementadas con: ODN-CpG, O-palmitoil

MANANO Y/0 SAA de tiPO GEMUNI ................c..cccveecueeeieeeereeeieeeceeeiseeeiseeeiseseeeeeiseseesseeisessisseeisesssseseases 86
3.1.1. ODBLENCION @ IPOSOMGAS ......oveeeeieeeiiiiieeiii e ettt eette sttt e e st e e e eve e e sbtee s s ba e e e sabeeesbteeesssbeeesabeeesssaasnnsseas 86
3.1.2. ODLENCION AOI OPM ..ottt ettt sttt st s b et s he et s bt et e bt et e sbt e bt eaeeneesaeenbesaneneeene 86
3.1.3. Obtencion de SAA de tiPO GOMUNI..........ccueeueeeeesieeieeeeeseesseesee et e saeesteesseesseesteessseesseesseesnseesnseenns 87
3.1.4. Armado de liposomas con distintos inMuNoestimulaNtes ..............coceccvvvieiiiieeeiiieesiiee e 87
3.2.1. Determinacion de tamarfios predominantes y potencial { (PZ) ...........ccueccueeeeeeieesceesieeieeseeeseesiveens 87
3.2.2. Microscopia electronica de transmision (MET) .......cueecuveeeeeeieesieeseesieesieessseeseesseessseesseesssesnseessseenns 87
3.2.3. Microscopia electronica de barrido (MEB) ..........c.cooucuiieiiuieeieieeeecieeesciee e eevee e s siae e sire e e ebee e s srseassnnaeas 87
3.2.4. Evaluacion de la proteccion del ODN-CpG a la accion de ADNQOSQS .........cueecueeceeeeeeesieneieeseeeneesinnenns 88

4. Evaluar, en un modelo murino, la utilizacion de las formulaciones obtenidas como adyuvante en

vacunas a subunidades contra un antigeno de S. QUIeUS ...................ccccoveeeeecvveescieeeesiieeeeeiseeeeinsnns 88
4.1.1. Composicion del inmunogeno experimental ...............cccuveeeeueeeiiueeeeiiieeesiieeeeieeeesaeeesreeeseaeeesseneeanns 88
4.1.2. Formulacion de 1os inmunGgenos eXPEriMENTAIES ............cccuecuereeesieeeeeesiieesaesiteeseeesteesseesseeseeeneeeas 88
4.2.1. Animales experimentales, cronograma de vacunacion y procedimiento de muestreo ....................... 88
4.3.1. Determinacion de antiCUErpOS ESPECIFICOS .........ccuvuueieiieeeeiiieeeieeeecteeeeee e eereeessaee e e sivee e saaeessseeaeannns 90
4.3.2. Andlisis de la respuesta celular local en ganglios drenantes..............cceceveeveneeneneesenieesieneeceneene 90

5. Evaluar la capacidad de las diferentes formulaciones como vehiculo de vacunas a subunidades

administradas de fOrma tOPICA......................cc.veeeeeueieeeiiieeesceeeeecteeeetee e et e e e steeeeettaaaessraaaeesseaeeanes 91
5.1.1. Obtencion de epidermis murinas reconstituidas (EMR)...........ccceeecueeeiirieiciieeeiieeesireeeecieeeesaeeeeaneas 91
5.1.2. Evaluacién de la capacidad de transportar proteinas a través de EMR ...........ccceceeveecienienseenienieenenns 91
5.2.1. EStimulacion de QUEIALINOCITOS ............cccueieiiieeeiiiieeeeiieeesiteeeeeveeeeetaeeeste e e e sveeessbaeaesabeeeeabeeesseeaesnraeas 92
5.2.2. EStimulacion de fibrobIASTOS ..............cooecuuieeiiuieiiiieeeeiiee st et e e e e s ta e e e e e e e sate e e s ab e e e e beeeeeaaaeeanraeas 92
5.2.3. EXIracCion de ARN Y RT-PCR ......cccuoiueueeieeiesieeie et ettt st ettt sae et it sbesatesbesatenbesanestesneenbesaneneeens 93

TrAtAMIENTO @SEAISTICO .....c..eeveeiiiiieiiietieteseeeete sttt ettt ettt et e bt esae et sris 94

CONSIAEIUCIONES BLICAS ...ttt sttt ettt sttt sttt et s bt s sat st e st snesaeesnesnesne e 94

RESULTADOS. . u0uuuuuussmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 95

3. Obtener diversas formulaciones liposomales complementadas con: ODN-CpG, O-palmitoil

MAanano Y/0 SAA de tiPO GEMUNI ..............c..coeveeeiesesiieieeiietieieesieses et sttete e stestessessessesssessenssnsessens 95
3.1. Caracterizacion de las particulas ObteNIAAS ...........c..oovcueiiiciiiiiiiiiiieiiie et e e see e s seae e 95
3.1.1. Tamaiio y potencial { de las particulas 0btenidos por DLS.............ccccueveevceenieeenieenieeneeseeneennees 95

3.1.2. Tamafio y forma de los liposomas obtenidos por MiCroSCOPIA ..........ccuevevueeeiciveeiiireeesiieeenineenene 96

3.2.  Efecto de las formulaciones liposomales en la accion de ADNasas sobre el ODN-CpG .............ccceuu.. 99

Pégina | VII



Indice

4. Evaluar, en un modelo murino, la utilizacion de las formulaciones obtenidas como adyuvante en

vacunas a subunidades contra un antigeno de S. QUIeUS ........................ccceeeecveeeeeccieeeeeiireeesireneeaan, 100
4.1. Respuesta inmune obtenida en ratones de la cepa BALB/c que recibieron 2 dosis ..............cc.cceuv..... 100
4.1.1. Niveles de IgG anti-rCIfA en sueros obtenidos a lo largo del protocolo...............ccccoceeevvuveennnnnn. 100

4.1.2. Niveles de IgG1 e IgG2a anti-rCIfA en sueros obtenidos luego de la segunda dosis.................... 102

4.1.3. Niveles de IgG e IgA anti-rCIfA en lavados vaginales a lo largo del protocolo ................cccc....... 102

4.2. Respuesta inmune obtenida en ratones de la cepa BALB/c que recibieron 2 dosis y un refuerzo pre-

R Loy o (o TSRS 103
4.2.1. Niveles de IgG anti-rCIfA en sueros obtenidos al SACIIfiCiO...........ccceeeuveeeeecieesieeiieee e 103
4.2.2. Niveles de IgG1 e IgG2a anti-rCIfA en sueros obtenidos al SACrifiCio ............ccccueeveeeerivueeencunnenn. 104
4.2.3. Niveles de linfocitos T CD4+y CD8+ en ganglios liNfGtiCOS..........ccouervueriuereeesieeeieesieeeeeseeenenens 104
4.2.4. Niveles de linfocitos T CD4+ productores de IL-4, IL-17 e IFN-y en ganglios linfdticos ................ 105
4.2.5. Niveles de linfocitos T CD8+ productoras de IFN-y en ganglios linfaticos ............cccccceeevuveennnnnn. 106

4.3. Respuesta inmune obtenida en ratones de la cepa C57BL/6J que recibieron 2 dosis y un refuerzo pre-

R Loy o Lo TSRS 106
4.3.1. Niveles de IgG anti-rCIfA en sueros obtenidos al SACIIfiCiO..........cccccccveeeeivueeeiiiieeeeiieeeciee e 106
4.3.2. Niveles de IgG1 e IgG2c anti-rCIfA en sueros obtenidos al SACIifiCiO ..........ccccocveecuerceeceescenennnn. 107
4.3.3. Niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ en ganglios lINfAtiCOS..........ccouervurriieercvesieeeieeeieeceeseeeneeens 108
4.3.4. Niveles de linfocitos T CD4+ productores de IL-4, IL-17 e IFN-y en ganglios linfdticos ................ 109
4.3.5. Niveles de linfocitos T CD8+ productoras de IFN-y e IL-17 en ganglios linfaticos..............c........ 110

5. Evaluar la capacidad de las diferentes formulaciones como vehiculo de vacunas a subunidades

administradas de fOrma tOPICA......................ccveeeeeciieeeeiiieeeceeeecieee et e e eee e e see e e et aeeeraaeesreeaans 111
5.1. Capacidad de las formulaciones de transportar un colorante a través de EMRS .............ccccceeeeunen. 111

5.2.  Capacidad de las formulaciones de activar queratinocitos y fibroblastos in Vitro...............cc..cc...... 112

5.2.1. Niveles de activacion de genes codificantes para QUEMOQUINGS..............cccueeevveeeeieeeeivuneeeiineen, 112

5.2.2. Niveles de activacion de genes codificantes para CitOQUINGS .............cc.coccvueeeevveeeeieeesiiieeesiineeens 114

DISCUSION .eueerreeriieisssnnneeesisssssssssseeessessssssssseeessessssssssseeesssssssssssseesssessssssssseeesssssssssssseeeessssssssnnsseessssns 116
De la obtencion y caracterizacion de las formulaciones liposomales ...............ccccevveevveencieenseennee. 116

De la respuesta inmune generada en ratones de las cepas BALB/cy C57BL/6J .........covuvuecveceeeeennnn. 118

De la capacidad de las formulaciones como adyuvante por via transcutdnea...............c.cccovvveeeuneen... 124
CONCLUSIONES ceocvceocscssossscsosssssosseosssssonsessesssessesssossssssssssssonsssssonsessesssessesssessesssessesssssssssonsasssossasseosses 129
CONCLUSIONES GENERALES........ccouuiiiiiiiiiniiniiiisiiinniuessiissiiisssssssssssiissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 131
BIBLIOGRAFIA .....veveveeerenresisesssesssessssesesssessssessssssessssessssessssssssssessssessssssssssessosesssssessssensesesssssssnssnes 133

Pégina | VIII



Abreviaturas y Simbolos

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ADN Acido desoxirribonucleico

Al(OH); Alhydrogel™ (Hidréxido de aluminio)
APC Célula Presentadora de Antigeno

ARN Acido ribonucleico

ATP Adenosin trifosfato

BAc Buffer acetato

BSA Albtimina Sérica Bovina

CD Cluster de diferenciacion

CIf Clumping factor (factor de agregacion)
CLR Receptor de lectina de tipo C

CMH Complejo mayor de histocompatibilidad
COMETHEA | Comité d'Ethique en Expérimentation Animale
CpP Polisacarido capsular

CRM¢; Mutante no téxica de la toxina diftérica de Corynebacterium diphtheriae C7
DLS Dynamic Light Scattering

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMF Dimetil formamida

DNP ADN bacteriano con secuencias CpG no metiladas
DO Densidad 6ptica

DPPC Dipalmitoil fosfatidil colina

EA Estearilamina

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EEM Error estandar de la media

ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
EMR Epidermis murinas reconstituidas

FASS Federation of Animal Science Societies
Fb Fibrinégeno

FELASA Federation of European Laboratory Animal Science Associations
Fn Fibronectina

FnBP Proteina de unién a fibronectina

GALT Tejido linfoide asociado con el intestino
GAPDH Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GR Glébulos rojos

GUV Vesicula unilaminar gigante

HA Hemaglutinina

HK Housekeeping (gen control)

HKGS Human Keratinocyte Growth Supplement
Hla Hemolisina A (a-toxina)

IDO1 Indoleamina 2,3-dioxigenasa 1

IFN Interferén

Ig Inmunoglobulina

IL Interleuquina

Pégina | 1



Abreviaturas y Simbolos

ILAR Institute for Laboratory Animal Research
INTA Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
IPD Indice de polidispersidad

IsdB Proteina de superficie reguladora de hierro B
KGF Factor de crecimiento de queratinocitos

Lip Liposomas

LITEC Laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et Cytokines
LPV Leucocidina de Panton-Valentine

LUV Vesicula unilaminar grande

LY Lucifer Yellow

MEB Microscopia electrénica de barrido

MET Microscopia electrénica de transmision

MLV Vesicula multilaminar

MntC Lipoproteina transportadora de manganeso C
MPL Monofosforil lipido A

MR Receptor de manosa

MVV Vesicula multivesicular

NA Neuraminidasa

nFcR Receptor neonatal de Fc

NLR Receptor de tipo NOD

NMC National Mastitis Council

NMDF Fibroblastos dérmicos murinos normales
NMEK Queratinocitos epidérmicos murinos normales
ODN-CpG Oligodesoxinucledtido con motivos CpG
OLV Vesicula oligolaminar

OMS Organizacién Mundial de la Salud

ON Over night

OPM O-palmitoil manano

PAMP Patrones moleculares asociados con patégenos
PBS Buffer fosfato salino

PEI Polietilenimina

PMA Forbol-12-miristato-13-acetato

Poli(I:C) Acido poliinosinico-policitidilico

Prebios Plataforma de investigacion experimental en biologia y salud
Pz Potencial {

QS-21 Quillaja saponaria-21

rCIfA Clumping factor A recombinante

RCS Recuento de Células Somdticas

Rec Recombinantes

rFnBPA Proteina de unién a fibronectina A recombinante
RI Rango intercuartil

RLR Receptor de tipo RIG-I

RRP Receptor de reconocimiento de patrones

Rs Coeficiente de correlacion de Spearman

SAA Surfactante aminoacidico

Pégina | 2



Abreviaturas y Simbolos

SAAC Complejo antigénico asociado a exopolisacarido
SARM Staphylococcus aureus resistente a meticilina
SDS Dodecilsulfato sédico

SFB Suero fetal bovino

ST Shock térmico

SUV Vesicula unilaminar pequefia

Tc T citotéxico

TCR Receptor de células T

Th T helper

TLC Cromatografia de capa delgada

TLR Receptor de tipo Toll

TMB 3,3", 5,5'-Tetrametilbenzidina

TNF Factor de necrosis tumoral

Treg T regulador

TRX Tiorredoxina

TSST Toxina del sindrome de shock téxico
TT Toxoide tetanico

UFC Unidades formadoras de colonias
UP Université de Poitiers

uv Ultravioleta

WT Wild type

Pégina | 3



Resumen

RESUMEN

Se estima que la bacteria Staphylococcus aureus, es la responsable del 20-25% de las
infecciones intra-hospitalarias, produciendo complicaciones serias capaces de prolongar hasta tres
veces los estadios de hospitalizacién y quintuplicando el riesgo de muerte en pacientes infectados.
Por otra parte, la mastitis bovina es un claro ejemplo de los efectos de este patégeno en el &mbito
veterinario. Hasta el momento, tanto en el ambito de la medicina humana como veterinaria, el
control de la propagacion de este patégeno se basa, por un lado, en la prevencién, donde el
componente clave es la higiene y por otro, en las terapias antibidticas, aplicadas una vez detectada
la infeccién. Sin embargo, S. aureus presenta una extraordinaria habilidad para desarrollar
resistencia, por lo que el uso desmedido de antibidticos, ha dado lugar a un rapido desarrollo de
cepas con diversas resistencias. Es por esto, que se necesitan nuevas herramientas para la
prevencion de las infecciones causadas por S. aureus.

Staphylococus aureus fue incluido en la lista de “patdgenos prioritarios™ resistentes a
antibidticos publicada por la OMS, lo que convierte al desarrollo de una vacuna contra esta
bacteria en una prioridad mundial. Sin embargo, hasta la fecha, no existen vacunas aprobadas
para su uso en humanos. En el &mbito veterinario, existen 2 vacunas comerciales para el control
de la mastitis bovina causada por este patégeno, sin embargo, ninguna de estas resulta
completamente eficaz en la prevencién de nuevas infecciones. Esta falta de eficacia, estaria
asociada a la presencia de multiples factores de virulencia en S. aureus, que contribuirian a la
patogénesis de la infeccién. Por esto, existe un acuerdo generalizado sobre la necesidad de
combinar multiples antigenos en vacunas, para generar una respuesta inmune capaz de bloquear
etapas claves en la patogénesis estafilocdccica. A su vez, algunos autores sugieren que para un
control eficiente de las infecciones causadas por S. aureus, seria clave la induccién de una
respuesta de tipo Th1/Th17.

El adyuvante utilizado en una vacuna es un factor critico para su eficacia. La combinacién
apropiada de antigenos y adyuvantes, se vuelve clave para la formulacién de vacunas eficaces
contra S. aureus. Entre los adyuvantes de nueva generacion se encuentran los liposomas, vesiculas
fosfolipidicas capaces de favorecer el desarrollo de respuestas inmunes especificas, mediante el
transporte del antigeno junto con moléculas inmunoestimulantes. Nuestro grupo de trabajo diseiid
un adyuvante basado en liposomas catidénicos, suplementado con oligonucleétidos con motivos
CpG (ODN-CpG), como inmunoestimulante. Su evaluacion en ratones BALB/c, utilizando un
antigeno proteico modelo, resulté en la generacién de altos titulos de anticuerpos, con produccién
de IgGl1 e IgG2a, estimulacién de linfocitos T con produccién de IFN-y y sin efectos adversos.

Frente a estos antecedentes, en la presente tesis se trabajé sobre un doble objetivo. Por un

lado, se estudi6 la respuesta inmune generada en terneras, vaquillonas y vacas prefiadas tras la
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inmunizacién con una vacuna a subunidades, que incluy6 distintos antigenos recombinantes de S.
aureus, formulados con los adyuvantes liposomales previamente evaluados en ratén por nuestro
grupo. Por otro lado, se generaron diversas formulaciones liposomales que contenian distintos
inmunoestimulantes junto a un antigeno de superficie de S. aureus recombinante, factor de
agregacion (rCIfA) y se estudié su capacidad de inducir una respuesta inmune eficiente en un
modelo experimental murino. Asimismo, se evalud la capacidad de las distintas formulaciones
liposomales como vehiculo y adyuvante en la administracion transdérmica e intradérmica de
vacunas.

En el primer capitulo se presentan los resultados obtenidos en bovinos tras la
inmunizacién con una vacuna prototipica a subunidades contra S. aureus. En una primera
instancia, se inmunizaron terneras de 6 a 8 meses de edad con 3 dosis de un inmunégeno que
contenia los antigenos recombinantes de S. aureus, proteina de unién a fibronectina (rFnBPA) y
rCIfA. Un afio mds tarde recibieron una cuarta dosis y 21 dias previos al primer parto un refuerzo.
El inmunégeno se formuld alternativamente con liposomas (Lip), ODN-CpG, liposomas con
ODN-CpG (Lip+ODN-CpG), o hidréxido de aluminio (AI(OH)3). Se evalu6 la respuesta humoral
inducida, en sangre durante todo el protocolo y en leche, al comienzo de la lactancia. Luego de
las primeras 3 dosis, los grupos Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA e AI(OH);+rFnBPA/rCIfA,
alcanzaron los mayores niveles de IgG en sangre. Luego de la cuarta dosis, ambas formulaciones
generaron un aumento rapido en los niveles de IgG en sangre, manteniéndose elevados incluso
hasta el dia 60 post refuerzo. Una respuesta semejante en los niveles de IgG, fue observada luego
del refuerzo pre-parto. La produccién de IgG1 en sangre estuvo estimulada en todos los grupos
experimentales, mientras que sélo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA indujo la produccién de IgG2
especifica. En las muestras de leche, se encontraron niveles aumentados de IgG especificas en
todos los grupos experimentales, caracterizada por la presencia de IgG1 y ausencia de I1gG2.
Asimismo, se demostré que, luego del refuerzo pre-parto, los anticuerpos generados en los grupos
Lip+rFnBPA/rCIfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA podrian disminuir la unidn de S. aureus a
fibrindgeno. Estos resultados permitieron concluir que la inmunizacién con proteinas
recombinantes formuladas con un adyuvante basado en liposomas catiénicos y un ODN-CpG, es
un método viable para la induccién de una fuerte respuesta inmune humoral, con produccién de
IgG2 especifica y generacion de una respuesta inmune de memoria. Esto permiti6 seleccionar este
adyuvante para su evaluacion en un plan de inmunizacién aplicado en la etapa tardia de gestacion.

En esta segunda instancia, se inmunizaron vaquillonas y vacas prefiadas, en el dltimo
trimestre de gestacion, las cuales fueron divididas al azar en dos grupos. El grupo tratado fue
inmunizado con la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec, que contuvo como inmundgeno los
antigenos recombinantes de S. aureus, tTFnBPA, rCIfA, ro-toxina y rf-toxina, mientras que el
grupo restante actué como control sin inmunizar. El grupo tratado recibié 2 dosis previas al parto.

Se evalué la respuesta humoral inducida, en sangre durante todo el protocolo y en muestra de
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leche, hasta 1 mes post parto. La administracién de la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec resultd
en un aumento en los niveles de IgG especifica, en sangre, contra los 4 antigenos evaluados, con
produccion de IgG1 e IgG2, y predominancia del primer subtipo. En este grupo, los niveles de
IgG especificos en leche tendieron a ser mds elevados al momento del parto. Finalmente, se
demostré que los anticuerpos inducidos por la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec, serian capaces
de inhibir la actividad hemolitica de la a-toxina y B-toxina nativa de S. aureus.

En conjunto, estos resultados permiten concluir que es posible inducir una respuesta
inmune humoral especifica en bovinos, a partir de la administracién de una vacuna a subunidades,
utilizando como adyuvante, liposomas cationicos suplementados con un ODN-CpG. Asimismo,
permiten sugerir la implementacién de planes de vacunacién que comiencen a temprana edad,
como una herramienta que podria mejorar la eficacia de una nueva vacuna.

En el segundo capitulo se obtuvieron una serie de formulaciones compuestas por
liposomas cargados con distintos inmunoestimulantes; un ODN-CpG, un surfactante
aminoacidico de tipo gemini (AG2-C16) y un oligosacarido hidrofobizado, O-palmitoilmanano
(OPM), asi como la combinacién del ODN-CpG con AG2-C16 u OPM, alternativamente. Las
formulaciones obtenidas fueron caracterizadas, demostrandose que el agregado de los distintos
inmunoestimulantes no generd cambios en la morfologia de los liposomas, manteniéndose la
conformacion esférica, con tamafos comprendidos entre 150-450 nm. Asimismo, se observo que
el ODN-CpG disminuye la estabilidad de los liposomas, siendo este efecto contrarrestado con el
agregado de AG2-C16 u OPM en la formulacién. A su vez, se demostré que los liposomas
protegen al oligonucleétido de la accién de ADNasas, permitiendo utilizar un ODN-CpG con
enlaces naturales, biocompatibles y de bajo costo como inmunoestimulante.

Posteriormente, se estudié la capacidad adyuvante de las distintas formulaciones en un
modelo experimental murino. En primer lugar, se estudié la respuesta inducida al inmunizar
ratones hembra de la cepa BALB/c, con el antigeno libre (rCIfA), asi como incorporado en tres
formulaciones liposomales; Lip+ODN-CpG+rCIlfA; Lip+AG2-C16+rCIfA y Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA. Este estudio cont6é con dos ensayos independientes. En el primero se
estudié la cinética de la respuesta inmune humoral, en sangre y mucosa vaginal, a lo largo de un
protocolo de 2 dosis distanciadas tres semanas y hasta pasadas 3 semanas de la dltima dosis. En
el segundo estudio se evalud la respuesta celular inducida por las formulaciones, luego de aplicado
un refuerzo pre-sacrificio 10 dias post segunda dosis. Las células de los ganglios linfaticos,
obtenidos al sacrificio, se analizaron mediante citometria de flujo para evaluar la produccién de
IL-4, IL-17 e IFN-y en los linfocitos T CD4+ y CD8+. Este tltimo ensayo fue repetido utilizando
ratones hembra de la cepa C57BL/6J e incorporando las formulaciones: Lip+OPM+rCIfA y
Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA. Los tres inmunoestimulantes probados, ODN-CpG, AG2-C16 y
OPM, al ser formulados en liposomas fueron capaces de estimular una respuesta inmune humoral,

en sangre, caracterizada por altos titulos de IgG especificas, con altos niveles de los subtipos,
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IgG1 e [gG2a 0 IgG2c, en BALB/c 0o C57BL/6J, respectivamente. Las formulaciones liposomales
evaluadas generaron un aumento en los niveles de IgG en lavado vaginal, con ausencia de IgA
especifica. Respecto a la respuesta celular, la formulacién Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA, fue
capaz de inducir los tres perfiles celulares evaluados Thl, Th2 y Th17, y de linfocitos Tc
productores de IFN-y. Considerando que esta respuesta coincide con el perfil deseado para el
control de las infecciones causadas por S. aureus, los resultados obtenidos en este capitulo,
permiten sugerir al adyuvante Lip+AG2-C16+ODN-CpG como un potencial candidato para
posteriores ensayos en bovinos. Asimismo, el incremento de los niveles de linfocitos T CD8+
productores de IFN-y, inducido por esta formulacion, permiten proponer este adyuvante como
una alternativa en el disefio de vacunas para la prevencién de infecciones virales o cancer.

Por ultimo, en el segundo capitulo, se estudié la potencialidad de las distintas
formulaciones en la inmunizacién por via transdérmica. Para esto, por un lado, se evalué la
capacidad de las distintas formulaciones para transportar el colorante fluorescente Lucifer Yellow
(LY), a través de una epidermis reconstituida de ratén (EMR). En este ensayo se observé que la
incorporacion de AG2-C16 a la formulacién liposomal increment6 el pasaje del colorante a través
de la EMR. Esto permite considerar a la formulacién Lip+AG2-C16 como un sistema de delivery
para la administracién topica de principios activos. Por otro lado, se estudi6 la capacidad de las
distintas formulaciones, y sus componentes individuales, de estimular la activacién de
queratinocitos y fibroblastos in vitro. Se encontré que las formulaciones que contenian OPM
como inmunoestimulante fueron capaces de estimular la expresién de quemoquinas y citoquinas
proinflamatorias en fibroblastos. Entre ellas, se detectaron elevados los niveles de
quimioatractantes de linfocitos Th1, Th17 y Tc, asi como de neutrdfilos, células requeridas para
un control efectivo de S. aureus en el sitio de infeccion. Las formulaciones evaluadas no fueron
efectivas en la activaciéon de queratinocitos. Estos resultados permiten sugerir el uso de
formulaciones que contengan OPM en modelos de inmunizacién mediante microinyeccién o por
via intradérmica. Asimismo, podria considerarse, en ensayos futuros, la utilizacién de una
formulacién que incluya tanto a OPM como a AG2-C16, para su aplicacién en modelos de
inmunizacién por via transcutdnea.

Los resultados presentados en esta tesis muestran que los liposomas catidnicos
constituyen un sistema adyuvante de gran versatilidad, que permiten la seleccién de los

inmunoestimulantes a incluir, en funcién de las caracteristicas de la respuesta inmune necesaria.
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Abstract

ABSTRACT

It is estimated that Staphylococcus aureus is responsible for 20-25% of nosocomial
infections, leading to serious complications that may prolong hospitalization up to three times and
quintuple the risk of death in infected patients. In addition, bovine mastitis is a clear example of
the effects of this pathogen in the veterinary field. Until now, both in human and veterinary
medicine, the control of this pathogen dissemination is based on prevention, where the key
component is hygiene, and on antibiotic therapies, once the infection is detected. However, S.
aureus has an extraordinary ability to develop resistance, and the excessive use of antibiotics has
led to a rapid development of strains with antimicrobial resistance. Therefore, new tools are
needed to prevent infections caused by S. aureus.

Staphylococcus aureus was included in the global priority list of antibiotic-resistant
bacteria published by the WHO, making the development of a vaccine against it, a prime concern.
However, to date, there are no vaccines approved for use in humans. In the veterinary field, there
are 2 commercial vaccines for the control of bovine mastitis caused by this pathogen, but none of
these is completely effective in preventing new infections. This lack of efficacy could be
associated with the presence of multiple virulence factors in S. aureus, which contribute to the
pathogenesis of the infection. Consequently, there is general agreement on the need to combine
multiple antigens in vaccines, to generate an immune response able to block key stages in
staphylococcal pathogenesis. Additionally, some authors suggest that the key for an efficient
control of S. aureus infections, is the induction of a Th1/Th17 immune response.

The adjuvant used in a vaccine is a critical factor for its effectiveness. The appropriate
combination of antigens and adjuvants becomes crucial to formulate an effective vaccine against
S. aureus. One of the new generation adjuvants are liposomes, phospholipid vesicles able to
promote the development of specific immune responses, by transporting the antigen together with
immunostimulant molecules. Our group designed a cationic liposome-based adjuvant,
supplemented with CpG motifs oligonucleotides (ODN-CpG), as immunostimulant. Its
evaluation in BALB/c mice, using a model protein antigen, resulted in high antibody titers
generation, with IgG1 and Ig(G2a production, stimulation of T lymphocytes with [FN-y production
and no adverse effects.

Considering this background, we work on two main objectives. Firstly, the induced
immune response was studied in calves, heifers and pregnant cows after immunization with a
subunit vaccine, which included different recombinant S. aureus antigens, formulated with the
liposomal adjuvants previously evaluated in mice by our group. Secondly, various liposomal
formulations containing different immunostimulants were generated, in combination with the

recombinant S. aureus surface antigen, clumping factor (rCIfA). Then, their ability to induce an
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efficient immune response in a murine experimental model was studied. Moreover, the liposomal
formulations capacity as carrier and adjuvant in transdermal and intradermal vaccine
administration was evaluated.

In the first chapter, the results obtained in cattle after immunization with a prototypic
subunit vaccine against S. aureus are presented. In a first assay, heifer calves of 6-8 months old
were immunized with 3 doses of an immunogen containing the recombinant S. aureus antigens,
fibronectin-binding protein (rFnBPA) and rCIfA. A fourth dose was administered one year later
and a single booster 21 days before the first calving. The immunogen was alternatively formulated
with liposomes (Lip), ODN-CpG, liposomes with ODN-CpG (Lip+ODN-CpG), or aluminum
hydroxide (Al(OH)3). The humoral response was evaluated in blood throughout the protocol and
in milk, at the beginning of lactation. After the first 3 doses, the Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA
and Al(OH)s+rFnBPA/rCIfA groups reached the highest levels of IgG in blood. After the fourth
dose, both formulations generated a rapid increase in blood IgG levels, remaining elevated after
60 days post booster. A similar IgG response was observed after pre-calving booster. Blood IgG1
production was stimulated in all experimental groups, but only Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA
induced specific IgG2 production. In milk samples, increased levels of specific IgG were found
in all experimental groups, characterized by presence of IgG1 and absence of IgG2. It was also
demonstrated that, after pre-calving booster, the antibodies generated in the Lip+rFnBPA/rCIfA
and Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA groups could decrease the S. aureus binding to fibrinogen.
These results allow to conclude that immunization with recombinant proteins formulated with a
cationic liposomes adjuvant and ODN-CpG, is a viable method to generate a strong humoral
immune response, with specific IgG2 production and immune memory induction. So, we selected
this adjuvant for its evaluation in a late stage gestation immunization plan.

In this second assay, pregnant heifers and cows were immunized in the last trimester of
gestation. Animals were randomly divided into two groups. The treated group was immunized
with Lip+ODN-CpG+Rec formulation, containing the recombinant S. aureus antigens, rFnBPA,
rCIfA, ra-toxin and rf3-toxin as immunogens. The remaining group acted as an unimmunized
control. The treated group received 2 doses before calving. The humoral response was evaluated
in blood throughout the protocol and in milk, up to 1-month post-calving. Lip+ODN-CpG+Rec
administration induced an increase in blood IgG levels, against the 4 evaluated antigens, and IgG1
and IgG2 production, with higher levels of this first subtype. In this group, specific IgG levels in
milk tended to be higher at calving. Finally, it was demonstrated that the antibodies induced by
Lip+ODN-CpG+Rec formulation would be able to inhibit the hemolytic activity of wild-type S.
aureus o- and B-toxins.

Based on these results, we conclude that it is possible to induce a specific humoral

immune response in cattle, by the administration of a subunit vaccine, using cationic liposomes
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supplemented with ODN-CpG as adjuvant. Also, we suggest the implementation of earlier
vaccination programs could improve the efficacy of a new vaccine.

In the second chapter, diverse liposomal formulations loaded with different
immunostimulants were obtained. The immunostimulants incorporated in these formulations,
alternatively, were: an ODN-CpG, a gemini-type aminoacidic surfactant (AG2-C16) and a
hydrophobized oligosaccharide, O-palmitoylmannan (OPM), as well as the combination of ODN-
CpG with AG2-C16 or OPM. The formulations characterization showed that the addition of the
different immunostimulants did not generate changes in liposomes morphology, maintaining the
spherical conformation and sizes between 150-450 nm. Also, it was observed that ODN-CpG
decreases the liposomes stability. This effect could be counteracted by AG2-C16 or OPM addition
in the formulation. Moreover, it was demonstrated that liposomes could protect the
oligonucleotide from DNases action, allowing the use of a biocompatible and low-cost ODN-
CpG with natural bonds, as immunostimulant.

Subsequently, the adjuvant capacity of the formulations in a murine experimental model
was studied. This study evaluated the immune response induced in female BALB/c mice by the
free antigen (rCIfA) and three liposomal formulations: Lip+ODN-CpG+rCIfA; Lip+AG2-
C16+rCIfA and Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA, during two independent trials. During the first
trial, using 2 doses administered three weeks apart, the kinetics of the humoral immune response
in blood and vaginal mucosa was studied, up to 3 weeks after the last dose. In the second study,
10 days after the second dose, a pre-sacrifice booster was applied and the cellular response was
evaluated. Lymph node cells, obtained at sacrifice, were analyzed by flow cytometry to assess the
IL-4, IL-17 and IFN-y production by CD4+ and CD8+ T lymphocytes. This assay was repeated
using female C57BL/6J mice and incorporating 2 experimental groups: Lip+OPM+rCIfA and
Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA. All three immunostimulants, ODN-CpG, AG2-C16 and OPM,
when formulated in liposomes, were able to stimulate a humoral immune response, characterized
by high blood IgG titers, with high levels of IgG1 and IgG2a or IgG2c subtypes, in BALB/c or
C57BL/6] strains, respectively. The liposomal formulations also generated an increase in vaginal
IgG levels, with the absence of specific IgA. Regarding the cellular response, Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA formulation was able to induce Th1, Th2 and Th17 profiles, and IFN-y
producing Tc lymphocytes. Considering that this immune response profile is desired for the
control of S. aureus infections, we suggest the adjuvant Lip+AG2-C16+ODN-CpG as a potential
candidate for next trials in bovines. Additionally, since this formulation also stimulated CD8+ T
cells to produce IFN-y, we propose this adjuvant as an alternative in the design of viral or cancer
preventive vaccines.

Finally, in the second chapter, the potential of different formulations in transdermal
immunization was studied. Firstly, the ability of the different formulations to transport the Lucifer

Yellow (LY) fluorescent dye was evaluated in vitro, through a reconstituted mouse epidermis
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(EMR). This test showed that AG2-C16 incorporation into liposomal formulations, increased the
dye passage through the EMR. Therefore, it is possible to consider Lip+AG2-C16 formulation as
a delivery system for topical administration of active ingredients. Secondly, the capacity of the
different formulations, and their individual components, to stimulate in vitro skin keratinocytes
and fibroblasts was studied. Formulations that contained OPM as an immunostimulant were able
to stimulate the expression of proinflammatory chemokines and cytokines in fibroblasts. Indeed,
it was detected increased levels of chemoattractants for Th1, Th17 and Tc lymphocytes, as well
as for neutrophils, cells required for effective control of S. aureus at the infection site. The
evaluated formulations were not able to activate keratinocytes. Considering these results, we
suggest the use of formulations containing OPM in microinjection or intradermal immunization
models. Likewise, the use of formulations containing both, OPM and AG2-C16, could be
considered for the application of transcutaneous immunization.

The results presented in this thesis, demonstrate that cationic liposomes constitute a
versatile adjuvant system, which allows the selection of the proper immunostimulants, depending

on the needed immune response characteristics.
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RESUME

Les estimations montrent que les infections a Staphylococcus aureus représentent 20 a
25% des infections nosocomiales, conduisant a de sérieuses complications pouvant augmenter
par 3 la durée d’hospitalisation et par 5 le risque de déces des patients infectés. De plus, la mastite
bovine est un exemple des effets de ce pathogene dans le domaine vétérinaire. A ce jour, a la fois
en médecine humaine et vétérinaire, le contrdle de la dissémination de ce pathogene est basé sur
la prévention, pour laquelle la composante clé est I’hygiéne, ainsi que les thérapies antibiotiques
une fois I’infection détectée. Cependant S. aureus a une capacité extraordinaire a développer une
résistance et I'usage excessif d’antibiotiques conduit au développement de souches multi-
résistantes. Par conséquent, de nouveaux outils sont nécessaires dans la prévention des infections
a S. aureus.

Staphylococcus aureus fait partie de la liste prioritaire des bactéries résistantes aux
antibiotiques publiée par I’OMS, faisant du développement de vaccins une préoccupation
premiere. Cependant, a ce jour, aucun vaccin n’est approuvé pour une utilisation chez ’homme.
Dans le domaine vétérinaire, il existe deux vaccins commerciaux pour le contrdle de la mastite
bovine, mais aucun d’eux n’est vraiment efficace dans la prévention de nouvelles infections. Ce
manque d’efficacité peut étre associé a la présence de multiples facteurs de virulence chez S.
aureus, qui contribue a la pathogenese de I’infection. Par conséquent, il y a un accord général sur
le besoin de combiner plusieurs antigenes dans les vaccins, pour générer une réponse immune
capable de bloquer les étapes clés de la pathogenese de Staphylococcus. En outre, certains auteurs
suggerent que I’élément clé pour un contrdle efficace des infections a S. aureus est I’induction
d’une réponse immune Th1/Th17.

L’adjuvant utilis€ dans les vaccins est un facteur essentiel pour son efficacité. La
combinaison appropri¢e d’antigénes et d’adjuvants devient un élément crucial pour formuler un
vaccin efficace contre S. aureus. Une des nouvelles générations d’adjuvant concerne les
liposomes, des vésicules phospholipidiques capables de favoriser le développement de réponses
immunes spécifiques en transportant 1’antigéne avec des molécules immunostimulantes. Notre
groupe de recherche a mis au point un adjuvant cationique basé sur les liposomes, supplémenté
avec des oligodésoxynucléotides comportant des motifs CpG comme immunostimulant (ODN-
CpG). Son utilisation chez la souris BALB/c, en utilisant un modele d’antigéne protéique, conduit
a la génération de forts titres en anticorps, avec une production d’IgG1 et [g(G2a et a la stimulation
de lymphocytes T produisant de I'I[FN-y, sans effets néfastes.

Dans ce contexte, nous avons travaillé sur deux objectifs principaux. Premierement, nous
avons étudié la réponse immune induite chez les veaux, les génisses et les vaches enceintes apres

immunisation avec une sous-unité vaccinale composé de différents antigénes recombinants de S.
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aureus, formulés avec des adjuvants liposomaux préalablement évalués chez la souris par notre
groupe. Deuxiémement, nous avons généré différentes formulations liposomales contenant
différents immunostimulants combinés a I’antigéne recombinant de S. aureus, Clumping Factor
(rCIfA). Nous avons ensuite étudié leur capacité & induire une réponse immune efficace dans le
modele murin expérimental. De plus, nous avons évalué la capacité des formulations liposomales
en tant que vecteur et adjuvant dans 1’administration transdermique et intradermique du vaccin.

Dans le premier chapitre, nous présentons les résultats obtenus dans le bétail apres
immunisation avec une sous-unité prototype de vaccin contre S. aureus. Dans un premier essai,
des génisses dgées de 6 a 8 mois ont été¢ immunisées avec 3 doses d’immunogenes contenant les
antigenes de S. aureus fibronectin-binding protein (rFnBPA) and rCIfA. Une quatrieme dose a
été administrée un an plus tard et un rappel unique 21 jours avant le vélage. L’ immunogéne fut
alternativement formulé avec des liposomes (Lip), de ’ODN-CpG, des liposomes avec ODN-
CpG (Lip + ODN-CpG) ou de I’hydroxyde d’aluminium (Al(OH)3). La réponse humorale a été
évaluée dans le sang tout au long du protocole d’immunisation et dans le lait au début de la
lactation. Apres les 3 premicres doses, les groupes Lip+ODN-CpG+rFnBPA/tCIfA et
Al(OH)3+rFnBPA/rCIfA ont atteint les plus forts niveaux d’IgG dans le sang. Apres la quatrieme
dose, les deux formulations ont généré une augmentation rapide des niveaux d’IgG dans le sang,
qui sont restés élevés 60 jours apres le rappel. Une réponse IgG similaire a été observée apres le
rappel effectué avant le vélage. La production d’IgG1 dans le sang a été stimulée dans tous les
groupes expérimentaux, mais seul Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA a pu induire une production
d’IgG2 spécifiques. Dans les échantillons de lait, des niveaux élevés d’1gG ont été retrouvés dans
tous les groupes expérimentaux, caractérisés par une production d’IgG1 mais une absence d’1gG2.
Nous avons également démontré que, apres le rappel pré-vélage, les anticorps générés dans les
groupes Lip+rFnBPA/rCIfA et Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA ont la capacité de diminuer la
fixation de S. aureus au fibrinogéne. Ces résultats nous permettent de conclure que
I’immunisation avec des protéines recombinantes formulées avec des liposomes cationiques
adjuvants et de ’ODN-CpG est une méthode viable pour générer une réponse humorale forte,
avec production d’IgG2a spécifiques et I’induction d’une mémoire immunitaire. Ainsi, nous
avons sélectionné cet adjuvant pour I’évaluer dans la derniére étape du programme
d’immunisation au cours de la gestation.

Dans ce deuxieme essai, des génisses et des vaches enceintes ont ét€ immunisées au cours
du dernier trimestre de la gestation. Les animaux ont été divisé de maniere aléatoire en deux
groupes. Le groupe traité a été immunisé par la formulation Lip+ODN-CpG+Rec, contenant les
antigenes de S. aureus rTFnBPA, rCIfA, ro-toxin et rf-toxin comme immunogenes. Le second
groupe constitue le groupe controle non-immunisé. Le groupe traité a recu deux doses avant le
vélage. La réponse humorale a été évaluée dans le sang tout au long du protocole d’immunisation

et dans le lait, jusqu’a un mois apres le vélage. L’administration de Lip+ODN-CpG+Rec a induit
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une augmentation dans le sang des niveaux d’IgG dirigées contre les 4 antigénes testés, une
production a la fois d’IgG1 et d’IgG2, avec des niveaux plus élevés pour le premier isotype. Dans
ce groupe, les niveaux d’IgG tendent a étre plus élevés dans le lait au moment du vélage. Enfin,
nous avons démontré que les anticorps induits par les formulations Lip+ODN-CpG+Rec sont
capables d’inhiber I’activité hémolytiques des toxines a et B des souches sauvages de S. aureus.

Sur la base de ces résultats, nous concluons qu’il est possible d’induire une réponse
immune humorale efficace dans le bétail, par I’administration de sous-unités vaccinales utilisant
des liposomes cationiques supplémentés en ODN-CpG comme adjuvant. Nous suggérons aussi
que la mise en ceuvre de programmes de vaccination plus précoces pourrait améliorer 1’efficacité
d’un nouveau vaccin.

Dans le second chapitre, nous avons obtenu diverses formulations liposomales chargées
avec différents immunostimulants : ODN-CpG, un surfactant aminoacide de type gemini (AG2-
C16) et un oligosaccharide hydrophobisé, O-palmitoyl-mannane (OPM), ainsi que la combinaison
de ODN-CpG avec AG2-C16 ou I’OPM de maniére alternative. La caractérisation des
formulations a montré que I’addition des différents immunostimulants ne générait pas de
changement dans la morphologie des liposomes, qui maintiennent leur conformation sphérique et
leur taille entre 150 et 450 nm. De méme, il a été observé que ODN-CpG diminue la stabilité des
liposomes. Cet effet peut étre contrecarré par ’ajout de AG2-C16 ou de ’OPM dans la
formulation. De plus, nous avons démontré que les liposomes peuvent protéger les
oligodésoxynucléotides de 1’action des DNAses, permettant [’utilisation d’ODN-CpG
biocompatibles et a bas cofit avec des liaisons naturelles, comme immunostimulant.

Par la suite, nous avons étudié la capacité adjuvante des formulations dans un modele
expérimental murin. Nous avons étudié la réponse immune induite chez des souris femelles
BALB/c par I'antigéne libre (rCIfA) et les trois formulations liposomales : Lip+ODN-
CpG+rCIfA, Lip+AG2-C16+rCIfA and Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA. Cette étude a été
réalisée dans deux expériences indépendantes. Dans la premiere, en utilisant 2 doses administrées
a 3 semaines d’intervalles, nous avons étudié la cinétique de la réponse immune humorale dans
le sang et la muqueuse vaginale, jusqu’a 3 semaines apres la derni¢re dose injectée. Dans la
deuxieme expérience, dix jours apres la seconde dose, nous avons réalisé un rappel avant le
sacrifice des animaux et évalué la réponse cellulaire. Les cellules des ganglions lymphatiques
obtenues lors du sacrifice ont été analysés en cytométrie en flux pour déterminer les niveaux de
production d’1L-4, d’IL-17 et d’IFN-y par les lymphocytes T CD4* et CD8*. Cet essai a été répété
avec des souris femelles C57BL/6J en incorporant deux groupes expérimentaux :
Lip+OPM+rCIfA et Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA. Les trois immunostimulants, ODN-CpG,
AG2-C16 and OPM, lorsqu’ils sont formulés dans des liposomes, sont capables de stimuler la
réponse humorale, caractérisée par des titres élevés en IgG dans le sang, comportant des niveaux

élevés d’isotypes IgGl et IgG2a ou IgG2c dans les lignées BALB/C ou C57BL/6J,
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respectivement. Les formulations liposomales ont également conduit & des niveaux €levés d’1gG
dans la muqueuse vaginale, en 1’absence d’IgA spécifiques. En ce qui concerne la réponse
cellulaire, la formulation Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA est capable d’induire des profils Thl,
Th2 et Th17 et la production de lymphocytes Tc produisant de I'IFN-y. Considérant qu’il s’agit
d’un profil désiré pour le controle des infections a S. aureus, nous suggérons I’utilisation de
I’adjuvant Lip+AG2-C16+ODN-CpG comme candidat potentiel pour les prochains essais chez
les bovins. De plus, puisque cette formulation stimulait également la production d’IFN-y par les
cellules T CD8*, nous proposons cet adjuvant comme alternative au développement de vaccins
préventifs contre les virus et les cancers.

Enfin, dans le second chapitre, nous avons étudié le potentiel de différentes formulations
dans I'immunisation transcutanée. Tout d’abord, nous avons évalué in vitro la capacité des
différentes formulations a transporter la sonde fluorescente Lucifer Yellow (LY) au travers
d’épidermes murins reconstitués (RME). Ce test a montré que 1’incorporation de AG2-C16 dans
les formulations liposomales augmente le passage de la sonde a travers les RME. Il est donc
possible de considérer la formulation Lip+AG2-C16 comme un systeéme d’administration topique
pour des principes actifs. Nous avons ensuite étudié la capacité de différentes formulations, et de
leurs composants individuels, a stimuler in vitro les kératinocytes et les fibroblastes de la peau.
Les formulations qui contiennent OPM, comme immunostimulant, sont capables de stimuler
I’expression de chimiokines et de cytokines proinflammatoires par les fibroblastes. En effet, nous
avions pu détecter des niveaux accrus de chimiokines attractrices de cellules Thl, Th17 et Tc
ainsi que de polynucléaires neutrophiles, des cellule requises pour le contrdle de S. aureus au site
d’infection. Les formulations testées n’ont pas permis de stimuler les kératinocytes. Compte-tenu
de ces résultats, nous suggérons I’utilisation de formulations contenant de I’OPM dans les
modeles de micro-injections ou d’immunisation intradermique. De méme, [’utilisation de
formulations contenant a la fois de 'OPM et AG2-C16 peut étre considérée de maniere
applicative dans I’immunisation transcutanée.

Les résultats présentés dans cette these démontrent que les liposomes cationiques
constituent un systéme adjuvant polyvalent, qui permet la sélection d’immunostimulants

appropriés en fonction des caractéristiques souhaitées de la réponse immune.
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INTRODUCCION GENERAL

Staphylococcus aureus, una bacteria comensal y patégena

Staphylococcus aureus es un coco anaerobio facultativo, grampositivo, productor de
catalasa, inmévil y no esporulado. Se desarrolla en agrupaciones a modo de racimos y forma
biofilm, lo que le permite sobrevivir bien en condiciones secas, pudiéndose aislar a partir de
superficies en una variedad de entornos, como el doméstico, centros de salud e instalaciones de
elaboracién de alimentos [1].

Esta bacteria se distribuye ampliamente, en nimeros bajos, en la piel y las membranas
mucosas de los animales de sangre caliente. Normalmente, su presencia es transitoria y no forma
parte de la flora residente en la piel, sin embargo, si se altera el equilibrio normal por mecanismos
como lavado, uso frecuente de antisépticos o tratamiento con antibidticos, S. aureus puede
establecerse como parte de la flora residente [1]. De esta forma, es capaz de colonizar narinas,
axilas, faringe y otras mucosas, asi como la superficie epitelial en aproximadamente el 30% de la
poblacién, convirtiéndose asi en un comensal de gran distribucién mundial [2].

Si bien, en individuos sanos, la continuidad de la piel y mucosas es usualmente una
proteccion suficiente para evitar las infecciones estafilocécicas, éstas representan la principal via
de acceso de este patdgeno, siendo el 90% de las infecciones el resultado de interrupciones en
estas barreras. Se estima que S. aureus es el responsable del 20-25% de las infecciones intra-
hospitalarias, con complicaciones serias como bacteriemia, endocarditis, osteomielitis, artritis
séptica, entre otras, prolongando asi tres veces los estadios de hospitalizacion y quintuplicando el
riesgo de muerte en pacientes infectados [3,4].

A su vez, se conoce que S. aureus es capaz de infectar tanto al Hombre como a otros
animales. La mastitis bovina es un claro ejemplo de los efectos de este patdgeno en el ambito
veterinario, ya que S. aureus resulta el microorganismo mds frecuentemente aislado de casos de

mastitis, tanto en Argentina [5], como en otros paises de gran desarrollo lechero [6].

Prevencion y tratamiento de la infeccion

El surgimiento de cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) y el gran nimero
de infecciones intra-hospitalarias colocan a los métodos de prevenciéon como uno de los pilares
fundamentales en el control de la propagacién de este patégeno. Hasta el momento, la estrategia
mds efectiva es la adhesién a los principios basicos para el control de infecciones, donde el
componente clave es la higiene [7].

Respecto al cuidado personal, distintas instituciones coinciden en que es posible limitar
el contagio si se mantienen las manos limpias mediante el lavado meticuloso con agua y jabén o

la utilizacion regular de sanitizantes para manos de base alcohdlica. Por otro lado, recomiendan
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mantener las heridas limpias y cubiertas hasta su cicatrizacidn, evitar el contacto con heridas y
vendajes de otras personas, y no compartir articulos personales como toallas, ropa o cosméticos
[8]. Asimismo, respecto al contacto del personal de salud con pacientes, se indica tanto el lavado
y desinfeccidon de manos frecuente como la utilizacién de guantes descartables y vestimenta que
cubra la piel del trabajador, para minimizar el contacto con heridas infectadas, secreciones y
materiales contaminados, y asi evitar la propagacién entre pacientes. En el caso de pacientes que
seran sometidos a tratamientos quirdrgicos, las medidas preventivas mas importantes son, el
lavado antiséptico de las manos de los profesionales y del sitio quirtrgico del paciente, la
utilizacién de técnicas quirirgicas asépticas y la profilaxis con antimicrobianos [7]. Por su lado,
respecto al control de SARM en centros de atencion médica, la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) elabor6 una guia de recomendaciones que abarca desde las medidas minimas para centros
de salud con recursos limitados, hasta las medidas méaximas que se deben aplicar para la
erradicacion del agente si se detectan pacientes infectados en unidades especiales como terapia
intensiva, neonatologia y ortopedia. Estas practicas van desde el lavado antiséptico de manos y el
uso de barreras de proteccién en el personal, hasta la realizacién de pruebas de deteccion de
SARM en las heridas y posibles sitios de infeccion de todos los pacientes y trabajadores, y el
aislamiento de los pacientes infectados y portadores [9].

Si bien, una vez detectada la infeccion en el paciente, el tratamiento depende de la
patologia producida, en la mayoria de los casos se basa en la terapia antibidtica sistémica y, en lo
posible, en la identificacién del foco infeccioso y su remocién de ser necesario. Dependiendo del
tipo de patologia la terapia antibidtica puede durar desde 7-14 dias hasta meses y requerir la
utilizacién de mds de un antibidtico, por lo que resulta de suma importancia la deteccién temprana
de la infeccién y la determinacién de la posible resistencia a los antibidticos de la cepa de S.
aureus responsable [10].

Staphylococcus aureus presenta una extraordinaria habilidad para desarrollar resistencia
a los antibidticos a los que es expuesto. Es asi como el uso desmedido de antibidticos, no sélo en
medicina humana, sino también en el &mbito veterinario y en particular en la cria de animales, ha
dado lugar a un rdpido desarrollo de cepas resistentes a distintos antibiéticos [11]. Por otro lado,
a pesar de que existan guias para la prevencion de las infecciones por SARM, el alto costo
asociado a estos protocolos conlleva a que, en determinados paises, muchos de ellos endémicos,
estas guias no sean totalmente implementadas, por no contar con los recursos y financiacion
necesarios [12—14]. Es por esto, que es necesario el surgimiento de nuevas herramientas para la

prevencion de las infecciones causadas por S. aureus.

Factores de virulencia de S. aureus vy evasion del sistema inmune

Staphylococcus aureus se caracteriza por la presencia de miltiples factores de virulencia

(Fig. 1), que contribuyen a la patogénesis de la infeccion. Estos componentes tienen roles
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solapados y pueden actuar individualmente o en conjunto [15]. Durante el cultivo in vitro del
microorganismo, los factores de virulencia asociados a la superficie bacteriana se expresan
preferentemente en la fase logaritmica de crecimiento, mientras que los factores de secrecién son
liberados en la fase poslogaritmica (Fig. 1). Se ha propuesto que esta expresion bifésica
organizaria el proceso infeccioso, permitiendo que inicialmente las adhesinas de superficie
reconozcan las estructuras del huésped facilitando la colonizacién, para, posteriormente,
multiplicarse y secretar toxinas y enzimas capaces de dafar directa o indirectamente al huésped.
Asimismo, se ha propuesto que, para lograr la persistencia intracelular, S. aureus seria capaz de
regular negativamente la expresion de los factores de virulencia, evadiendo la respuesta inmune
del huésped y conduciendo a la cronicidad de la infeccién [16]. Si bien S. aureus presenta
numerosos factores de virulencia, a continuacién, se describirdn aquellos asociados al desarrollo

de la presente tesis.

A Proteinas de superficie Proteimas secretadas
(fase de crecimiento exponencial) (fase estacionaria)
Coagulasa Enterotoxina B
Proteina A . TS5T-1
| 4 « toxina
Proteina de
union a

Proieina de
uniéna

coligeno

Proieina de
unién a
fihronectina

/

P ll
Dominie Repeticiones Dominie de

de anclaje Unidn
a la pared al ligando
celular

Fig. 1: Estructura del S. aureus. El panel A muestra las proteinas de superficie y secretadas. La sintesis
de muchas de estas proteinas depende, como se muestra en la grafica, de la fase de crecimiento en la
que se encuentra la bacteria y estdn controladas por genes regulatorios. Los paneles B y C muestran un
corte transversal de la pared celular. Muchas de las proteinas de superficie tienen una organizacién
estructural semejante a la de Clf, incluyendo segmentos repetidos de aminoécidos, como se muestra en
el panel C.

Imagen adaptada de [15].

Dentro de los procesos de evasion de la respuesta inmune se destaca la capacidad de S.
aureus de internalizarse en células epiteliales y fagociticas no profesionales. Este mecanismo ha
sido principalmente atribuido a la expresion de la proteina de superficie de unién a Fibronectina

(FnBP), un factor de virulencia presente en la mayoria de las cepas patégenas [16,17]. La adhesién
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a las células del huésped, involucrarian, principalmente, la formacién de un puente de fibronectina
entre la a5PB1 integrina presente en las células del huésped y la FnBP expresada por S. aureus
(Fig. 2-A) [18]. Esta interaccién genera una cascada de sefializacion intracelular en la célula del
huésped, que conlleva a la reorganizacion del citoesqueleto de actina y consiguientemente a la
endocitosis de la bacteria [19]. Si bien existen otras interacciones capaces de mediar la
internalizacion de la bacteria (Fig. 2-B), la via de la FnBP-Fn-a581 integrina es considerada el
proceso principal [18]. Otros autores, han estudiado la capacidad protectora de los anticuerpos
especificos contra FnBP, producidos mediante la inmunizacién del huésped con este antigeno, en
modelos murinos y bovinos de infeccion intramamaria. En estos estudios, pudieron demostrar que
estos anticuerpos son capaces de interferir en la interacciéon de FnBP con la fibronectina,
disminuyendo, en consecuencia, el nimero de bacterias aisladas en las glandulas mamarias
infectadas y, consiguientemente, disminuyendo el dafo en el tejido y el cuadro clinico (revisado

por [16]). Estos antecedentes sitian a FnBP como uno de los factores de virulencia claves de la

patogénesis estafilocécica.

S. aureus FnBPA/B S. aureus
FnBPA/B
vl ;

Fibronectina

Factor VW

Desmogleina
Hsp60 HSCTO  prexinaz  OVB3 1 CcD3s  9p340

Célula del huésped Célula del huésped

Fig. 2: Mecanismos de adherencia e internalizacion de S. aureus a la célula huésped. A- Diagrama de
la adherencia mediada por la formacién de un puente de fibronectina, que involucra su unién a la FnBP
de S. aureus y a la a5B1 integrina de la célula del huésped, conocida como la via FnBP-Fn-a581
integrina. B- Mecanismos secundarios de adherencia e internalizacién en la célula huésped, mediados
por distintas adhesinas bacterianas.

Imagen adaptada de [18].

Otra adhesina de superficie presente en la mayoria de las cepas de S. aureus es la proteina
de unién a fibrin6geno, denominado factor de agregaciéon (Clumping factor, CIf), siendo que su
interaccion con el fibrindgeno plasmatico permite una aglomeracién instantdnea de las células
bacterianas [20]. Como molécula de adhesién (Fig. 2-B), CIf, puede interactuar directamente con

la célula del huésped, a través de su unién a la Anexina 2, o bien formando un puente de
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fibrindgeno que le permite su union a la integrina aVP3, favoreciendo, como se describio para
FnBP, su posterior internalizacién [18]. En cultivos in vitro de la bacteria en contacto con células
polimorfonucleares se demostr6 que la expresion de CIf estd asociada a propiedades
antifagociticas y, en presencia de fibrinégeno, este efecto es mayor [21]. Asimismo, se ha
reportado que los anticuerpos especificos contra este factor de virulencia, obtenidos en ratones y
bovinos inmunizados con CIf, son capaces de opsonizar la bacteria, inhibir su adhesion celular y
favorecer su fagocitosis mediada por células polimorfonucleares, demostrando su importancia en

la patogenia de S. aureus [16].

ADAMIO

ADAMID

Fig. 3: Mecanismos de accion de la o-toxina (Hla) de S. aureus. 1- La Hla es secretada como un
mondmero soluble en agua. 2- La Hla se une a la proteina de transmembrana ADAM10, la cual es un
receptor celular para Hla. 3- La toxina forma un pre-poro, para esto se oligomeriza en un heptdmero
sobre la membrana plasmadtica. 4- El pre-poro se inserta en la membrana celular, dando lugar a la
formacién de un canal transmembrana.

Imagen extraida de [24].

Por otro lado, S. aureus es capaz de secretar diversas toxinas. Entre ellas, la a-toxina,
también denominada a-hemolisina o Hla, es una proteina téxica para un amplio rango de células
de mamiferos, incluyendo eritrocitos, células epiteliales, fibroblastos, monocitos, macréfagos y
linfocitos. Este factor de virulencia se encuentra ampliamente distribuido en las cepas clinicas y
su funcidn principal es convertir el tejido del huésped en nutrientes para la bacteria que la expresa
[16,22]. Se ha postulado que la a-toxina puede actuar por dos mecanismos diferentes dependiendo
de la concentracion relativa alcanzada en el huésped y del tipo de célula expuesta. Por un lado, a
bajas concentraciones, la toxina se uniria al receptor de superficie ADAMIO0, lo que

desencadenaria la formacién de un poro heptamérico (Fig. 3). Este poro permitiria una rapida
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liberacién de ATP y de iones potasio y permitiria el ingreso de calcio extracelular a la célula,
resultando en la fragmentacion del acido desoxirribonucleico (ADN) y, eventualmente, en la
apoptosis celular. Por otro lado, altas concentraciones de a-toxina permitirian la absorcién
inespecifica de la toxina en la bicapa lipidica, formando grandes poros que permiten el ingreso
descontrolado de calcio y resultando en una necrosis masiva y en la activacion de otras reacciones
celulares secundarias [23,24]. Asimismo, Goldmann y col. reportaron que S. aureus seria capaz
de responder a los mecanismos microbicidas extracelulares de los mastocitos, aumentando la
expresion de FnBP e induciendo un incremento, mediado por la interaccion a-toxina-ADAM10,
de la expresion de Pl integrina en la célula huésped, resultando en un aumento de la
internalizacion bacteriana por la via FnBP-Fn-a51 integrina [25]. Ademas, la a-toxina ha sido
descripta como un factor clave en la supervivencia intracelular del patégeno, ya que es capaz de
inducir, en la célula infectada, una autofagia disfuncional. Estos autofagosomas son incapaces de
madurar y de unirse al lisosoma, brindando un nicho para las bacterias intracelulares, donde
pueden sobrevivir y replicarse, antes de escapar al citoplasma y, eventualmente, acabar con la
célula del huésped [26]. Respecto a su potencial como inmundgeno, en estudios de inmunizacién
en conejos y bovinos demostré inducir la produccién de anticuerpos especificos capaces de inhibir
su capacidad hemolitica. Asimismo, en un desafio experimental, la inmunizacién pasiva de
ratones con anticuerpos generados en conejo, disminuyd los recuentos de S. aureus en pulmoén,
demostrando la importancia del bloqueo de este factor de virulencia en el control de la infeccion
[16].

Por su lado, la B-toxina de S. aureus, también denominada hemolisina-f es una
esfingomielinasa dependiente de magnesio, capaz de hidrolizar la esfingomielina presente en la
membrana plasmaética de las células del huésped, generando fosfocolina y ceramida. Dependiendo
del largo de la cadena del 4cido graso o el metabolismo, estas ceramidas pueden generar diferentes
efectos sobre las células del huésped, incluyendo la activacién de MAP quinasas, cambios en la
forma celular e incluso, apoptosis [23]. El rol de esta toxina en la enfermedad no ha sido
claramente dilucidado. Se conoce que la B-toxina es producida en grandes cantidades por cepas
aisladas de casos de mastitis bovinas e infecciones epiteliales crénicas humanas [24]. Si bien, esta
toxina no seria capaz de lisar por si sola la mayoria de las células del huésped, las dejaria
susceptibles para la accién de otros agentes liticos, como por ejemplo la a-toxina. De hecho,
debido a las diferencias en el contenido de esfingomielina en membrana, su efecto citotdxico es
dependiente del tipo celular y de la especie infectada, lo que sugiere que su actividad primaria es
modular los procesos del huésped que afectan la patogénesis, en lugar de matar la célula
directamente [23]. En particular, se conoce que la B-toxina es citotéxica para queratinocitos,
leucocitos polimorfonucleares, monocitos y linfocitos T humanos e inhibe la expresiéon de
interleuquina-8 (IL-8), una citoquina proinflamatoria, en células endoteliales. Estos efectos

podrian contribuir al escape de S. aureus del fagosoma y a la formacién de biofilm [24]. Ademds,
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en un ensayo de proliferacion in vitro de linfocitos T de sangre periférica humanos que fueron
estimulados con un superantigeno, la toxina del sindrome de shock téxico 1 (TSST-1), se observé
que la presencia de B-toxina en el cultivo inducia una disminuciéon en la proliferacion,
demostrando su capacidad de actuar en la evasién de los mecanismos inmunes adaptativos,
mediante la interaccién con factores de virulencia accesorios [27]. A pesar de su alta prevalencia
en cepas clinicas, existen pocos antecedentes de la utilizacion de B-toxina como inmunégeno. En
estudios previos de nuestro grupo, se utilizd6 un inmundgeno experimental que contenia una 3-
toxina de S. aureus recombinante en la inmunizacidn de vaquillonas, demostrandose que los
anticuerpos especificos contra este factor de virulencia son capaces de bloquear su actividad

hemolitica [28].

La vacunacion como una herramienta para la prevencion

El uso de la vacunacién para prevenir enfermedades infecciosas es el éxito mas grande
de la medicina del dltimo siglo. Para enfermedades como la viruela, la poliomielitis, la difteria y
el sarampion, la implementacion de la vacunacidn resultd en una reduccién de la mortalidad
causada por estas infecciones, de mas del 99,9% en muchos paises [29].

Staphylococus aureus fue incluido en la lista de “patégenos prioritarios™ resistentes a
antibidticos publicada por la OMS, lo que convierte al desarrollo de una vacuna contra esta
bacteria en una prioridad mundial [30]. Si bien distintos candidatos vacunales han demostrado
generar proteccion en la fase preclinica, hasta el momento, ninguno ha superado la Fase III en
pruebas clinicas (Tabla 1), por lo que no existen vacunas aprobadas para su uso en humanos contra
este patégeno [31]. Por su lado, en el 4mbito veterinario, existen 2 vacunas comerciales para el
control de la mastitis bovina, causada por S. aureus, que se abordardn en la introduccién del
Capitulo 1 de la presente tesis.

Distintos factores han sido asociados al fracaso de algunos candidatos vacunales
evaluados hasta el momento. Por ejemplo, en el caso de la vacuna StaphVAX, esta no fue capaz
de superar la Fase Clinica 3 (Tabla 1). Algunos autores asocian su falta de proteccidn, por un
lado, a su contenido de sélo dos antigenos individuales sugiriendo que para el disefio de una
vacuna exitosa se requeriria la inclusiéon de multiples antigenos, y por otro, a que la expresion de
los polisacdridos capsulares (CP) de S. aureus se encuentra limitada a la fase estacionaria de su
crecimiento [31,32]. Asi también, otros autores han sefialado que la discontinuidad de este
candidato vacunal se debid a la inconsistencia existente entre lotes de produccion, ya que en un
primer ensayo de Fase 3, fue capaz de disminuir los casos de bacteriemia, en pacientes que
recibian didlisis, hasta en un 57%, mientras que, en un segundo ensayo con un mayor nimero de
pacientes, no se encontraron diferencias respecto al grupo placebo [33]. Otro candidato que no
super¢ la fase 3, fue la vacuna V710 patrocinada por Merck que contaba con un tnico antigeno,

la proteina de superficie reguladora de hierro B (IsdB). Este ensayo finaliz6 cuando un analisis
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intermedio mostré un aumento estadisticamente significativo en la tasa de mortalidad debido a

infecciones causadas por S. aureus y una tasa significativamente mayor de otros eventos adversos

en aquellos pacientes inmunizados respecto al grupo placebo [33,34].

Tabla 1: Estado actual del desarrollo de vacunas para la profilaxis activa contra S. aureus.

Vacuna Patrocinador Antigenos Fase® Resultados
V710 Merck IsdB 3 Se encontrd una asociacion entre
su administracién y el aumento de
la mortalidad causada por
infecciones posoperatorias con S.
aureus, en pacientes sometidos a
cirugia cardiotorécica.
StaphVAX Nabi CP5 y CP8 conjugados 3 No generd proteccién contra

a exoproteina A de P. bacteriemias en pacientes que

auriginosa recibian hemodidlisis.

SA4Ag Pfizer CIfA y MntCP 2 Demostré seguridad, tolerabilidad
recombinantes/CP5 y e inmunogenicidad con
CP8 conjugados a produccion de anticuerpos
CRM97° bactericidas. Actualmente en fase

2b/3 en pacientes sometidos a
cirugia de fusién espinal.

SA3Ag Pfizer CIfA recombinante 1 Indujo una respuesta inmune con
/CP5y CP8 produccién de anticuerpos
conjugados a CRM97° neutralizantes. Se canceld su

estudio para dar lugar a la vacuna
SA4Ag.
rAT/rLukS-PV Varios a-toxina y Leucocidina 1 Demostré seguridad, tolerabilidad
de Panton-Valentine e inmunogenicidad con
(LPV) recombinantes produccion de anticuerpos
neutralizantes de las toxinas.
GSK2392103A GSK CP5 y CP8 conjugados 1 Demostré seguridad y
a TT%mutante tolerabilidad. Gener6 una
inactivada de respuesta inmune humoral robusta
a-toxina/CIfA y luego de una tnica dosis, con
ASO03B como produccion de anticuerpos
adyuvante funcionales. Actualmente, no se
encuentra en desarrollo activo.

NDV-3 NovaDigm | Proteina de adhesion 1 Demostré la capacidad de inducir

Therapeutics | Als3p de Candida la produccién de IgG e IgAl
albicans (homo6loga a especificas. También se demostrd
proteinas de superficie una respuesta de memoria T con
de S. aureus) con produccion de IFN-y e IL-17%
adyuvante de aluminio. Actualmente en fase 2.

SA75 Vaccine Bacteria completa 1 No se encontraron efectos
Research inactivada adversos significativos. La
International respuesta humoral se obtuvo con

una Unica dosis y aumentdé hasta
la tercera o cuarta dosis. No
continda en desarrollo activo.

2Fase hasta la que se han reportado resultados.
®Lipoproteina transportadora de manganeso C.
¢ Mutante no téxica de la toxina diftérica obtenida de Corynebacterium diphtheriae C7.
4Toxoide tetdnico.
La tabla fue elaborada a partir de los datos reportados por [31,33,35-38].
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Por otro lado, distintos autores sefialan que la mayoria de las vacunas evaluadas hasta el
momento se han centrado en la induccién de una fuerte respuesta humoral, sin embargo, el rol de
los anticuerpos opsonizantes en las infecciones estafilococcicas humanas es incierto, dado que un
aumento en el titulo de anticuerpos especificos contra S. aureus no se correlaciona necesariamente
con un aumento en la proteccion [4]. Mas atin, distintos estudios han demostrado que la respuesta
inmune mediada por linfocitos Th tiene un rol importante en el control de las infecciones causadas
por este patdégeno. Mientras que ratones deficientes en linfocitos B no resultaron ser mads
susceptibles a las infecciones sistémicas causadas por S. aureus respecto a animales wild type
(WT), los ratones deficientes en linfocitos T, interferén-y (IFN-y), factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a)) o IL-17A/F fueron, en todos los casos, hipersensibles a estas. Asimismo, en diferentes
ensayos preclinicos, se ha demostrado que la protecciéon generada por distintos candidatos
vacunales depende de la induccién de linfocitos Th17 y la capacidad de estas células de
incrementar la activacién y el reclutamiento de neutréfilos al sitio de infeccién [4,32]. En
conjunto, estos antecedentes sefialan que la induccién de una inmunidad adaptativa de tipo
Th1/Th17 deberia estar en el foco del disefio de una vacuna para el control de las infecciones

causadas por S. aureus.

La necesidad de un adyuvante

La naturaleza del adyuvante utilizado en la formulacién de una vacuna, ha sido
identificada como un factor critico para el aumento de su eficacia. El término adyuvante deriva
de la palabra en latin “adjuvare” que significa ayudar, y es asignado a los componentes capaces
de inducir una respuesta inmune humoral y/o celular en el huésped, especifica hacia un antigeno
coadministrado [39]. Las vacunas vivas generalmente no requieren adyuvantes, ya que imitan la
infeccién natural y, por lo tanto, son "adyuvantes naturales". Sin embargo, la mayoria de las
vacunas inactivadas o a subunidades requieren de adyuvantes, ya que en su obtencién se eliminan,
en parte o totalmente, las caracteristicas patogénicas de los microorganismos responsables de
desencadenar la respuesta inmune [40]. El adyuvante ideal debe ser estable y con una vida util
prolongada, biodegradable, econémico, inmunoldgicamente inerte, promotor de una respuesta
inmune apropiada segun el tipo de proteccioén requerida, capaz de reducir el nimero de dosis
necesarias para generar memoria inmunolégica e, incluso, deberia ser capaz de cumplir su
proposito inmunoestimulante en huéspedes inmunocomprometidos [39-41].

Los beneficios de incorporar un adyuvante en una vacuna deben ser evaluados contra el
riesgo de la posible existencia de efectos adversos, que pueden ir desde reacciones locales como
dolor e inflamacidn en el sitio de aplicacidn, hasta reacciones sistémicas como nauseas, fiebre o
alergia, entre otros. Habitualmente, cuanto mas potente es la accion del adyuvante, mayor es la
toxicidad del mismo, por lo que minimizar la toxicidad es uno de los mayores desafios en el

desarrollo de nuevos adyuvantes [41].
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Tabla 2: Ejemplos de adyuvantes utilizados en vacunas con licencia comercial.

Adyuvante Componentes Vacunas Efecto inmune
Aluminio Sales de aluminio - DTPa Aumenta la inflamacion local,
(Hidr6xido de aluminio, |- DTPa, polio y Hib mejora la captacion del
fosfato de aluminio o - DTPc, Hib y Hepatitis | antigeno por las APC.
sulfato hidroxifosfato de B Estimula la produccién de
aluminio) - DTPa, polio, Hib y anticuerpos.
Hepatitis B

- Hepatitis A

- Hepatitis B

- VPH-6/11/16/18

- Influenza (H5N1)

- Neumocdcica

conjugada
RC-529 MPL (Monofosforil lipido [ Hepatitis B El reconocimiento de MPL por
A) sintético TLR4 favorece las respuestas
inmunes humorales y
celulares, en particular Thl.
Virosomas Vesiculas lipidicas - Hepatitis A Aumenta la captacion por las
esféricas que incluyen las | Influenza (estacional) | APC. Puede interactuar con
glicoproteinas virales los linfocitos B conduciendo a
hemaglutinina (HA) y la activacion de los linfocitos
neuraminidasa (NA) de T.
influenza.
MF59™ Escualeno - Influenza (HINT1) Aumenta el reclutamiento y
(emulsidn aceite en agua). |- Influenza (HSN1) activacion de las APC.

- Influenza (estacional) | Promueve la captacién del
antigeno y la migracién de
células a los ganglios
linfaticos.

Montanide™ Aceite mineral y - Cancer pulmonar de Induce una fuerte respuesta
ISA51 monooleato de manida células no pequeiias inmune con un perfil mas
(emulsién agua en aceite) seguro que el adyuvante de
Freund, pero puede conducir a
reacciones locales medias a
severas.
AS04 MPL y sales de aluminio |- Hepatitis B Estimula a través de TLR-4

- VPH-16/18 incrementando la maduracién
de las APC y la activacién de
respuestas Thl.

ASO03 o-tocoferol (Vitamina E), |- Influenza Promueve la produccién local
escualeno y polisorbato 80 | (H5N1/HINT) de citoquinas y el
(emulsidn aceite en agua) reclutamiento de células de la
inmunidad innata.
ASO1 Liposomas, MPL y QS-21 |- Malaria Estimula a través de la via del
(Quillaja saponaria - Herpes zoster TLR-4 y del inflamasoma
Molina: fraccion 21) NLRP3. Induce la produccién
temprana de IFN-y.
Incrementa la respuesta celular
y humoral.
Emulsion Escualeno y surfactantes |- Influenza (HIN1) No reportado
aceite en (emulsion aceite en agua)
agua termo-
reversible

DTPa, difteria pediatrica, tétanos y pertussis acelular; Hib, Haemophilus influenzae tipo b; DTPc,
difteria pedidtrica, tétanos y pertussis celular; VPH, virus del papiloma humano.
La tabla fue elaborada a partir de los datos reportados por [40,42,43].
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Los adyuvantes pueden ejercer su accién mediante distintos mecanismos. Algunos lo
hacen mediante la generacion de depdsitos de antigeno en el lugar de la inyeccién, permitiendo
su liberacion lenta, de manera que contindan estimulando el sistema inmune por un periodo
prolongado, aumentando el reclutamiento y activacién de células presentadoras de antigeno
(APC). Otros son capaces de favorecer el procesamiento y presentacién antigénica, o bien
incluyen ligandos para los receptores de reconocimiento de patrones (RRP), estimulando la
respuesta inmune innata y en consecuencia influenciando la respuesta inmune adaptativa, la que
dependera del receptor al que se dirigi6 el estimulo. Los blancos de accién pueden ser: receptores
de tipo Toll (TLR), receptores de tipo NOD (NLR), receptores de tipo RIG-I (RLR) o receptores
de lectina de tipo C (CLR). Cada uno de ellos es capaz de reconocer estructuras presentes en
microorganismos, denominadas patrones moleculares asociados con patégenos (PAMP). La
activacion de diferentes RRP, mediante el reconocimiento de PAMP especificos, conduce a la
produccién de distintos patrones de citoquinas, que orientardn la respuesta inmune hacia el perfil
necesario para el control de la infeccién cursante, o bien, hacia el perfil que se desea obtener en
el proceso de inmunizacién [41,44,45].

Si bien en las tltimas décadas se han evaluado diversos adyuvantes y sistemas de delivery
de antigenos en inmundgenos experimentales, los adyuvantes utilizados en vacunas de uso
humano son relativamente pocos (Tabla 2) y presentan algunas desventajas. Por ejemplo, si bien
el hidréxido de aluminio (AlI(OH)3) es el adyuvante mas utilizado, es capaz de inducir una
respuesta inmune humoral (Th2), pero fracasa en la induccién de la respuesta inmune celular
(Thl). Por otro lado, los adyuvantes oleosos inducen una respuesta inmune mds balanceada,
aunque contindan siendo débiles en la induccién del perfil Thl, lo que sigue representando una
dificultad para la obtencién de inmunidad frente a infecciones intracelulares [39]. En cuanto a los
candidatos vacunales para el control de las infecciones causadas por S. aureus evaluados en
humanos (Tabla 1), se observa que a pesar de ser principalmente vacunas a subunidades muchas
de ellas no contienen adyuvantes. Mientras que aquellas formulaciones en las que fueron
incorporados, los desarrolladores optaron por la utilizacién de una sal de aluminio o del ASO3,
ambos capaces de inducir principalmente una respuesta humoral, pero con falencias para
desarrollar una respuesta celular [40]. Asimismo, muchos candidatos vacunales, en fase
preclinica, han demostrado ser eficaces en el control de las infecciones causadas por S. aureus,
sin embargo, no pueden trasladarse a fase clinica por haber sido formulados con adyuvante de
Freund, un adyuvante prohibido en humanos por inducir frecuentemente granulomas, abscesos
estériles y necrosis ulcerativas en el sitio de inoculacién [46,47].Por su lado, en el ambito
veterinario si bien existen un nimero mayor de vacunas disponibles para distintas especies, los
adyuvantes incorporados en las vacunas licenciadas son pocos. A pesar de que existe evidencia
de que numerosas sustancias naturales y sintéticas pueden ser utilizadas para incrementar la

eficacia de vacunas veterinarias, las disponibles comercialmente estan formuladas principalmente
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con sales de aluminio y emulsiones como el Montanide™, y en menor medida con saponinas
como la QS-21, carbémeros como el Carbopol®, entre otros [48]. A pesar de la gran cantidad de
vacunas veterinarias en uso, la literatura sobre su evaluacién es pequefia en comparacion con la
del campo de la vacunologia humana. Asimismo, los intereses en ambos campos difieren,
mientras en la medicina humana la seguridad y respuesta inmune individual del paciente es lo
importante, en el ambito veterinario prevalece la importancia de la proteccién del grupo, por lo
que comuinmente se carece de la informacién individual [49]. En conjunto, esto dificulta el acceso
a informacién que asocie el uso de adyuvantes en vacunas veterinarias con la induccién de una
respuesta inmune especifica, lo que repercute en la posibilidad del disefio racional de nuevos
adyuvantes dirigidos a la prevencion de infecciones veterinarias.

Dado que no existe un adyuvante universal, capaz de inducir una respuesta inmune acorde
contra todo tipo de patdgenos, la seleccién apropiada de la combinacidon de antigenos y
adyuvantes se vuelve clave para la formulacién de vacunas eficaces [40]. Por este motivo, una
vacuna eficaz contra S. aureus puede requerir la utilizacién de un adyuvante distinto a los
evaluados hasta el momento, que sea capaz tanto de inducir altos titulos de anticuerpos
funcionales, como de estimular la inmunidad mediada por células, en particular los perfiles, Thl
y Th17 [46]. Consecuentemente, existe la necesidad de desarrollar nuevos adyuvantes para ser
incorporados en la formulacién de candidatos vacunales en la profilaxis de S. aureus, que sean
seguros, no toxicos, y capaces de dirigir la respuesta inmune hacia un perfil que brinde proteccién

[32].

Los liposomas como adyuvante

Entre los adyuvantes de nueva generacion se encuentran los liposomas, que consisten en
vesiculas fosfolipidicas capaces de favorecer el desarrollo de respuestas inmunes especificas,
principalmente favoreciendo la captura del antigeno y su presentacién [50]. Sus principales
ventajas como inmunoadyuvantes incluyen: (i) la capacidad de mimetizar patégenos al transportar
grandes cantidades de antigenos a las APC, (ii) la posibilidad de co-encapsular antigenos junto
con moléculas inmunoestimuladoras, (iii) la flexibilidad en cuanto a la modificacién de sus
propiedades fisico-quimicas con el propésito de mejorar su efectividad, y (iv) el hecho de ser
biodegradables y no téxicas [S51].

Los liposomas son vesiculas formadas por bicapas lipidicas que encapsulan en su interior
un medio acuoso (Fig. 4). Si bien los fosfolipidos son la unidad fundamental para su formacién,
la composicién de lipidos puede variar, desde fosfolipidos solos hasta combinaciones con otras
moléculas anfipdticas como esteroles o largas cadenas orgdnicas bdsicas o 4cidas [52]. Los
fosfolipidos presentan un excelente grado de biocompatibilidad, ya que son el componente
principal de cualquier membrana celular. A su vez, presentan -caracteristicas como

biodegradabilidad, falta de toxicidad y principalmente, capacidad anfipética, la cual permite que
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al suspenderse en un exceso de agua espontidneamente den lugar a la formacién de bicapas
lipidicas concéntricas, separadas por el medio acuoso (Fig. 4) [53-56]. Los liposomas tipicamente
presentan una estructura esférica cerrada cuyo tamafo puede variar entre 0,025 um y 2,5 pm.
Dependiendo de su tamafio y nimero de bicapas lipidicas (Fig. 5), los liposomas pueden ser
clasificados como vesiculas multilaminares (MLV) o unilaminares de gran o pequefio tamafio
(LUV o SUV, respectivamente) [52,56]. Asimismo, pueden ser divididos en liposomas catiénicos,
anidénicos o neutros seguln su carga superficial [57]. Estas propiedades dependen de la estructura
quimica de los anfifilos utilizados en la formulacién, del buffer en que las vesiculas se encuentran

suspendidas, asi como también del método de preparacién empleado [58].
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Fig. 4: Representacion esquematica de la estructura de un liposoma y del modelo de entrampamiento
para componentes lipofilicos e hidrofilicos.
Imagen adaptada de [56].

A partir del descubrimiento y caracterizacion de las estructuras y propiedades de los
liposomas, su aplicacién se ha vuelto de gran interés en una amplia variedad de areas, desde la
medicina y cosmetologia, hasta la industria agroalimentaria, debido a su capacidad tnica de
trasportar tanto moléculas hidrofilicas, en la cavidad acuosa, como hidrofébicas, adsorbidas en
las bicapas lipidicas, sin necesidad de someterlas a modificaciones quimicas. Esta propiedad tnica
de los liposomas los hace una herramienta altamente versatil, siendo el nimero creciente de

formulaciones liposomales en el mercado, la prueba fehaciente de su enorme potencial [59-61].
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Tamano
N MWV > 1000 nm

MLV > 500 nm
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SUV 20-100 nm
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Fig. 5: Clasificaciéon de los liposomas basada en el tamafio y el nimero de bicapas lipidicas
(laminaridad). Dénde: GUV: vesicula unilaminar gigante; LUV: vesicula unilaminar grande; MLV:
vesicula multilaminar; MVV: vesicula multivesicular; OLV: vesicula oligolaminar; SUV: vesicula
unilaminar pequefia.

Imagen adaptada de [56].

Desde la primera vez que se report6 a los liposomas como adyuvantes [62] su formulacién
ha sido extensamente estudiada para aplicarse como sistema de transporte de antigenos en
vacunas. Los liposomas pueden inducir tanto una respuesta inmune humoral como celular hacia
antigenos proteicos y polisacdridos. El perfil y potencia de la respuesta inducida dependerd no
sOlo de las caracteristicas del antigeno, sino también de las del liposoma empleado [63]. Por lo
tanto, mediante la regulacién de las propiedades fisicoquimicas de los liposomas es posible
maximizar y dirigir la respuesta inmune antigeno especifica hacia un perfil de interés. La
superficie de los liposomas puede ser facilmente modificada seleccionando los lipidos apropiados
para formar la bicapa, de esta manera se pueden obtener, por ejemplo, variaciones en la carga
superficial neta del liposoma, dando lugar a la formacién de liposomas catidénicos (carga neta
positiva) o anidnicos (carga neta negativa) [53]. Se ha descripto que los liposomas catidnicos,
capaces de contener antigenos de manera soluble, inducen una respuesta inmune adaptativa
superior a la alcanzada con liposomas neutros que contienen la misma concentracién antigénica.
Esta diferencia podria deberse a la mayor eficiencia de los liposomas catiénicos para entregar el
antigeno en el citoplasma de macréfagos y APC, células con una superficie anidnica [64]. Asi
también, se ha demostrado que el tamaiio de los liposomas catiénicos puede afectar la respuesta
inmune celular pero no la humoral. Se ha reportado que liposomas mayores a 2 um de didmetro
inducen de manera efectiva la produccién de IL-10, mientras que liposomas de 500 nm
promueven la produccién de mayores niveles de IFN-y en esplenocitos. A su vez, se encontrd que

SUV catidnicas son capaces de inducir una mayor respuesta celular citotéxica que MLV [53]. Si
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bien, en general, estd claro que las caracteristicas fisicoquimicas del liposoma pueden influenciar
la respuesta inmune, los parametros ideales para optimizar un adyuvante liposomal a demanda
atin no se han podido definir con claridad. Esto, si bien puede justificarse por el gran nimero de
combinaciones de lipidos que pueden ser considerados para la obtencién de un liposoma, se debe
principalmente a que la capacidad adyuvante de los liposomas es una caracteristica multifactorial
y no depende tnicamente de su composicidn, lo que dificulta su comprension [65].

Por otro lado, la capacidad de los liposomas para co-transportar moléculas, permite
incorporar en las formulaciones vacunales moléculas inmunoestimulantes. La eleccién y la
combinacién de estos compuestos juegan un papel importante en el control del tipo de respuesta
inmune inducida después de la vacunacién. La forma en la que el sistema inmune responde suele
reflejar el origen de los PAMP utilizados. Asi, por ejemplo, los PRR que reconocen ligandos de
origen bacteriano a menudo inducen una respuesta Thl, que es adecuada para combatir ciertas
infecciones bacterianas. Mientras que el reconocimiento de un ARN bicatenario (ds) derivado de
virus dispara una respuesta de linfocitos T citotéxicos (Tc), capaz de combatir una infeccién viral
[64]. Si bien se han desarrollado numerosas formulaciones basadas en este concepto, solo dos
adyuvantes liposomales se utilizan actualmente en vacunas autorizadas para el uso en humanos
(Tabla 2). Por un lado, los virosomas, que son un tipo de liposoma preparados mediante la
combinacién de fosfolipidos naturales o sintéticos con el agregado de fosfolipidos de envoltura
de virus, glicoproteinas de espiculas virales y otras proteinas virales, los que actian como PAMP.
En el caso del virosoma autorizado, este incluye las glicoproteinas virales hemaglutinina (HA) y
neuraminidasa (NA) de influenza [66]. Por otro lado, se encuentra el adyuvante ASO1, basado en
liposomas y dos inmunoestimulantes, MPL y QS-21, el primero capaz de ser reconocido y
estimular por la via del TLR-4 y el segundo capaz de estimular el inflamasoma a través de la
proteina NLRP3 [43]. Respecto a la utilizacién de liposomas en el &mbito veterinario, si bien han
sido probados en distintos candidatos vacunales, no es de nuestro conocimiento que hayan sido
incorporados como adyuvante en vacunas actualmente aprobadas [66].

En nuestro grupo de trabajo se realizé el disefio de un adyuvante basado en liposomas
catiénicos, compuestos por dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC), colesterol y estearilamina (EA).
Las evaluaciones realizadas en ratones BALB/c utilizando un antigeno modelo (albumina sérica
bovina) y, afladiendo como inmunoestimulante, oligonucle6tidos con motivos CpG (ODN-CpG),
mostraron la generacién de una respuesta inmune humoral con altos titulos de anticuerpos, con
un predominio de la subclase IgG2a respecto a IgGl, estimulacién de respuesta celular con
produccién de IFN-y y carencia de efectos adversos [67]. Estos resultados condicen con otros
autores quienes han reportado que la combinacién de liposomas con ODN-CpG permite obtener
respuestas mas potentes que con ambos adyuvantes por separado y con una marcada tendencia a

un perfil Th1 [68].
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Frente a estos antecedentes, en la presente tesis se propuso un doble objetivo.

Por un lado, estudiar la respuesta inmune generada en terneras, vaquillonas y vacas preiiadas
tras la inmunizacion con una formulacion a subunidades, formulada con los adyuvantes
liposomales previamente evaluados en raton por nuestro grupo.

Por otro lado, generar diversas formulaciones liposomales que contengan distintos
inmunoestimulantes junto al antigeno de superficie de S. aureus, rCIfA y estudiar su capacidad
de inducir una respuesta inmune eficiente en un modelo experimental murino. Asi también, se
evaluo la capacidad de las distintas formulaciones liposomales como vehiculo y adyuvante en
la administracion transdérmica e intradérmica de vacunas.

La informacién obtenida a partir de los disefios realizados y evaluados podrd ser aplicada
tanto al disefio de una vacuna para el control de la mastitis bovina causada por S. aureus,
como también a vacunas orientadas a la profilaxis de enfermedades infecciosas causadas en el

Hombre por este patégeno.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Disefiar y obtener formulaciones basadas en subunidades para la profilaxis de infecciones

causadas por Staphylococcus aureus y evaluar la respuesta inmune generada en diferentes

modelos animales.

Objetivos Especificos

1.
2.

Disefiar y evaluar un esquema de inmunizacion hacia S. aureus en terneras.

Evaluar un esquema de inmunizacién en vaquillonas y vacas prefiadas, utilizando la
formulacion seleccionada con base en los resultados previos.

Obtener diversas formulaciones liposomales complementadas con: ODN-CpG, O-palmitoil
manano y/o surfactantes aminoacidicos (SAA) de tipo Gemini.

Evaluar, en un modelo murino, la utilizacién de las formulaciones obtenidas como
adyuvante en vacunas a subunidades contra un antigeno de S. aureus.

Evaluar la capacidad de las diferentes formulaciones como vehiculo de vacunas a

subunidades administradas de forma tépica.
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CAPITULO 1

Prueba de un candidato vacunal en un modelo bovino para el control de la mastitis

causada por S. aureus.
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INTRODUCCION

Mastitis bovina de etiologia infecciosa y sus efectos sobre la ubre

La mastitis es definida como la inflamacién de la glandula mamaria caracterizada por el
movimiento de leucocitos y proteinas séricas de la sangre al sitio afectado, pudiendo tener una
etiologia infecciosa o no infecciosa. Si bien organismos tan diversos como bacterias,
micoplasmas, levaduras y algas han sido implicados como causas de esta enfermedad, la gran
mayoria de los casos de mastitis bovina son de origen bacteriano [69,70]. Los microorganismos
que con mayor frecuencia causan mastitis se pueden dividir en dos grandes categorias: patégenos
contagiosos, que se transmiten de vaca a vaca, principalmente durante el proceso de ordefio, y
patégenos ambientales, que se encuentran en todo el hédbitat de las vacas lecheras. Staphylococcus
aureus es uno de los patdgenos contagiosos mds prevalentemente aislado en los casos de mastitis

infecciosas en todo el mundo [71].
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Parénquima

La ubre estd conformada por cuatro glindulas mamarias independientes (Fig. 6),
denominadas cuartos. Estos cuartos estan delimitados por un lado por el ligamento suspensor
medio, que actia como barrera anatémica entre los cuartos derechos e izquierdos, mientras que
la separacion entre los cuartos delanteros y traseros estd dada por la presencia de un tabique
delgado de tejido conectivo. A pesar de estas diferencias anatomicas en la separacién de los
distintos cuartos, no existe conexion directa entre ninguno de ellos, pudiendo asi los procesos
infecciosos intramamarios ocurrir en un dnico cuarto. La gldndula mamaria madura (Fig. 7)
presenta un pezon por cuarto, asociado a un sistema de ductos que permiten el paso de la leche al

exterior. Estas estructuras son contenidas dentro del tejido soporte [72]. El parénquima es la
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porcién de la ubre que se considera funcional y dentro de €l se encuentran numerosas unidades
productoras de leche, denominadas alvéolos. Los alvéolos son estructuras esféricas de 50 a 250
um de didmetro, que se componen de células epiteliales secretoras (o células luminales)
dispuestas en monocapa, rodeadas externamente por células mioepiteliales (o células musculares
lisas). A su vez, cada alvéolo esta irrigado por pequefios capilares sanguineos, que facilitan la
llegada de nutrientes y células del sistema inmune. La leche es sintetizada por las células
secretoras y depositada en el lumen del alvéolo. Los distintos alvéolos estin conectados a un
sistema de ductos que conducen la leche a la cisterna de la glandula y, posteriormente, a la cisterna
del pezén, donde se almacena entre los episodios de lactancia u ordefie, debido a que el canal del
pezoén se encuentra cerrado por la contraccién del musculo del esfinter. Tanto los alvéolos como
los conductos y cisternas de toda la glandula estan cubiertos por células mioepiteliales, que, por
su naturaleza contréctil regulada por la oxitocina y el estimulo mecénico, facilitan el proceso de

eyeccion de la leche [73].
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Fig. 7: Representaciéon esquemadtica del desarrollo de una mastitis en un cuarto infectado.
Microorganismos como el S. aureus invaden la ubre a través de la cisterna del pezén. Posteriormente,
se multiplican dentro del cuarto infectado, pudiendo dafiar las células epiteliales que recubren los
alvéolos. Como respuesta, se produce una gran infiltracién de neutréfilos que atacan y fagocitan a las
bacterias, asi como de otras células inmunes, en un intento por controlar la infeccién. Asimismo, las
células epiteliales, en contacto con el lumen de la glindula mamaria, secretan compuestos
antimicrobianos. Una vez que las células inmunes efectoras comienzan a combatir al patdégeno, se
observa un dafio considerable en el tejido, como la presencia de alvéolos atrofiados.

Imagen adaptada de [74].
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La mastitis es causada cuando las bacterias patégenas ingresan al ambiente estéril de la
glandula mamaria (Fig. 7). Normalmente, el canal del pezén estd bien cerrado por los musculos
del esfinter, evitando la entrada de patégenos. A su vez, el canal estd recubierto con queratina, un
material ceroso derivado del epitelio escamoso estratificado que obstruye la migracion de
bacterias y contiene agentes antimicrobianos. Sin embargo, durante el ordefie se producen dos
efectos que aumentan la vulnerabilidad de la glandula mamaria, por un lado, el tapon de queratina
es expulsado, y por otro, aumenta la distensién del canal del pezon. Posterior a cada evento de
lactancia u ordefie, el esfinter requiere aproximadamente 2 horas para volver a la posicién
contraida, dejando el canal abierto para el ingreso de bacterias [74].

Una vez dentro del pezén, si la infeccién se instaura, las bacterias comienzan a
multiplicarse dentro de la glandula mamaria, liberando, a su vez, toxinas que inducen a leucocitos
y células epiteliales a liberar moléculas quimioatractantes. Esto atrae a células efectoras del
sistema inmune, principalmente neutréfilos, al sitio de infeccion. Los neutréfilos contienen
granulos intracelulares que almacenan péptidos bactericidas, proteinas, enzimas y proteasas, y
actdan por diversos mecanismos para combatir la infeccién, como la liberacién del contenido sus
granulos, la fagocitosis, e incluso la netosis [74,75]. Los compuestos liberados por los neutréfilos
no s6lo destruyen las bacterias, sino que también pueden dafar las células epiteliales [74,76]. El
dafio del tejido generado por la respuesta inmune, sumado al dafio producido por las toxinas
secretadas por algunas bacterias, como S. aureus, pueden producir la fibrosis del tejido epitelial,
lo que resulta en una pérdida parcial o completa de la produccién de leche [73,74]. Los neutréfilos,
después de llevar a cabo el proceso de fagocitosis, sufren un proceso de apoptosis constitutiva.
Los neutrdfilos apoptdticos son reconocidos por los macréfagos residentes, quienes los eliminan
del sitio de inflamacién, previniendo el dafio tisular al inhibir la liberacién de su contenido [75].
Las células epiteliales mamarias muertas y desprendidas, ademéas de los leucocitos muertos, se
secretan en la leche, lo que produce un aumento en el recuento de células sométicas (RCS) en
leche [74].

Como mecanismo de evasion de la respuesta inmune, S. aureus es capaz de sobrevivir
dentro de neutréfilos y células epiteliales, logrando que la infeccién persista [77]. Si esto ocurre,
puede producirse una inflamacién interna dentro del epitelio mamario, que normalmente no puede
detectarse mediante un examen externo. Los alvéolos de la gldndula mamaria se dafian y
comienzan a perder integridad anatémica (Fig. 7). La barrera sangre/leche se rompe y hace que
los componentes del fluido extracelular entren en la gldndula y se mezclen con la leche, incluso
cuando se ha producido un dafio extenso en la barrera, se puede llegar a detectar sangre. Esto
conduce a cambios visibles en la ubre, como una mayor inflamacién externa y enrojecimiento de
la glandula. Por otro lado, se producen cambios en la calidad de la leche, caracterizados por la
disminucién en la concentracién de lactosa y caseina, cambios en la conductividad debido a la

variacion en la concentracién de minerales como los iones cloruro, sodio y potasio, variaciones
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en el contenido de agua, asi como el aumento del RCS, la presencia de codgulos y escamas
visibles. Esto marca la etapa inicial de los sintomas clinicos, pudiendo llegar incluso, en las

infecciones mas graves, hasta la muerte del animal [74,78].

Efectos de la mastitis bovina en la rentabilidad del tambo

La mastitis bovina es uno de los principales factores limitantes de la rentabilidad de la
produccién lechera en el mundo, ocasionando grandes pérdidas econdmicas. Los costos
relacionados con las infecciones intramamarias pueden dividirse entre: aquellos asociados con el
tratamiento de la infeccion, los derivados del aumento de la mortalidad debido al sacrificio
prematuro de animales y su reemplazo, y los costos indirectos asociados a la disminucién de la
produccion y deterioro de la calidad de leche [79].

Si bien a nivel mundial se han realizado numerosos estudios sobre los efectos econémicos
asociados a los casos de mastitis bovina y su control, existen varias discrepancias en cuanto a las
pérdidas estimadas en estos reportes. Estas diferencias pueden ser adjudicadas a numerosas
variables, que van desde factores propios del tambo, como la incidencia de casos de mastitis y el
tratamiento aplicado en cada uno de ellos, hasta cuestiones metodoldgicas como el calculo de los
costos y beneficios, basados en datos provenientes de diferentes fuentes, regiones, y/o diferentes
niveles (cuarto, animal, granja y regién). Asimismo, a pesar del hecho de que la mastitis puede
ser causada por diferentes patégenos capaces de generar distintos grados de dafio en la ubre, son
pocos los estudios sobre el efecto econdmico que incluyen este factor [79].

En Argentina, un estudio realizado en el afio 2015 sobre rodeos ubicados en la Cuenca
Central de Cérdoba, estim¢é una pérdida directa diaria de 0,99 ddlares/vaca/dia. Adicionalmente,
estos autores reportaron que el 50% de los establecimientos tenian un costo total superior a 1
dolar/vaca/dia, incluyendo en este cdlculo tanto las pérdidas asociadas directamente a la
produccién de leche, como los gastos asociados al control y prevencién de los casos de mastitis.
Asi, el costo total de la mastitis en esta regioén representa, en promedio, el 16% de los ingresos

brutos diarios en al menos la mitad de los establecimientos [80].

Prevencion y tratamiento de los casos de mastitis

Existe un conjunto de medidas para la prevencién y el control de los casos de mastitis,
denominado “Programa de los 10 puntos” (/0-Point Program), el cual fue redactado por el
National Mastitis Council e implementado en numerosos paises [81]. Este programa cuenta con
una guia que establece las pautas que deberian implementarse en cualquier tambo.

Los 10 puntos incorporados son:

1. Delineamiento de los objetivos a cumplir respecto al estado de salud de las ubres.

Este punto incluye, por ej. la determinacion del RCS aceptable.

2. Manejo adecuado del ambiente, el cual debe permanecer limpio, seco y confortable.
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3. Procedimientos adecuados de ordefio. Este punto busca asegurar la higiene a lo largo
de todo el proceso e incluye la desinfeccion y sellado post ordefio de los pezones.

4. Mantenimiento y uso adecuado del equipo de ordefio.

5. Registro de datos adecuado. Deben incluirse todos los datos asociados al animal que
presente el caso de mastitis; identificacion, cuarto afectado, agente causal, entre otros.

6. Manejo apropiado de las mastitis clinicas durante la lactancia. En este punto se debe
considerar el estudio de los casos de mastitis para la seleccién de una terapia
antimicrobiana apropiada.

7. Manejo adecuado y eficaz de las vacas secas. Este punto incluye, entre otras,
consideraciones respecto a la nutricién adecuada en este periodo y a la terapia
antibidtica aplicada al secado.

8. Implementacién de medidas de bioseguridad contra los patégenos contagiosos y
descarte de las vacas con mastitis crénicas.

9. Monitoreo regular del estado de salud de las ubres.

10. Revisidn periddica de las practicas de control de mastitis.

En Argentina, en la dltima década, se crearon distintos programas nacionales que han
tenido como finalidad el delineamiento de estindares y medidas que aseguren la obtencion de
productos de alta calidad lactea. Dentro de las medidas gubernamentales mds recientes, se
encuentra la creacién de la Direccion Nacional Léctea en el afio 2018, ahora dependiente del
Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca. En 2019, se cre6 el programa de Buenas Pricticas
Lechera, controlado por esta Direccidn, que darfa lugar a un material de referencia elaborado en
conjunto con el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), denominado “Guia de
buenas practicas para establecimientos lecheros” [82]. Asimismo, en este marco, desde la pagina
web de la Direccion Nacional Lactea, se fomenta la realizacion de un curso en linea gratuito para
la mejor comprension de los conceptos desarrollados en este material. La “Guia de buenas
practicas para establecimientos lecheros™ incluye un plan de control y prevencion de mastitis
desarrollado en concordancia con el “Programa de los 10 puntos™ del National Mastitis Council
[82]. Sin embargo, a pesar de conocerse las herramientas claves para el control de las mastitis,
impulsada tanto por este programa, como por sus predecesores, un estudio realizado en Argentina
en el afio 2015, asoci6 las pérdidas econdémicas del tambo, principalmente, con las mastitis
subclinicas. La incidencia de este tipo de mastitis podria estar ligada al grado de aplicacién de las
medidas de control y prevencidon. En relacién a esto, observaron que casi un 20% de los
productores solo utilizaba como medida de control el tratamiento de casos de mastitis clinicas y
alrededor del 60% no contemplaba la aplicacion de desinfeccion post ordefio de pezones, medida

profilactica de conocida eficacia en la reduccién de los niveles de mastitis [80].
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Resumidamente, a nivel mundial las medidas de prevencién y tratamiento de los casos de
mastitis, causadas tanto por S. aureus como por otros agentes, estidn basadas en higiene y terapia
antibidtica. Como se pudo observar, estas medidas no siempre son correctamente aplicadas, lo
que deriva en un control incorrecto de los casos de mastitis y grandes pérdidas econdmicas.
Asimismo, el uso inadecuado o desmedido de antibidticos en la produccién lechera y carnica
representa una gran preocupacién para la salud publica, debido al posible surgimiento de
patégenos zoondticos resistentes. Si bien se utilizan diferentes clases de antibidticos en el manejo
de la salud animal y en la medicina humana, la seleccién de resistencia a una clase de drogas
puede conducir al surgimiento de resistencia cruzada con otra [83]. En particular, S. aureus ha
demostrado poseer una gran facilidad para obtener resistencia a los antibidticos, resultando en
casos de infecciones intramamarias cronicas que resultan en la eliminacién del animal. Esto,
sumado a su notoria capacidad para adquirir resistencia a los antimicrobianos comtnmente
utilizados en medicina humana, como la meticilina y la vancomicina, y el surgimiento de cepas
multirresistentes, colocan al uso de antibiéticos en la produccién lechera en el centro de atencidn
de organismos de salud publica [84]. A diferencia de la transmisidon zoondtica de cepas de S.
aureus resistentes a la meticilina a partir de cerdos y comprobada por distintos autores, no hay un
consenso respecto a la transmision de cepas bovinas a humanos [85]. Algunos autores han
concluido que la transferencia zoonética de cepas de S. aureus, asociadas con infecciones
intramamarias en el ganado, parece ser muy limitada y que los diferentes huéspedes no se
consideran una fuente de infecciones mutuas espontdneas [86]. Sin embargo, otros autores
sugieren que las cepas bovinas tienen un gran potencial para convertirse en infectivas para
humanos [87].

Considerando lo antes desarrollado y la alta prevalencia de S. aureus en la naturaleza, se
genera la necesidad de desarrollar una vacuna capaz de controlar y prevenir las enfermedades

infecciosas causadas por este patégeno.

Vacunas disponibles y su capacidad protectora

Si bien diversos grupos de investigacién han desarrollado una variedad de inmunégenos
experimentales contra S. aureus tanto en el campo medicinal como veterinario, ninguno de ellos
ha resultado completamente eficaz en prevenir la infeccién por este microorganismo. Por este
motivo, solo dos vacunas especificas contra S. aureus constituidas por lisados bacterianos o
células enteras, se encuentran disponibles comercialmente y autorizadas para uso exclusivamente
veterinario, en la prevencién de la mastitis bovina [2,88-90].

La primera vacuna fue desarrollada y comercializada en EE.UU. desde la década del 70.
Lleva el nombre comercial Lysigin® (Boehringer Ingelheim Vetmedica Inc., St Joseph, MO,
USA) y estd compuesta por un lisado de 5 cepas, incluyendo los serotipos capsulares CPS5, CP8 y

SP336, formulado con un adyuvante basado en el hidroxido de aluminio [91]. Se han informado
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resultados contradictorios con respecto a la eficacia de esta vacuna. En un estudio de eficacia
realizado por Nickerson y col., los autores inmunizaron un conjunto de terneras, siguiendo el
esquema sugerido por el fabricante, a los 6 meses de edad, aplicando una segunda dosis 2 semanas
mads tarde y refuerzos sucesivos cada 6 meses hasta el parto. Respecto al grupo control sin vacunar,
los animales vacunados presentaron una reduccion del 45%, en el niimero de casos de nuevas
infecciones intramamarias causadas por S. aureus durante la prefiez y el parto. Ademds, en
relacion a los casos de infecciones que se volvieron crénicas, los animales vacunados presentaron
una reduccion del 30% respecto al grupo control [92]. En estudios posteriores realizados en
vaquillonas primiparas, la eficacia de la vacuna Lysigin® fue comparada contra dos formulaciones
experimentales que contenian, respectivamente, 3 y 5 cepas de las incluidas en la vacuna
comercial y un grupo control sin vacunar. Los animales recibieron 2 dosis, distanciadas 28 dias,
durante la etapa tardia de gestacion y fueron desafiados con una cepa heterdloga de S. aureus por
via intramamaria, en los dias 6 a 8 de comenzada la lactancia, en un unico cuarto. Todos los
animales se infectaron luego del desafio y no se observaron diferencias en la tasa de eliminacién
(o clearance) de S. aureus entre los grupos. A su vez, después del desafio, en ninguno de los
grupos vacunados se observé un RCS mas bajo o que presentaran una mayor produccién de leche
que el grupo control. Sin embargo, si bien las distintas vacunas no fueron capaces de prevenir el
desarrollo de nuevas infecciones intramamarias, las vaquillonas inmunizadas con Lysigin®
presentaron una menor severidad y duracién de las mastitis clinicas respecto a los controles [93].
Posteriormente, se estudi6 la respuesta humoral inducida por esta vacuna en vaquillonas prefiadas.
Los animales inmunizados presentaron, en sangre, niveles de IgG1 e IgG2 especificos contra los
3 serotipos de S. aureus incorporados significativamente mayores a los alcanzados por el grupo
control. Sin embargo, en leche, sélo se detecté un aumento en los niveles de IgG anti-S. aureus
CP8 y SP336 [94]. Seguidamente, el mismo grupo realizd un ensayo a campo en el que
inmunizaron vacas en lactancia con dos dosis subcutdneas de Lysigin® distanciadas en 14 dias,
tiempo entre dosis recomendado por el fabricante, y observaron la aparicién de infecciones
intramamarias naturales causadas por S. aureus. Los resultados demostraron que este esquema de
administracién no reduciria la incidencia de nuevas infecciones. Ademds, tampoco pudieron
detectar diferencias en los niveles de IgA, IgGl, IgG2 e IgM en leche, entre los animales
vacunados y los controles sin inmunizar. Basandose en este conjunto de datos, los autores
sugieren que los niveles de anticuerpos opsonizantes inducidos por la vacuna en leche, serian
insuficientes para facilitar la fagocitosis y la eliminacion de S. aureus de la glaindula mamaria
[88]. A su vez, estos resultados sumados a los obtenidos por otros autores que repitieron el
esquema implementado por Nickerson y col. en 1999, demuestran que seria clave el comienzo
temprano del plan de inmunizacién, asi como la administracién repetida de distintos refuerzos,
para mantener niveles adecuados de anticuerpos circulantes capaces de colaborar con la

eliminacién de la infeccién [91].
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Otra vacuna disponible comercialmente es STARTVAC®, la cual fue lanzada en el afio
2009 por LABORATORIOS HIPRA, S.A., Girona, Espafia. Esta vacuna contiene la cepa de
Escherichia coli J5 inactivada y la cepa de S. aureus (CP8) SP 140 inactivada, que expresa el
Complejo Antigénico Asociado a Exopolisacarido (SAAC, por sus siglas en inglés), formuladas
con un adyuvante oleoso. La eficacia de esta vacuna ha sido evaluada por distintos autores que
han llegado a resultados contradictorios. Por un lado, en un ensayo se estudio la capacidad de esta
vacuna para reducir o prevenir la aparicién de nuevos casos de mastitis causados por S. aureus y
Staphylococcus coagulasa negativos. Para esto, vacas y vaquillonas pertenecientes a dos
establecimientos lecheros, fueron inmunizadas siguiendo el esquema de vacunacién indicado por
el fabricante: una primera dosis se suministr6 45 dias previos a la fecha estimada de parto, una
segunda dosis 10 dias previos al parto y una tercera transcurridos 52 dias de lactancia. Los
animales fueron monitoreados durante 21 meses, observandose una reduccién moderada de la
incidencia de nuevos casos de mastitis asociados a estos patdgenos, y una menor duracion de estas
infecciones en los animales vacunados respecto de los controles sin vacunar. A su vez, los autores
detectaron que la eficacia dependia del grupo etario de los animales, en particular para S. aureus,
siendo mayor la proteccién en los animales en primera lactancia respecto a aquellos en tercera
lactancia o posteriores [95]. Sin embargo, en un estudio similar realizado en dos establecimientos
suecos con problemas previos de mastitis causados por S. aureus, la vacunaciéon no representd
ninguna mejora respecto a la salud de las ubres, la produccién l4ctea o la supervivencia de los
animales [96]. Resultados semejantes se obtuvieron en un ensayo realizado en Alemania, donde
la vacunacién con STARTVAC® en un rodeo lechero no demostré consistencia en la mejora de
los pardmetros de salud mamaria [97]. En otro estudio realizado en 7 establecimientos lecheros
de Reino Unido, la administracién de STARTVAC® siguiendo el régimen sugerido por el
fabricante no se asocié con una disminucién en la incidencia de casos de mastitis clinica o
subclinica en los primeros 120 dias de lactancia. Sin embargo, las vacas vacunadas fueron
significativamente menos propensas a experimentar mastitis clinicas severas y produjeron
significativamente mds leche que los controles no vacunados [98]. Otros autores evaluaron el
efecto de la inmunizacién con STARTVAC® en vacas y vaquillonas, sobre la respuesta inmune
desarrollada luego del desafio experimental intramamario con una cepa de S. aureus heter6loga
inactivada. La respuesta inmune inducida por la vacunacién contra S. aureus estaria asociada a
una fuerte respuesta de tipo Th2, caracterizada por la presencia, principalmente, de anticuerpos
del subtipo IgG1 en suero. En este ensayo, también detectaron un aumento de la concentracion de
anticuerpos especificos contra SAAC en el suero de leche de los animales vacunados respecto a
los no vacunados [99]. Esto podria estar relacionado a una mayor eficiencia en la opsonizacién
de la bacteria S. aureus, y por consiguiente a la disminucién de los casos clinicos severos o los

tiempos de infeccién como reportan otros autores.
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Las vacunas a subunidades como opcion para mejorar la capacidad protectora

Las infecciones intramamarias causadas por S. aureus son principalmente de tipo
subclinicas, por lo tanto, una vacuna eficaz deberia reducir la tasa de infeccién. Las vacunas
disponibles en el mercado pueden reducir la gravedad de las mastitis clinicas, pero parecen ser
incapaces de prevenir nuevas infecciones. La consecuencia practica de esto es que, hasta la fecha,
las vacunas no proporcionan una proteccién totalmente efectiva contra los casos de mastitis
causados por este patdgeno. Las razones por las que se han obtenido estos resultados
relativamente pobres son diferentes y estan relacionadas tanto con las bacterias como con el
huésped [100].

En el caso de las limitaciones asociadas al patégeno, en gran medida, se encuentran
asociadas a la gran variabilidad genética observada en S. aureus. Asimismo, se conoce que esta
bacteria es capaz de expresar distintos antigenos durante diferentes fases de crecimiento. La
regulacién de la expresion de estos factores de virulencia, se lleva a cabo por el sistema de
percepcién de quérum denominado sistema agr (accesory gene regulator). Durante la transicion
de la fase de crecimiento exponencial a la estacionaria, este sistema es el responsable del descenso
en la transcripcion de genes que codifican algunas proteinas de superficie, induciendo en
simultdneo un aumento en la expresion de ciertas toxinas extracelulares [101]. Debido a esto,
existe un acuerdo generalizado entre los autores que han trabajado en el desarrollo de
inmundgenos para el control de la infeccidén intramamarias por S. aureus, sobre la necesidad de
combinar antigenos en vacunas multivalentes, para generar respuestas inmunes capaces de
intervenir en las distintas etapas de la patogénesis estafilocdccica [102]. Si bien la estrategia de
preparaciéon de inmundgenos a partir de bacterinas o lisados de S. aureus suplementados con
toxoides inactivados, productos capsulares o productos bacterianos extracelulares fue utilizada
desde épocas tempranas, los componentes de varias de las formulaciones evaluadas no fueron
exactamente caracterizados. A su vez, existen pocos antecedentes sobre el uso de inmunégenos
multicomponentes compuestos por antigenos definidos destinados al control de casos de mastitis
causados por S. aureus y evaluados en modelos bovinos [16]. Existe una falta de consenso general
sobre cudles serfan los antigenos ideales a incluir en una vacuna multivalente, por lo que su
eleccion representa uno de los mayores desafios, considerando que una seleccién inadecuada
puede afectar significativamente la eficacia de la vacunacién [100].

Otro de los motivos propuestos por los cuales los inmundgenos evaluados hasta el
momento no han resultado completamente eficaces, es que una proteccion adecuada no se lograria
solamente con la estimulacién de una respuesta inmune humoral, sino que también deberia estar
acompafiada de una respuesta local mediada por células [102]. La estimulacién de linfocitos T
capaces de producir IFN-y en respuesta al encuentro con el patdgeno ha sido propuesta como una
de las claves para la erradicacion de los estafilococos intracelulares a través de la activacién de

células fagociticas [103]. Por otro lado, en ensayos de inmunizacién y desafio realizados en
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modelo murino de mastitis, se observé una relacién significativa entre la presencia de linfocitos
T CD8+ y la disminucion en los recuentos de bacterias recuperadas luego de la infeccién, lo que
llevé a sugerir que la induccién de respuestas citotdxicas seria una estrategia prometedora en el
disefio de vacunas contra mastitis estafilocéccicas [104]. Otros autores sugieren que la via de
administracién del inmundgeno, asi como el adyuvante utilizado para la formulaciéon deberian
inducir la produccién de anticuerpos con capacidad opsonica, y el reclutamiento de neutréfilos
activados [105]. Cabe destacar que la respuesta inmune requerida para el control de la mastitis
bovina causada por S. aureus seria semejante a la requerida en el control de infecciones cutdneas
y de tejidos blandos en el hombre, requiriendo ambas también de la activacion del perfil Th17
[106,107].

Ante estos antecedentes, una vacuna a subunidades que combine componentes
bacterianos que cumplan un rol determinante en distintas etapas de la infecciéon como en la
evasion del sistema inmune, formulada con un adyuvante capaz de generar una respuesta inmune
humoral y celular balanceada, podria ser la clave para la obtencién de una mayor eficacia.
Asimismo, la inclusién de inmunopotenciadores capaces de desencadenar respuestas inmunes
innatas tempranas que colaboren en la generacion de respuestas inmunes adaptativas robustas y
duraderas podria ser crucial para obtener una vacuna capaz de reducir la tasa de nuevas

infecciones.

La importancia del calendario de vacunacion

La mastitis bovina fue identificada como una patologia de alta incidencia en el ganado
lechero hace més de 75 afos. En un principio, se creyé que las infecciones intramamarias ocurrian
cuando el animal atravesaba las etapas de gestacién tardia, parto o lactancia temprana. Sin
embargo, posteriormente se demostré una alta prevalencia de infecciones intramamarias en
vaquillonas, incluso previo a realizarse su primera inseminacién. Asi, por ejemplo, un trabajo
realizado en los 90, detecté que un 86,7% de los cuartos de vaquillonas no inseminadas se
encontraban infectados. En este estudio, S. aureus fue uno de los tres patégenos mas comtinmente
aislados tanto en vaquillonas no inseminadas como prefiadas. Estos resultados, demostraron que
la infeccion de las glandulas mamarias por patégenos como S. aureus puede ocurrir a una edad
muy temprana, pudiendo perjudicar el crecimiento y desarrollo mamario e influir en la futura
produccién lechera [108]. Asimismo, se conoce que la mayoria del ganado lechero tiene
inmunidad preexistente contra S. aureus al primer parto, demostrado por los altos titulos de
anticuerpos especificos contra S. aureus y varias de sus proteinas de evasién encontrados en estos
animales. Esto puede deberse a la exposicion natural a este patégeno durante su desarrollo
mediante, por ejemplo, colonizaciones transitorias de distintos epitelios. A pesar de esto, esa
respuesta inmune generada contra S. aureus parece no ser protectora, ya que la infeccidn por este

patégeno no protege contra infecciones posteriores. Por lo tanto, la vacunacion de animales ya
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expuestos a S. aureus puede conducir la activacién de una respuesta inmune preexistente no
protectora, en lugar de dar lugar a la induccién de una respuesta inmune protectora [109].

A pesar de esta evidencia, las vacunas disponibles comercialmente para la prevencion de
la mastitis bovina, cuentan con dos calendarios de vacunacién muy distintos. Por un lado, y en
concordancia con lo antes expuesto, Lysigin® aconseja la inmunizacién de los animales con dos
dosis a los 6 meses de edad siguiendo con un programa de refuerzos cada 6 meses. Por su lado,
STARTVAC® recomienda la aplicacién de dos dosis previas al parto a los 45 y 10 dias previos
de la fecha estimada y un refuerzo a los 52 dias de comenzada la lactancia. Sin embargo, cabe
recordar que solo el ensayo experimental donde se probé la vacuna Lysigin® siguiendo las
recomendaciones del fabricante demostré una disminucién en la aparicién de nuevas infecciones
[92], dejando entrever la importancia del comienzo de un plan de inmunizacién desde edades
tempranas.

En nuestro grupo de trabajo, se ha evaluado, previamente, un inmunégeno compuesto por
células lisadas de S. aureus, suplementado con antigenos recombinantes considerados relevantes
en la infeccion estafilociccica, y formulado con Iscom Matrix™. Esta formulacién indujo la
produccién de anticuerpos especificos en sangre y leche, los cuales resultaron eficientes en la
opsonizacién del microorganismo, y en la neutralizacidon de sus factores de virulencia in vitro
[28]. Sin embargo, este inmundgeno, como la mayoria de los previamente evaluados [102], se
administré en el tltimo tercio de la gestacion de vaquillonas primiparas, resultando de gran interés

su evaluacién de un plan de inmunizacién en terneras.

Para el desarrollo de este capitulo, se sostuvo como hipotesis que una vacuna que incluya
muiltiples antigenos, formulados con un adyuvante adecuado, permitiria la generacion de una
respuesta inmune beneficiosa contra componentes que cumplan un rol determinante en distintas
etapas de la infeccion por S. aureus. A su vez, se consideré que, para lograr una disminucion de
la incidencia de nuevas infecciones intramamarias, asi como una atenuacion de los efectos
patogénicos que tienen lugar durante la misma, es clave la seleccion de un plan de
inmunizacion adecuado.

Frente a esta hipotesis, se decidio evaluar la respuesta inmune generada en terneras tras la
inmunizacion con una formulacion a subunidades. Para ello, se disefié un inmunogeno
prototipico que incluyo los antigenos recombinantes FnBPA (rFnBPA) y CIfA (rCIfA),
formulado con los adyuvantes previamente evaluados por nuestro grupo en un modelo murino.
Los animales incluidos en este ensayo fueron estudiados durante dos aiios, periodo en el que
recibieron dos refuerzos. Uno de estos refuerzos se realizo previo a su primer parto, lo que
permitio estudiar los efectos del plan de inmunizacion en la respuesta inmune humoral cuando

el animal presenta una mayor susceptibilidad a contraer una infeccion intramamaria.
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Con base en estos resultados, se selecciono el adyuvante que demostré mejoras significativas
en la respuesta inmune y se lo evalud en conjunto con un inmundgeno multicomponente
compuesto por los antigenos recombinantes rCIfA, rFnBPA, ra-toxina y rf-toxina, en un

esquema de inmunizacion comenzado en la etapa tardia de gestacion, en vaquillonas y vacas

prefiadas.
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OBJETIVOS

Objetivos especificos tratados en el presente capitulo:
1. Disefiar y evaluar un esquema de inmunizacidn hacia S. aureus en terneras.
1.1. Disenar una formulacién combinada que contenga los antigenos recombinantes FnBPA
(rFnBPA) y CIfA (rCIfA) de S. aureus y un adyuvante basado en liposomas.
1.2. Realizar un plan de inmunizacién en terneras.
1.3. Caracterizar la respuesta inmune humoral inducida por la formulacién.
2. Evaluar un esquema de inmunizacién en vaquillonas y vacas prefiadas, utilizando la
formulacién seleccionada con base en los resultados previos.
2.1. Obtener la formulacién elegida incluyendo los antigenos recombinantes rFnBPA, rCIfA,
ra-toxina y rp-toxina de S. aureus.
2.2. Realizar un esquema de inmunizacién en vaquillonas y vacas de primer parto.

2.3. Caracterizar la respuesta inmune humoral inducida por la formulacién.
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MATERIALES Y METODOS

1. Disenar y evaluar un esquema de inmunizacién hacia S. aureus en terneras.

1.1. Disefar una formulacién combinada que contenga los antigenos rFnBPA y rCIfA de S.
aureus y un adyuvante basado en liposomas.

1.1.1.Composicion del inmunogeno experimental: Se obtuvieron los antigenos

recombinantes rFnBPA y rCIfA, por induccién de la expresion en Escherichia coli,
a partir de clones previamente disponibles en el laboratorio [28,110]. El
inmundgeno experimental consistié en una mezcla de 100 pg/dosis de cada uno de
los antigenos recombinantes [28].

1.1.2.Formulacion de los inmundgenos experimentales: A los efectos de evaluar la

capacidad adyuvante de las formulaciones liposomales, en bovinos, se prepararon
tres sistemas adyuvantes diferentes. Por un lado, se obtuvieron liposomas (Lip)
utilizando DPPC, colesterol y EA por el método de inyeccioén etandlica. Los tres
componentes, en proporcién 7:2:2 mol/mol, se disolvieron en una mezcla de
etanol/isopropanol (1:1 v/v), esta mezcla se denomind fase orgdnica. Por otro lado,
se obtuvo una fase acuosa formada por buffer acetato de sodio 50 mM, pH 4,3, que
alternativamente pudo contener o no los antigenos evaluados. La fase orgdnica fue
incorporada por inyeccién a la fase acuosa en proporcién 1:9 v/v [67,111,112]. La
segunda formulacién consistié en liposomas suplementados con ODN-CpG. Para
esto, a la preparacion de liposomas se le agregaron oligonucledtidos con la
secuencia: 5’-tegtegtttgtcgttttgtegtt-3°, que  han demostrado ser
inmunomoduladores en bovinos [113]. Las concentraciones finales de cada
componente en las formulaciones resultaron: Lip 4mM, rFnBPA 100 pg/ml, rCIfA
100 pg/ml, ODN-CpG 7,5 ng/ml. La tercera formulacion fue preparada utilizando
15% de Al(OH)s3 (Alhydrogel™) como control de la respuesta inmune mediada por
un adyuvante comercial autorizado.
1.2. Realizar un plan de inmunizacién en terneras.

1.2.1.Animales experimentales vy cronograma_de vacunacion: Se seleccionaron 53

terneras de 6 a 8 meses de edad, pertenecientes al tambo de la Estacién
Experimental INTA Rafaela (Santa Fe, Argentina). Antes de comenzar con el
esquema de vacunacién, se tomaron muestras de sangre por puncién en la vena
yugular y se determiné por medio de técnica de ELISA la presencia de anticuerpos
anti-S. aureus en sangre [92]. Cuarenta y cuatro animales libres de anticuerpos anti-

S. aureus fueron finalmente incluidos en el experimento y fueron divididos al azar
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en seis grupos. Cuatro de ellos recibieron los antigenos incorporados en las
siguientes formulaciones: Lip+rFnBPA/CIfA (n=8); Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA (n=8); ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA (n=7) e
AI(OH)3+rFnBPA/rCIfA (n=7); mientras que los 2 grupos control recibieron:
Lip+ODN-CpG (n=7) e AI(OH)3 (n=7). Se administraron 3 dosis por via subcutinea
en la tabla del cuello, a los 0, 15 y 45 dias. Pasado un afio de la dltima dosis, se
administré una cuarta dosis para verificar la posibilidad de activar una respuesta
inmune de memoria. El dia 21 previo a la fecha estimada de parto de cada animal
(aproximadamente 18 meses desde el comienzo del plan de inoculacién), se

administré un refuerzo por via subcutinea en el drea supramamaria.

1.2.2. Procedimientos de muestreo: Se tomaron muestras de sangre por puncién de la vena

yugular de todos los animales cada 15 dias desde el dia O al dia 75 de comenzado
el plany alos 0, 15 y 60 dias de la cuarta dosis. Asi también se tomaron 4 muestras
adicionales, cada 15 dias, a partir de la administracion del refuerzo pre-parto. Por
otro lado, en estos mismos tiempos y una vez ocurrido el parto, se tomaron muestras
de leche de cada cuarto de manera aséptica. Las muestras de sangre se dejaron
coagular a temperatura ambiente y luego se centrifugaron para la obtencién del
suero. Por otro lado, se generaron muestras compuestas de leche tomando 500 uLL
de leche de cada cuarto. Las muestras de leche fueron centrifugadas y el
sobrenadante obtenido fue separado. Alternativamente, una fraccién de cada
muestra compuesta fue acidificada y centrifugada para la obtencién del suero de
leche. Todas las muestras obtenidas fueron conservadas a -20°C hasta su

utilizacion.

1.3. Caracterizar la respuesta inmune humoral inducida por la formulacién.

1.3.1.Determinacién de anticuerpos especificos: La produccién de anticuerpos (IgG,

IgG1 e 1gG2) especificos para rTFnBPA y rCIfA fue determinada mediante ELISA
indirecto. Placas de poliestireno de 96 pocillos (GBO, Frickenhausen, DEU) fueron
sensibilizadas con 0,5 pg/pocillo de rFnBPA o rCIfA. Los sueros fueron analizados
en una dilucién 1/1000 y los sueros de leche en 1/100. La unién de los anticuerpos
se evalu6 mediante incubacion con los anticuerpos anti-IgG (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) y anti-IgG1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) bovino
conjugados a peroxidasa o anti-IgG2 bovino no conjugado hecho en ratén (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) seguido de la incubacién con un anticuerpo anti-IgG
murino conjugado a peroxidasa (Jackson, Baltimore, MD, USA). El revelado se
realizé mediante la utilizacion de una solucién de TMB (ready-to-use, Invitrogen,

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y la reaccidén de color se detuvo con H>SO4
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2N. La densidad 6ptica se midi6 a 450 nm usando un lector de microplacas

(Multiskan EX, Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA).

1.3.2.Evaluacion de la funcionalidad de los anticuerpos: Para evaluar la capacidad de los

anticuerpos, generados tras la inmunizacién con las formulaciones experimentales,

de reconocer cepas de S. aureus, se evalud la capacidad de los anticuerpos de

bloquear la unién de S. aureus Reynolds a fibrindgeno (Fb).

i.

ii.

Purificacion de anticuerpos especificos: Cada suero obtenido a los 15 dias del

refuerzo pre-parto fue incubado en contacto con una membrana de nitrocelulosa
previamente sensibilizada con rFnBPA y rCIfA y bloqueada con PBS 1X-BSA
2%. Posteriormente, se realizaron una serie de lavados con PBS 1X-Tween
0,05% vy los anticuerpos fueron eluidos por incubacién de las membranas con
una solucién de Glicina-HCI 0,1M (pH 2,3) y NaCl 0,15M. Las muestras de
anticuerpos recuperadas fueron neutralizadas mediante el agregado de Tris 1M
(pH 8).

Ensayo de blogqueo: La capacidad de los anticuerpos purificados para bloquear

la unién del Fb se evalu6é como se describié anteriormente [114] con algunas
modificaciones. Brevemente, placas de ELISA de 96 pocillos de fondo plano se
sensibilizaron con 5 pg/pocillo de Fb en buffer carbonato de sodio (pH 9.6). El
fibrindgeno se purificé a partir de plasma bovino mediante precipitacién con
etanol [115]. Los sitios restantes se bloquearon mediante incubacién con leche
en polvo descremada de cabra al 5% (p/v) disuelta en PBS a pH 7,4. Los
anticuerpos purificados fueron diluidos en una suspensién 1x10° UFC/ml de
cada S. aureus Reynolds y se pre-incubaron durante 1 hora a 37 °C con agitacién
suave. Como control positivo, se realizé la misma pre-incubacién de las
bacterias sin el agregado de suero. Las placas recubiertas se incubaron primero
con 100 pl de bacterias pre-incubadas, luego con un suero de ratén anti-S.
aureus y finalmente con un anticuerpo comercial anti-IgG murino conjugado a
peroxidasa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Todas las incubaciones
fueron de 1 hora a 37 °C. Las placas se lavaron tres veces con Tween 20 al
0,05% en PBS entre cada etapa. Finalmente, se afiadi6 el sustrato enzimatico
(TMB, Invitrogen) y la reaccién se detuvo mediante la adicién de H.SO4 0,5 N.
La absorbancia se ley6 a 450 nm y los resultados se expresaron como porcentaje
de unién con respecto al control positivo (bacteria sin opsonizar) considerado

como capacidad de unién maxima.

2. Evaluar un esquema de inmunizacion en vaquillonas y vacas preiiadas, utilizando la

formulacion seleccionada con base en los resultados previos.
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2.1. Obtener la formulacion elegida incluyendo los antigenos recombinantes rFnBPA, rCIfA,
ra-toxina y rff-toxina de S. aureus.

2.1.1.Composicion del inmunogeno experimental: Se obtuvieron los antigenos

recombinantes rFnBPA, rCIfA y rB-toxina por induccién de la expresion en
Escherichia coli, a partir de clones previamente disponibles en el laboratorio
[28,110]. Ademads, se obtuvo un cuarto antigeno recombinante correspondiente a la
fraccion madura de la a-toxina, también generado por nuestro grupo de trabajo,
mediante el clonado de su secuencia codificante en el pldsmido pET32a y su
posterior expresion en E. coli BL21(DE3) (no publicado). El inmunégeno
experimental consistié en una mezcla de 100 pg/dosis de cada uno de los antigenos

recombinantes (Rec) [28].

2.1.2.Formulacion del inmunogeno experimental: El inmundgeno experimental fue
formulado con liposomas y ODN-CpG (Lip+ODN-CpG+Rec) siguiendo el
procedimiento descripto en el punto 1.1.2 del apartado Materiales y Métodos del
presente capitulo.
2.2. Realizar un esquema de inmunizacién en vaquillonas y vacas de primer parto.

2.2.1.Animales experimentales y cronograma de vacunacion: Se incluyeron en el estudio

23 vaquillonas primiparas y/o vacas con sélo 1 parto previo sin registros previos de
mastitis, en el dltimo trimestre de gestacién. Las mismas se dividieron al azar en
dos grupos. Uno de ellos se inoculé con 2 dosis de la formulacién Lip+ODN-
CpG+Rec por via subcutdnea en el drea del ganglio supramamario, a los 45 y 15
dias antes de la fecha probable de parto (Grupo Experimental, n=11), mientras que
el restante actué como control sin inmunizar (Grupo Control, n=12). Al momento
de la segunda dosis vacunal las glandulas mamarias de todos los animales incluidos
en el experimento se examinaron clinicamente por palpacion y se tomaron muestras
de secrecién pre-parto para determinar la presencia de infeccién intramamaria por
S. aureus. Todos los animales incluidos en el ensayo se encontraban libres de
infeccion y sin signos clinicos de inflamacién.

2.2.2.Procedimientos de muestreo: Se tomaron muestras de sangre por puncién de la vena

coccigea antes de cada inmunizacidn, y de sangre y leche a los 15, 30 y 45 dias
luego de la segunda dosis, correspondientes a los 0, 15 y 30 dias post-parto. Las
muestras de sangre se dejaron coagular a temperatura ambiente y luego se
centrifugaron para la obtencién del suero. Por otro lado, se generaron muestras
compuestas de leche utilizando partes iguales del material provenientes de cada
cuarto. Las muestras de leche fueron centrifugadas y el sobrenadante de leche

obtenido fue separado. Alternativamente, una fraccién de cada muestra compuesta
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fue acidificada y centrifugada para la obtenciéon de suero de leche. Todas las

muestras obtenidas fueron conservadas a -20°C hasta su utilizacion.

2.3. Caracterizar la respuesta inmune humoral inducida por la formulacién.

2.3.1.Determinacion de anticuerpos especificos: La presencia de anticuerpos (IgG, IgG1

e IgG2) especificos en las muestras de suero y suero de leche, fue evaluada por

ELISA como se explicé en el punto 1.3.1 del apartado Materiales y Métodos del

presente capitulo.

2.3.2.Evaluacion de la funcionalidad de los anticuerpos: Dada la incorporacion de a-

toxinay B-toxina en el inmunégeno experimental, se realiz6 un ensayo de inhibicién

de la actividad de las toxinas nativas como se detalla a continuacion:

i.

il.

Obtencion de a-toxina y B-toxina nativa de S. aureus: Se trabajé con las cepas

de S. aureus 207 y 226 aisladas de casos de IIM, productoras de a-toxina y p-
toxina, respectivamente. Las mismas se cultivaron en caldo Tripteina Soya a
37°C y transcurrido el tiempo adecuado se centrifugaron para recuperar el
sobrenadante de cultivo. Este dltimo fue filtrado con un filtro de 0,22 um para
eliminar restos de bacterias enteras y se procedid a la purificacion de las toxinas
siguiendo el protocolo descripto por otros autores [116]. El producto se
conservd a -20°C hasta su utilizacién. El extracto proteico obtenido se evalu6
por SDS-PAGE al 15%, seguido de tincién con azul de Coomasie.

Inhibicion de actividad hemolitica: Se tomaron 500 pl de globulos rojos (GR)

provenientes de conejo para la evaluacion de a-toxina o de carnero para B-toxina
y se diluyeron en solucion diluyente de GR (para a-toxina: NaCl 150 mM,
KH>PO4 20 mM, BSA 1 mg/mL, pH 7,4 [117]; para B-toxina: MgSQO4.7H,0 0,5
mg/mL, BSA 1 mg/mL en PBS 1X [118]). Con base en los resultados obtenidos
en ensayos de puesta a punto, se colocaron en una placa de 96 pocillos con
fondo en U, 100 pl de una dilucion 1/3200 del purificado de o-toxina, o
alternativamente 100 pl de una dilucidon 1/160 del purificado de B-toxina.
Seguidamente, se agregaron 100 pl de los sueros de los animales a evaluar en
una dilucién 1/50. Todas las diluciones se realizaron en la solucidn diluyente de
GR correspondiente segin la toxina en evaluacién. Se incub6 durante 1 hora a
37°C y luego se agregaron 100 pl de la suspension de GR. Se incubé durante 2
horas a 37°C, y posteriormente, toda la noche (ON, por sus iniciales en inglés)
a 4°C. Como control de hemdlisis maxima, se incubaron GR en presencia de
toxina y ausencia de suero. Como control de inhibicién de la hemolisis se
incubaron GR en ausencia tanto de toxina como de suero. Completada la
incubacidn, se recuperaron los sobrenadantes y se realizd la lectura de su

absorbancia a 545 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de
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hemdlisis respecto al control de hemdlisis méxima. Finalmente, se realizé un
analisis de correlacion de Spearman entre el porcentaje de hemolisis medido en
las muestras y los niveles de cada inmunoglobulina detectados en las mismas.
Este andlisis se realizé con el programa GraphPad Prism versién 5.00 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com).

Tratamiento estadistico: La distribucién normal fue confirmada por la prueba de Kolmogorov-

Smirnov. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante el test de ANOVA, seguido de la
prueba de Bonferroni para detectar diferencias entre grupos (p <0,05). Los resultados se informan
como media + Error Estandar de la Media (EEM) para cada grupo. En caso de distribuciones no
normales, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Mann-Whitney para la
comparacion entre grupos. En este caso los resultados fueron reportados como mediana + rango
intercuartil (RI) para cada grupo. El andlisis estadistico se realizé con el programa GraphPad
Prism version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA,
www.graphpad.com).

Consideraciones éticas: Todos los procedimientos en animales se realizaron siguiendo las

recomendaciones de la Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in Research and
Teaching [119] y cuentan con la aprobacién tanto del Comité Asesor de Etica y Seguridad de la
Investigacién (FBCB-UNL) registrada en el acta 10/15, como del Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los animales de Laboratorio de INTA (CICUAL, INTA Rafaela), resolucién

numero 18-006.
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RESULTADOS

1. Diseiiar y evaluar un esquema de inmunizacion hacia S. aureus en terneras.

1.1. Respuesta humoral generada por el esquema de 4 dosis.

1.1.1. Niveles de IgG anti-rFnBPA y anti-rCIfA en suero.

Las terneras incorporadas en el esquema de inmunizacién recibieron una primera serie de
3 dosis administradas a los 0, 15 y 45 dias de comenzado el plan. No se observaron efectos
adversos en el sitio de inoculacién a lo largo de todo el protocolo.

Se evaluaron los niveles de IgG en suero especificos para rFnBPA (Fig. 8-A) y rCIfA
(Fig. 8-B), alternativamente, a lo largo de todo el protocolo. Ningtin animal present6 anticuerpos
contra los antigenos recombinantes previos al plan de inmunizacién. Los adyuvantes solos,
AI(OH)3 y Lip+ODN-CpG, fueron incapaces de inducir per se la produccién de anticuerpos
especificos a lo largo de todo el protocolo. La administracién de las proteinas recombinantes con
un adyuvante comercial, Al(OH)s+rFnBPA/rCIfA, indujo una respuesta inmune humoral
especifica hacia ambas, comprobando su antigenicidad. Esta formulacidn indujo una produccién
de anticuerpos significativamente mayor a su grupo control, AI(OH)s, para rFnBPA entre los dias
30y 75 (p<0,001), y para rCIfA desde el dia 30 al 60 (p<0,001).

Por otro lado, se puede decir que los animales en el grupo Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA, una vez administradas las dos primeras dosis, mantuvieron altos niveles de
anticuerpos especificos para ambas proteinas, siendo mayores que los alcanzados por los grupos
Lip+ODN-CpG, Lip+rFnBPA/rCIfA y ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA, entre los dias 30-75 de
comenzado el plan (p<0,001, en todos los casos). La administracién de una tercera dosis no indujo
un incremento significativo de los niveles de anticuerpos en ninguna de las formulaciones.
Asimismo, se puede decir que la formulacién Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA indujo niveles
similares de IgG a los alcanzados por la formulacién AI(OH)3;+rFnBPA/rCIfA a lo largo de todo
el protocolo, excepto al dia 45 cuando los niveles de IgG anti-rCIfA resultaron mayores con la
formulacién liposomal (p<0,01). Finalmente, ningtin grupo presentd altos niveles de anticuerpos
pasados 270 dias de comenzado el plan.

Una vez transcurrido un afio de la tercera dosis (dia 410) se administré una cuarta dosis
y se evaluaron los niveles de IgG especificos para cada proteina. Como se puede observar en la
Fig. 8, a los 15 dias de inoculados (dia 425), los animales en el grupo Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA fueron capaces de generar mayores niveles de IgG, para ambas proteinas,
que los grupos Lip+ODN-CpG y ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA (p<0,001, en ambos casos). A este
tiempo, los niveles de IgG alcanzados por el grupo AI(OH)s+rFnBPA/rCIfA fueron mayores a los
de su control, AI(OH)3, para ambas proteinas, rTFnBPA (p<0,01) y rCIfA (p<0,05). En este punto,
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no se encontraron diferencias significativas entre los grupos Al(OH);+rFnBPA/rCIfA,
Lip+rFnBPA/rCIfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA. A dos meses de administrada la cuarta
dosis, dia 470, los niveles de anticuerpos en el grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA mostraron
niveles incrementados de anticuerpos, aunque sin diferencia estadistica respecto a los otros grupos

evaluados.

E
IgG anti-rFnBPA

Al(OH);

- Lip+ODN-CpG
Al(OH);+rFnBPA/rCIfA

-~ Lip+rFnBPA/rCIfA
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ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA
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Fig. 8: Niveles de IgG especifica en sueros de terneras inmunizadas con rFnBPA y rCIfA incorporadas
en diferentes formulaciones, por ELISA indirecto, durante el esquema de inmunizacién de cuatro dosis.
Los sueros se probaron en una dilucién 1/1000 contra cada antigeno: A- IgG anti-rFnBPA; B- IgG anti-
rCIfA. Como control se utilizaron sueros de terneras inmunizadas con formulaciones sin los antigenos
(lineas punteadas). Se realiz6 un andlisis estadistico ANOVA de dos vias. Se muestra un promedio de
los valores obtenidos para siete u ocho animales en cada grupo (de acuerdo con las especificaciones
del punto 1.2.1 de Materiales y Métodos) y el EEM. Las flechas indican los tiempos de vacunacion.

1.1.2. Niveles de IgG1 e [gG2 anti-rFnBPA vy anti-rCIfA en suero.

Se determinaron los niveles de IgG1 e IgG2 especificos para cada proteina (Fig. 9) a los
15 dias de administrada la tercera dosis (Dia 60) y a los 15 dias de la cuarta dosis (Dia 425).

Respecto a la produccién de IgG1, todas las formulaciones experimentales fueron capaces
de incrementar los niveles de anticuerpos especificos tanto para rFnBPA (Fig. 9-A) como para
rCIfA (Fig. 9-C) al dia 60. A este tiempo, el grupo AI(OH)3+rFnBPA/rCIfA presentd los mayores
niveles de anticuerpos. Sin embargo, luego de administrada la cuarta dosis, los grupos Lip+

rFnBPA/rCIfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA alcanzaron niveles similares de IgG1 a los
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alcanzados por el grupo AI(OH);+rFnBPA/rCIfA en este mismo tiempo. Cabe destacar que tanto
la formulacién AI(OH)3+rFnBPA/rCIfA como Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA indujeron niveles
de IgGl significativamente mayores a sus controles a los dos tiempos evaluados, para ambas
proteinas con distintos grados de significancia, como se puede observar en los respectivos
graficos.

En relacién a la produccién de IgG2 especificos para rtFnBPA (Fig. 9-B) o para rCIfA
(Fig. 9-D), al dia 60 ningtin grupo fue capaz de generar diferencias significativas respecto a sus
grupos controles. Sin embargo, al dia 425, la formulacién Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA fue
capaz de incrementar significativamente los niveles de IgG2 para ambas proteinas (p<0,05),
mientras que una cuarta dosis de la formulacion AI(OH);+rFnBPA/rCIfA result6 en un aumento

de los niveles de IgG2 que resultd significativo s6lo contra rCIfA (p<0,01) (Fig. 2-D).
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Fig. 9: Niveles de IgG1 e IgG?2 especificas en sueros de terneras inmunizadas con rFnBPA y rCIfA
incorporadas en diferentes formulaciones, mediante ELISA indirecto, evaluados en los dias 60 y 425
del esquema de inmunizacién (correspondiente a 15 dias después de la tercera y cuarta dosis,
respectivamente). Los sueros se probaron en una dilucién 1/1000 contra cada antigeno: A- IgG1 anti-
rFnBPA; B- IgG2 anti-rFnBPA; C- IgGl anti-rCIfA; D- IgG2 anti-rCIfA. Como control se utilizaron
sueros de terneras inmunizados con formulaciones sin antigenos. Se realizé un andlisis estadistico de
Mann-Whitney. Se muestra la mediana de los valores obtenidos para siete u ocho animales en cada
grupo (de acuerdo con las especificaciones del punto 1.2.1 de Materiales y Métodos) y el RI. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001, respecto a los grupos control. Las comparaciones entre grupos se indican con
lineas.

1.2. Respuesta humoral generada a partir del refuerzo pre-parto.
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1.2.1. Niveles de IgG anti-rFnBPA y anti-rCIfA en suero.

Se realizo el seguimiento de las terneras que se incluyeron en el plan de inmunizacién
hasta su primer parto cuando recibieron un refuerzo pre-parto (aproximadamente 18 meses desde
el comienzo del plan de inmunizacién). Veinticinco animales debieron ser excluidos en esta etapa
debido a distintos factores ajenos al estudio, como fallos en la inseminacion, abortos o muerte.
Por este motivo los grupos quedaron conformados de la siguiente manera: AI(OH)s (n=5),
Lip+ODN-CpG (n=3), Al(OH);+rFnBPA/rCIfA (n=2), Lip+rFnBPA/rCIfA (n=3), ODN-
CpG+rFnBPA/CIfA (n=2) y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA (n=4).

Luego del refuerzo, administrado aproximadamente 21 dias previo a la fecha estimada de
parto, se evaluaron los niveles de IgG especifica hacia rFnBPA (Fig. 10-A) y rCIfA (Fig. 10-B)
en suero, hasta pasados 21 dias del parto. El grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA demostr6 un
rdpido incremento en los niveles de anticuerpos para ambas proteinas, que fue sostenido a lo largo
del tiempo de observacién, incluyendo el momento del parto. Si bien estas diferencias no
resultaron significativas respecto al resto de los grupos evaluados, los resultados permiten
observar una tendencia clara, en este grupo, al aumento de los niveles de anticuerpos tras la

aplicacién de una tnica dosis.
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Fig. 10: Niveles de IgG especifica en sueros de vaquillonas primiparas después del refuerzo pre-parto
con rFnBPA y rCIfA incorporadas en diferentes formulaciones, por ELISA indirecto. El refuerzo se
administr6é aproximadamente 21 dias antes de la fecha de parto esperada. Los sueros se probaron en
una dilucién 1/1000 contra cada antigeno: A- IgG anti-rFnBPA; B- IgG anti-rCIfA. Como control se
utilizaron sueros de terneras inmunizadas con formulaciones sin antigenos. Se realizé un andlisis
estadistico de Mann-Whitney para hacer una comparacion entre aquellos grupos con un n>3, en un
mismo punto de tiempo. Se muestra la mediana de los valores obtenidos para tres a cinco sueros en
cada grupo (de acuerdo con las especificaciones del punto 1.2.1 de Resultados) y el RI. La flecha indica
el tiempo del refuerzo pre-parto.

1.2.2. Niveles de I1gG1 e [gG2 anti-rFnBPA vy anti-rCIfA en suero.

Se estudiaron los niveles de IgG1 e IgG2 especifica para ambas proteinas en muestras

obtenidas al dia -7, correspondiente a 15 dias post-refuerzo (Fig. 11).
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La produccién de anticuerpos IgG1 especificos para ambas proteinas (Fig. 11-A) fue
estimulada por las formulaciones Lip+rFnBPA/rCIfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA. Sin
embargo, sélo el grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA generdé niveles significativamente
superiores respecto a su grupo control (p<0,05). Respecto a los niveles de IgG2 (Fig. 11-B), s6lo
la formulacién Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA fue capaz de inducir un aumento en este subtipo,
en 2 de 4 animales. Sin embargo, este incremento sélo resultd significativo para anti-rCIfA
(p<0,05). Asimismo, una tendencia hacia la estimulacién de la produccién de IgG1 especifica
para ambas proteinas fue evidenciada en las formulaciones Al(OH);+rFnBPA/rCIfA y ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA.
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Fig. 11: Niveles de IgG1 e IgG2 especificas en sueros de vaquillonas primiparas después del refuerzo
pre-parto con rFnBPA y rCIfA incorporadas en diferentes formulaciones, por ELISA indirecto. Las
muestras analizadas fueron obtenidas al dia -7, correspondiente a 15 dias después de aplicado el
refuerzo. Los sueros se probaron en una dilucién 1/1000 contra cada antigeno: A- IgG1 anti-rFnBPA y
anti-CIfA; B- IgG2 anti-rFnBPA y anti-rCIfA. Se realizé un andlisis estadistico de Mann-Whitney para
hacer una comparacién entre aquellos grupos con un n>3. Se muestra la mediana de los valores
obtenidos para tres a cinco sueros en cada grupo (de acuerdo con las especificaciones del punto 1.2.1
de Resultados) y el RI. *p<0,05, respecto a los grupos de control.

1.2.3. Niveles de IgG anti-rFnBPA y anti-rCIfA en leche.

Se recolectaron muestras de leche a los dias +7 y +21, dado que en este periodo ya todos
los animales se encontraban en lactancia.

Se analizaron los niveles de IgG especificos para rFnBPA (Fig. 12-A) y rCIfA (Fig. 12-
B) en suero de leche, resultando los animales del grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA los que
tendieron a presentar mayores niveles de IgG para ambas proteinas. Sin embargo, estas diferencias
no resultaron significativas.

1.2.4. Niveles de IgG1 e [gG2 anti-rFnBPA y anti-rCIfA en leche.

A su vez, se estudiaron los niveles de IgG1 (Fig. 12-C) e IgG2 especificos para ambas
proteinas, sobre las muestras de suero de leche tomadas al dia +7, dado que fue el tiempo en el
que se encontraron los mayores niveles de IgG. Sélo el grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA
presentd niveles mayores de IgG1 comparado con el grupo control (p<0,05). No se detect6 IgG1

especifica en las muestras obtenidas de animales pertenecientes a otros grupos experimentales.
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Respecto a la presencia de IgG2, ningin grupo presentd niveles detectables de esta

inmunoglobulina en suero de leche (datos no mostrados).
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Fig. 12: Niveles de IgG e IgG1 especificas en suero de leche de vaquillonas primiparas después del
refuerzo pre-parto con rtFnBPA y rCIfA incorporadas en diferentes formulaciones, por ELISA indirecto.
La IgG se evalu6 a los dias +7 y +21 y la IgGl1 el dia +7. El refuerzo se administré aproximadamente
21 dias antes de la fecha prevista de parto. El suero de leche se prob6 en una dilucién 1/100 contra cada
antigeno: A- IgG anti-rFnBPA; B- IgG anti-rCIfA; C- IgG1 anti-rFnBPA y anti-rCIfA. Se realizé un
andlisis estadistico de Mann-Whitney para hacer una comparacion entre aquellos grupos con un n>3,
en un mismo punto de tiempo. Se muestra la mediana de los resultados obtenidos para tres a cinco
sueros en cada grupo (de acuerdo con las especificaciones del punto 1.2.1 de Resultados) y el RI.
*p<0,05, respecto a los grupos control.

1.3. Funcionalidad de los anticuerpos.

1.3.1. Capacidad de bloqueo.

Se evalué la capacidad de los anticuerpos presentes en las muestras de suero obtenidas al
dia-7, 15 dias luego del refuerzo pre-parto, de evitar la unién de S. aureus Reynolds a fibrinégeno
in vitro. Para esto, en primera instancia se purificaron los anticuerpos especificos presentes en las
muestras mediante el contacto individual de cada suero con una membrana de nitrocelulosa
sensibilizada con los antigenos estudiados. Luego de una serie de lavados los anticuerpos fueron
eluidos resultando una muestra enriquecida en anticuerpos anti-rFnBPA y anti-rCIfA para cada
Estas fueron finalmente evaluadas mediante un ELISA disefiado

animal. muestras

especificamente para la determinacién de la capacidad de bloqueo.
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Fig. 13: Anailisis funcional in vitro de los anticuerpos presentes en sueros de vaquillonas primiparas
después del refuerzo pre-parto con rFnBPA y rCIfA incorporadas en diferentes formulaciones. La
capacidad de los anticuerpos para bloquear la unién de S. aureus Reynolds al fibrindgeno (Fb) se prob6
con las muestras del dia -7, correspondiente a 15 dias post refuerzo. El refuerzo se administrd
aproximadamente 21 dias antes de la fecha de parto esperada. Los anticuerpos purificados se diluyeron
1/200 en una suspension de 1x10° UFC/ml de S. aureus Reynolds. Se usé la suspension bacteriana sin
anticuerpos como control positivo de unién a Fb. Los resultados se expresaron como porcentaje de
unién con respecto al control positivo considerado como capacidad maxima de unién (100%). Se
realizé un andlisis estadistico de Mann-Whitney para hacer una comparacién entre los grupos con un
n>3. Se muestra la mediana de los resultados obtenidos para tres a cinco sueros en cada grupo (de
acuerdo con las especificaciones del punto 1.2.1 de Resultados) y el RI.

Como se puede observar en la Fig. 13, la pre-incubacién de S. aureus Reynolds con los
anticuerpos obtenidos de los animales en los grupos Lip+rFnBPA/rCIfA y Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rCIfA tendieron a disminuir la unién de la bacteria a Fb.

2. Evaluar un esquema de inmunizacion en vaquillonas y vacas preiiadas, utilizando la

formulacion seleccionada con base en los resultados previos.

2.1. Respuesta humoral generada por el esquema de 2 dosis al pre-parto.

2.1.1. Niveles de I1gG anti-rFnBPA, anti-rCIfA, anti-ro-toxina y anti-rB-toxina en suero.

Las vaquillonas y vacas prefiadas, incorporadas en el esquema de inmunizacién,
recibieron 2 dosis de una formulacién compuesta por rFnBPA, rCIfA, ra-toxina, rf-toxina y
Lip+ODN-CpG, (Lip+ODN-CpG+Rec), administradas a los 0 y 30 dias de comenzado el plan,
correspondientes respectivamente a los 45 y 15 dias previos a la fecha estimada de parto. No se
observaron efectos adversos en el sitio de inoculacién a lo largo de todo el protocolo.

Se evaluaron los niveles de IgG en suero especificos para cada una de las proteinas
recombinantes (Fig. 14) alternativamente, hasta pasado un mes de la fecha probable de parto.
Ningtin animal presenté anticuerpos contra los antigenos rFnBPA y rCIfA previos al plan de
inmunizacion, sin embargo, se detectaron bajos niveles de anticuerpos anti-ra-toxina y anti-rf-

toxina en algunos animales, sin diferencias significativas entre los dos grupos evaluados. El grupo
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control fue incapaz de inducir per se la produccién de anticuerpos especificos a lo largo de todo

el protocolo.
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Fig. 14: Niveles de IgG especifica en sueros de vaquillonas inmunizadas con rFnBPA, rCIfA, ra-toxina
y rB-toxina incorporadas en la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec, por ELISA indirecto, durante un
esquema de inmunizacién de dos dosis al pre-parto. Los sueros se probaron en una dilucién 1/1000
contra cada antigeno: A- IgG anti-rCIfA; B- IgG anti-rFnBPA; C- IgG anti-ra-toxina; D- IgG anti-rf-
toxina. Como control se utilizaron sueros de vaquillonas no inmunizadas. Se realiz6 un anélisis
estadistico ANOVA de dos vias. Se muestra un promedio de los valores obtenidos para once o doce
animales en cada grupo (de acuerdo con las especificaciones del punto 2.2.1 de Materiales y Métodos)
y el EEM. **p<0,01; ***p<0,001, respecto al grupo control. Las flechas indican los tiempos de

vacunacion.

Respecto al grupo inmunizado con la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec se puede decir

que los animales alcanzaron niveles de IgG especificos superiores a los alcanzados por el grupo

control, para los cuatro antigenos, desde el dia -15 hasta el final del periodo evaluado (p<0,001,

desde el dia -15 al +15 para todos los antigenos). Como se puede observar, si bien con la

aplicacion de la primera dosis se logré inducir la produccién de anticuerpos especificos, la

aplicacion de la segunda dosis consigue aumentar sus niveles, obteniéndose un pico maximo al

momento estimado de parto. Luego de este pico, se produjo una disminucién progresiva de los

niveles de anticuerpos en este grupo, sin embargo, hasta el dltimo tiempo evaluado, estos

permanecieron por encima de los valores alcanzados por el grupo control (p<0,001, para rCIfA;

p<0,01, para el resto de los antigenos).
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2.1.2. Niveles de IgG1 e 1¢G2 anti-rFnBPA, anti-rCIfA, anti-ra-toxina y anti-rf3-toxina en

suero.

Se determinaron los niveles de IgG1 e IgG2 especificos para cada proteina (Fig. 15) alos
15 dias de administrada la segunda dosis (Dia 0).

Respecto a la produccidn de IgGl, la formulacion experimental fue capaz de incrementar
los niveles de anticuerpos especificos para los cuatro antigenos, rFnBPA (Fig. 15-A), rCIfA (Fig.
15-B), ro-toxina (Fig. 15-C) y rp-toxina (Fig. 15-D), respecto al grupo control (p<0,001, en todos
los casos). También se detectdé un aumento, aunque de menor magnitud, en los niveles de IgG2
en el grupo tratado respecto al grupo control para las cuatro proteinas (p<0,01, para rFnBPA;

p<0,001, para el resto de los antigenos).
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Fig. 15: Niveles de IgG1 e IgG2 especificas en sueros de vaquillonas inmunizadas con rFnBPA, rCIfA,
ra-toxina y rf-toxina incorporadas en la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec, mediante ELISA indirecto,
evaluados al momento del parto (correspondiente a 15 dias después de la segunda dosis). Los sueros se
probaron en una dilucién 1/1000 contra cada antigeno: A- IgG1 e IgG2 anti-rCIfA; B- IgGl1 e [gG2
anti-rFnBPA; C- IgG1 e IgG2 anti-ra-toxina; D- IgG1 e IgG2 anti-rP-toxina. Como control se utilizaron
sueros de vaquillonas no inmunizadas. Se realiz6 un andlisis estadistico de Mann-Whitney. Se muestra
la mediana de los valores obtenidos para once o doce animales en cada grupo (de acuerdo con las
especificaciones del punto 2.2.1 de Materiales y Métodos) y el RI. **p<0,01; ***p<0,001, respecto al
grupo control.

2.1.3. Niveles de IgG anti-rFnBPA, anti-rCIfA, anti-ro-toxina y anti-rf3-toxina en leche.

Se recolectaron muestras de leche luego de 15, 30 y 45 dias de la segunda dosis,

correspondientes a los dias 0, +15 y +30 post-parto. En esta etapa se incluyeron sélo las muestras
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de aquellos animales que se encontraban en lactancia, motivo por el cual el niimero de muestras
al dia O resulté menor, al corresponder algunas de ellas a animales atn en pre-parto.

Se analizaron los niveles de IgG especificos para rFnBPA (Fig. 16-A), rCIfA (Fig. 16-B),
ra-toxina (Fig. 16-C) y rf-toxina (Fig. 16-D) en suero de leche. Los 5 animales tratados que
pudieron ser incorporados al dia O tendieron a presentar mayores niveles de IgG que los controles,
para dos de las cuatro proteinas evaluadas, rTFnBPA y rCIfA. Mientras que s6lo 1 de los 5 present6
un aumento en los niveles de IgG anti-ro-toxina y anti-r-toxina en leche, para este tiempo. Al
dia +15, el grupo Lip+ODN-CpG+Rec presenté una pequeiia tendencia al aumento respecto al
grupo control para los antigenos rtFnBPA y rCIfA, con un descenso para el dia +30. S6lo un animal
del grupo tratado permanecié con niveles elevados de IgG contra tres de los cuatro antigenos,
hasta el dltimo tiempo evaluado. En ningin caso, las diferencias observadas resultaron

significativas.
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Fig. 16: Niveles de IgG especificas en suero de leche de vaquillonas inmunizadas con rFnBPA, rCIfA,
ra-toxina y rf-toxina incorporadas en la formulaciéon Lip+ODN-CpG+Rec, por ELISA indirecto, a
partir del momento del parto. Los sueros de leche se probaron en una dilucién 1/100 contra cada
antigeno: A- IgG anti-rCIfA; B- IgG anti-rtFnBPA; C- IgG anti-ra-toxina; D- IgG anti-rf-toxina. Se
realiz6 un andlisis estadistico de Mann-Whitney a cada tiempo. Se muestra la mediana de los resultados
obtenidos para once o doce animales en cada grupo (de acuerdo con las especificaciones del punto 2.2.1
de Resultados) y el RI. Al tiempo 0, se debieron eliminar 6 muestras del grupo tratado y 3 del grupo
control por ser muestras de calostro.
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2.1.4. Niveles de IgG1 e I1¢G2 anti-rFnBPA, anti-rCIfA, anti-ra-toxina y anti-rf3-toxina en

leche.
Debido a los bajos niveles de IgG detectados en suero de leche, no se realizé la
determinacion de los subtipos IgG1 e IgG2 especificos para cada antigeno, en estas muestras.

2.2. Funcionalidad de los anticuerpos.

2.2.1. Inhibicion de la actividad hemolitica.

Se decidi6 evaluar la capacidad de los anticuerpos presentes en las muestras de suero,
obtenidas al dia 0, 15 dias luego de la segunda dosis, de inhibir la hemdlisis causada por las
toxinas nativas, obtenidas de dos cepas de S. aureus, una productora de o-toxina y otra de -
toxina. Para esto, en primera instancia una dilucién de cada uno de los sueros evaluados se puso
en contacto con cada una de las toxinas. Pasado un tiempo determinado de incubacidn, los sueros
junto a las toxinas se pusieron en contacto con GR de conejo o carnero segun se tratara de la
evaluacion de la a-toxina o B-toxina, respectivamente. Luego de una incubaciéon ON, se tomaron
los sobrenadantes y, mediante la lectura de su absorbancia a 545 nm, se evalu6 el porcentaje de
hemdlisis en cada muestra en funcion de un control de hemolisis maxima, en el cual los GR fueron

puestos en contacto con las toxinas en ausencia de suero.
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Fig. 17: Capacidad de los sueros de vaquillonas inmunizadas con la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec,
de inhibir la actividad hemolitica de las proteinas a-toxina y -toxina obtenidas a partir de dos cepas
de S. aureus productoras. Para este ensayo se utilizaron los sueros obtenidos al dia 0, correspondiente
a 15 dias post segunda dosis. Los sueros fueron pre-incubados en una dilucién 1/50 con cada toxina y
posteriormente incubados ON en contacto con glébulos rojos de conejo (a-toxina) o cordero (B-toxina).
Las toxinas sin pre-incubar con las muestras fueron puestas en contacto con los respectivos glébulos
rojos como control de hemdlisis, considerado el 100% de hemdlisis. En la grafica se observa el
porcentaje de hemdlisis en cada muestra, calculada en funcién de los valores obtenidos para los
controles de hemolisis. Se realiz6 un andlisis estadistico de Mann-Whitney para cada toxina. Se muestra
la mediana de los resultados obtenidos para once o doce animales en cada grupo (de acuerdo con las
especificaciones del punto 2.2.1 de Resultados) y el RI. **p<0,01, respecto al grupo control.

Como se puede observar en la Fig. 17, la pre-incubacién de la a-toxina con los sueros

obtenidos de los animales del grupo Lip+ODN-CpG+Rec disminuy6 el porcentaje de hemolisis

respecto al grupo control (p<0,01).
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Por otro lado, al realizar el estudio de la inhibicién de la actividad de la B-toxina, se
observé una tendencia a la disminucién en el porcentaje de hemolisis en los animales tratados
respecto a los controles, aunque sin diferencia estadistica. Sin embargo, debe resaltarse que 8 de
11 animales del grupo Lip+ODN-CpG+Rec presentaron un porcentaje de hemolisis menor al

25%, mientras que 4 de 12 alcanzaron estos niveles en el grupo control.
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Fig. 18: Matriz de resultados de la respuesta humoral hacia a-toxina o -toxina, en suero al dia O,
correspondiente a 15 dias post 2da dosis. Se representan, en cada fila, los valores obtenidos para cada
animal en cada grupo. En las primeras 3 columnas se encuentras, respectivamente, los valores de DO
obtenidos al medir IgG, IgG1 e IgG2. En verde se representan los valores cercanos a 2,0 (altos niveles
de anticuerpos), en amarillo cercanos a 0,5 (niveles medios de anticuerpos) y en rojo cercanos a 0 (bajos
niveles de anticuerpos). En la cuarta columna se representan los porcentajes de hemolisis obtenidos.
En verde se observan los valores cercanos a 0% (bajo porcentaje de hemdlisis) y en rojo los valores
cercanos a 100% (alto porcentaje de hemdlisis). Al final de las tablas se observan los resultados del
andlisis de correlacion de Spearman realizado para cada inmunoglobulina en relacidén al porcentaje de
hemdlisis obtenido para cada toxina. Rs: coeficiente de correlacién de Spearman. *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001, probabilidad de la correlacién.

En la Fig. 18, se resumieron en una matriz los resultados de la respuesta humoral,
especifica hacia a-toxina y B-toxina, junto con la inhibicién de la hemdlisis, obtenidos en las
muestras de suero de los animales al dia 0, correspondiente al momento del parto. En los
resultados obtenidos para la a-toxina, se evidencia que los tres animales del grupo control que

presentaron un porcentaje de hemolisis igual o menor al 50%, correspondian a animales en los
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que se detectaron niveles de IgG anti-ra-toxina cercanos a 0,5 DO. Respecto al grupo tratado, un
unico animal mostr6 un porcentaje de hemolisis mayor al 50%, a pesar de presentar anticuerpos
especificos contra ra-toxina. Al analizar los resultados obtenidos para B-toxina, se observa que en
3 de los 4 animales del grupo control, que presentaron un porcentaje de hemolisis menor al 25%,
los niveles de IgG anti-rp-toxina fueron cercanos a 0,5 DO. Asimismo, semejante a lo observado
para o-toxina, los 3 animales tratados con un porcentaje de hemdlisis mayor al 50%, presentaban
anticuerpos especificos contra r3-toxina.

En estas matrices, también se puede observar los resultados obtenidos en el andlisis de
correlacién de Spearman, donde se compararon los niveles de las distintas inmunoglobulinas con
el porcentaje de hemolisis para cada toxina. Todas las correlaciones encontradas fueron negativas,
es decir que, a mayores niveles de la inmunoglobulina en estudio en esa muestra, menor es el
porcentaje de hemdlisis observado. En el caso del porcentaje de hemélisis generado por a-toxina,
se encontrd una fuerte correlacion con los niveles de IgG (Rs = -0,806; p<0,001) y una moderada
correlacién con los niveles de IgG1 e IgG2 (Rs = -0,644; p<0,001 y Rs = -0,660; p<0,001,
respectivamente). Por su lado, para B-toxina, todas las correlaciones encontradas fueron de tipo

moderada (IgG: Rs = -0,554; p<0,01; IgG1: Rs = -0,568; p<0,01 e IgG2: Rs = -0,487; p<0,05).
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DISCUSION

En el presente capitulo se evalud la capacidad de una vacuna a subunidades que incluy6
distintos antigenos recombinantes de S. aureus formulados con un adyuvante liposomal
previamente evaluado por nuestro grupo en ratones de la cepa BALB/c [67]. En una primera
instancia se evalud la respuesta inmune generada en un grupo de terneras que comenzaron el plan
de inmunizacion a los 6-8 meses de edad y recibieron distintos refuerzos hasta alcanzar su primer
parto. En este ensayo los animales fueron inmunizados con dos antigenos recombinantes, rFnBPA
y rCIfA, formulados con distintos adyuvantes: Al(OH)s;, Lip, ODN-CpG o la combinacién
Lip+ODN-CpG. Con base en la respuesta inmune humoral obtenida con cada formulacién a lo
largo de este primer protocolo, se escogid este tltimo adyuvante para continuar con la segunda
instancia. En esta etapa, se inmunizaron vaquillonas y vacas prefiadas con cuatro antigenos
recombinantes, rFnBPA, rCIfA, ro-toxina y r3-toxina formulados con el adyuvante Lip+ODN-
CpG, y se evalud la respuesta inmune humoral generada en estos animales hasta pasado un mes
del parto. La inmunogenicidad de todos los antigenos incorporados, con excepcién de ra-toxina,
fue probada por nuestro grupo en ensayos previos [28,110]. En conjunto, se buscé identificar un
adyuvante capaz de generar una respuesta inmune apropiada para combatir las infecciones por S.
aureus en bovinos, asi como también, conocer los efectos del plan de inmunizacién implementado

sobre esta respuesta inmune.

De la respuesta inmune generada en terneras.

En esta primera etapa, se evalu6 la respuesta inmune humoral generada en terneras
inmunizadas con los antigenos recombinantes rCIfA y rFnBPA. Este inmunégeno fue formulado,

alternativamente, con un adyuvante comercial, Alhydrogel™

o un adyuvante basado en liposomas
catiénicos previamente evaluados por nuestro grupo en un modelo murino [67]. A su vez, se
evalu6 el efecto de la incorporacién de ODN-CpG como inmunoestimulante en las formulaciones.
La secuencia de oligonucledtidos utilizada para este fin corresponde al ODN-CpG 2007,
especifico para los TLR9 bovino y porcino, sintetizada con enlaces naturales de tipo fosfodiéster
[113]. A pesar de la susceptibilidad de estos oligonucledtidos a la accién de ADNasas, existe un
consenso entre autores que sugieren que su incorporacién en liposomas, puede brindar un método
valido para protegerlos de la degradacién y prolongar su vida media [120]. En el capitulo 2 de la
presente tesis, se desarrolla una discusién mds profunda sobre los beneficios de la utilizacion de
oligonucledtidos con enlaces naturales, asi como de la capacidad de los liposomas utilizados en
nuestros ensayos de proteger a estos ODN-CpG de la degradacién mediada por nucleasas. Aunque

el uso de formulaciones que usan liposomas catiénicos u ODN-CpG como adyuvantes en el

ganado bovino es bien conocido [121], existe poca informacién sobre el uso conjunto de ambos
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componentes en esta especie. Hasta donde conocemos, el tnico reporte en bovinos de su uso
combinado, es el inmunoestimulante comercial Zelnate™ (Bayer HealthCare LLC, MO, USA).
Este inmunoestimulante, en lugar de utilizar un ODN-CpG, estd formulado con liposomas
catiénicos combinados con ADN plasmidico bacteriano rico en motivos CpG no metilados. El
uso del mismo esta destinado a reducir el uso de antibidticos en el tratamiento de la enfermedad
respiratoria bovina causada por Mannheimia haemolytica, buscando estimular las defensas
propias del animal. Su utilizacidn estd indicada en ganado a partir de los 4 meses de edad y debe
ser administrada en el momento o dentro de las 24 horas de percibido un evento estresante en el
animal [122]. Asimismo, se debe resaltar, que no hemos encontrado antecedentes sobre el uso de
liposomas catidnicos combinados con ODN-CpG con enlaces fosfodiéster en la inmunizacién
antigeno especifica de bovinos.

Por otro lado, hemos encontrado sélo 2 reportes de la utilizacién de planes de
inmunizacién contra S. aureus en bovinos aplicados a temprana edad [92,109]. A pesar de los
beneficios observados en la aplicacién de este tipo plan, respecto a la inmunizacién de animales
en etapas tardias, la mayoria de los nuevos desarrollos de vacunas para la prevencion de mastitis,
causada por S. aureus, han sido probados al pre-parto. Teniendo en cuenta estas consideraciones,
otro enfoque novedoso incorporado en el presente trabajo fue la aplicacién de un programa de
vacunaciéon a partir de una edad temprana, buscando la prevenciéon de las infecciones
intramamarias antes del comienzo de la lactancia.

En una primera etapa de este plan de inmunizacidn, se evalud la respuesta inmune
humoral en terneras de 6-8 meses de edad, que recibieron un esquema de 3 dosis, a los 0, 15 y 45
dias de comenzado el plan y un refuerzo al afio de completado este esquema. Luego de la segunda
dosis, se observé un incremento significativo en la respuesta inmune humoral, medida en suero,
en los animales que recibieron las formulaciones Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA e
AI(OH)3;+rFnBPA/rCIfA. La aplicacién de la tercera dosis no incrementd los niveles de IgG
especifica respecto a los alcanzados post segunda dosis. Previamente, se han reportado resultados
similares para una vacuna a subunidades, probada en terneros, usando un adyuvante catiénico
liposomal (CAF01) y un cdctel de proteinas recombinantes de Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis [123]. Los autores observaron que la aplicacién de la segunda dosis de la vacuna
indujo una fuerte produccion de anticuerpos especificos hacia los cinco antigenos de la vacuna,
mientras que la aplicacion de una tercera dosis no tuvo efecto en el incremento de sus niveles
[123]. En nuestro trabajo, también se observd que los animales en los grupos Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA e AI(OH);+rFnBPA/rCIfA presentaron niveles de IgG en suero que
permanecieron mas altos que los controles durante un mes, después de aplicada la tercera dosis.
Por el contrario, los niveles de anticuerpos en los grupos Lip+rFnBPA/rCIfA y ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA disminuyeron hasta alcanzar niveles cercanos a los preinmunes en esa etapa.

Aunque ningtn grupo presentd anticuerpos especificos 270 dias después de comenzado el plan
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de inmunizacién, una Unica dosis, administrada a un afio de completada la serie de 3 dosis (dia
410), indujo un rapido aumento de los niveles de IgG especifica en los animales de los grupos
Lip+rFnBPA/rCIfA, Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA e Al(OH)3+rFnBPA/rCIfA, demostrando la
capacidad de estas formulaciones de inducir memoria inmunoldgica.

Asimismo, se evaluaron los niveles de IgGl e IgG2 presentes en las muestras. Estos
subtipos se estudiaron debido a su capacidad opsoénica y a sus diferencias en cuanto a su
disponibilidad. Mientras que el subtipo IgG1 es transportado selectivamente desde circulacion a
secrecion lactea en condiciones normales, el subtipo IgG2 es transportado unido a los neutrdfilos
durante la diapédesis producida cuando ocurre un proceso infeccioso en la glandula mamaria
[124]. Los ensayos realizados demostraron que todos los grupos experimentales presentaban IgG1
especifica para cada antigeno en los sueros obtenidos a los 15 dias de administradas la segunda y
cuarta dosis. Sin embargo, en el caso de la IgG2 especifica para ambas proteinas, solo se
detectaron altos niveles en los animales inmunizados con Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA
después de administrada la cuarta dosis. La diferencia encontrada para este grupo, entre la casi
nula produccién de IgG2 producida luego de la tercera dosis y su incremento luego de la cuarta,
podria deberse a la diferencia en la edad de los animales, ya que algunos autores sugieren que los
niveles de IgG2 podrian aumentar conforme el ganado crece [125]. Ademas, la dispersion
observada entre animales, en los niveles de IgG2 especifica, podria explicarse por una variabilidad
interindividual en la capacidad de responder al estimulo del ODN-CpG, caracteristica de las
poblaciones exogdmicas, lo que sugiere que la sensibilidad a este inmunoestimulante podria estar
parcialmente controlada por la genética del individuo [126,127]. Por otro lado, teniendo en cuenta
que en los dias 60 y 425, en los grupos Lip+ODN-CpG+rFnBPA/tCIfA e
AI(OH)3;+rFnBPA/rCIfA, se detectaron niveles similares de IgG, a pesar de existir diferencias en
los niveles de los subtipos IgG1 e IgG2, no se puede descartar la contribucién de otra subclase.
Sin embargo, existe una falta de consenso entre los autores en la identificacién de otras subclases
de IgG bovina, ademds de IgG1 e IgG2 y, en consecuencia, una falta de reactivos disponibles
comercialmente para su determinacién [128—130].

Luego de administrado el refuerzo pre-parto, los animales del grupo Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA presentaron un rapido aumento, en suero, de los niveles de IgG especifica
para rFnBPA y rCIfA. Los niveles de IgG alcanzados por esta formulaciéon se mantuvieron
elevados durante el periodo de parto y hasta, al menos, 45 dias después de la administracién del
refuerzo, correspondientes a 3 semanas post-parto. Aunque se cont con un nimero reducido de
animales en esta etapa, se deben resaltar estos resultados, ya que sugieren que un tnico refuerzo,
aproximadamente 21 dias antes del parto, seria suficiente para aumentar rdpidamente los niveles
especificos de IgG en suero en un periodo de alta susceptibilidad a las infecciones intramamarias
[124]. Con respecto a las subclases de IgG en este punto, la formulacién Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rCIfA indujo un incremento significativo en el nivel de IgG1 especifico para
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ambos antigenos y una tendencia a una mayor produccidén de IgG2, siendo este aumento
significativo para rCIfA. Asimismo, los resultados del ensayo in vitro de capacidad de bloqueo,
demostraron que las formulaciones liposomales serian eficientes en la induccién de anticuerpos
capaces de inhibir la unién de S. aureus al Fb bovino, mientras que los anticuerpos inducidos por
la formulaciéon Al(OH)3;+rFnBPA/rCIfA no bloquearon esta unién. Esto resulta de gran interés,
ya que estos anticuerpos podrian ser capaces de inhibir su adhesién celular, cuando ésta es
mediada por mecanismos que involucren la formacién de un puente de Fb [18].

Respecto a la presencia de anticuerpos en leche luego de aplicado el refuerzo pre-parto,
se observé una tendencia a alcanzar mayores niveles de IgG en el grupo Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA, incluso pasadas tres semanas del parto. En estas muestras, se observaron
altos niveles de IgG1 y ausencia de IgG2. En concordancia con este resultado, se ha reportado
que la concentraciéon de IgG2 es extremadamente baja en leche proveniente de glandulas
mamarias sanas [131]. Sin embargo, este subtipo se considera la principal opsonina capaz de
favorecer la fagocitosis mediada por neutrdfilos en la glandula mamaria infectada [124,132].
Existe evidencia que demuestra que en las primeras 4 horas de desarrollada la infeccién
intramamaria, se produce un transporte masivo de IgG2 de sangre a leche. De esta forma, se
incrementa la actividad opsénica en leche durante la fase aguda de la inflamacién mamaria,
produciéndose un aumento de la IgG2 en leche 6-12 horas antes de que se produzca el pico de la
respuesta mediada por neutréfilos [124]. En este primer ensayo, si bien no se detect6 IgG2 en
leche, la presencia de este subtipo en el suero de los animales del grupo Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA, sugiere que, en condiciones inflamatorias, estos animales podrian presentar
un aumento en su capacidad fagocitica y eliminacién bacteriana en la gldndula mamaria. Sin
embargo, el posible paso de esta subclase a leche y su contribucién en el control de la infeccién
deben ser evaluados mediante un desafio experimental. Cabe aclarar, que la falta de un andlisis
estadistico adecuado en la mayoria de las determinaciones realizadas al refuerzo pre-parto, se
debe al reducido nimero de animales que pudo ser incluido en esta etapa, resultado de diversos
factores propios de estudios de extensa duracién como este [92].

Los resultados obtenidos demuestran que es posible utilizar un ODN-CpG con enlaces
naturales, combinado con liposomas, en la formulacidon de vacunas para el ganado bovino. La
utilizacién del liposoma como vehiculo le brindarfa una proteccién al ODN-CpG contra el efecto
de ADNasas, permitiendo utilizar un oligonucleétido natural sin perder el -efecto
inmunoestimulante, como se ha demostrado previamente en ratones [68,120]. Se debe agregar,
ademads, que no se observaron efectos adversos en los animales inmunizados con esta formulacién
a lo largo de todo el protocolo. En conjunto, el adyuvante formulado con liposomas catiénicos
con ODN-CpG, demostrd ser capaz de estimular la respuesta inmune humoral en niveles
semejantes a los alcanzados por un adyuvante comercial, pero con una mejor produccién de IgG2

y un bloqueo eficiente de la unién de S. aureus a Fb. Por estos motivos, se escogi6 continuar con
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la evaluacién del adyuvante Lip+ODN-CpG en el plan de inmunizacién aplicado a vaquillonas y

vacas prefiadas.

De la respuesta inmune generada en vaquillonas y vacas prefiadas.

En esta segunda etapa, se evaluo la respuesta inmune humoral generada en vaquillonas y
vacas prefiadas inmunizadas con 4 antigenos recombinantes, rFnBPA, rCIfA, ra-toxina y rf-
toxina, formulados con el adyuvante Lip+ODN-CpG, seleccionado sobre la base de los resultados
obtenidos en terneras. A la par, un grupo de animales se asign6 al grupo control, el cudl
permaneci6 sin inmunizar a lo largo de todo el ensayo.

La mayoria de las vacunas experimentales o ensayos a campo que buscan el control de la
mastitis causada por S. aureus en bovinos, han sido realizados con ganado prefiado o en lactancia
[115]. En esta etapa, el plan de inmunizacidn se aplic6 a animales prefiados, implementado un
esquema semejante a los utilizados por otros autores [93-95]. Las vaquillonas y vacas prefiadas,
pertenecientes al grupo tratado, fueron inmunizadas con 2 dosis de Lip+ODN-CpG+Rec a los 45
y 15 dias previos a la fecha estimada de parto. Si bien esta formulacidn consiguié inducir una
respuesta humoral en suero, especifica contra los 4 antigenos, desde la administracién de la
primera dosis, se observé que la administracién de la segunda dosis contribuyé al aumento de los
niveles de IgG, alcanzdndose su pico mdximo al momento del parto, considerado el momento de
mayor susceptibilidad a las infecciones intramamarias [124]. Este mismo efecto, ante la
aplicacion de una segunda dosis, ha sido observado por otros autores que han probado la vacuna
comercial STARTVAC® [99]. Como se mostré en los resultados, los animales del grupo
Lip+ODN-CpG+Rec mantuvieron niveles de IgG especifica elevados hasta, al menos, 1 mes post-
parto, mientras que en el grupo control no se detectaron variaciones de los niveles de esta
inmunoglobulina a lo largo de todo el protocolo. Estos resultados coinciden con un trabajo previo
de nuestro grupo, dénde se observo que una vacuna a subunidad que contenia los antigenos rf3-
toxina, rFnBPA y rCIfA, formulados con un complejo inmunoestimulante (ISCOM-Matrix,
Isconova), fue altamente inmunogénica al administrarse en dos dosis a vaquillonas prefiadas, lo
que desencadend una respuesta humoral alta durante el primer mes después del parto [110].
Asimismo, otro ensayo realizado por nuestro grupo, demostré que al administrar una formulacién
que contenia los mismos antigenos recombinantes, junto a un lisado de S. aureus Reynolds y el
adyuvante ISCOM-Matrix, siguiendo el mismo plan de inmunizacién, se conseguia inducir una
respuesta inmune humoral con altos niveles de anticuerpos especificos. La cinética de la respuesta
observada fue semejante a la encontrada en la presente tesis, alcanzando el pico maximo de
anticuerpos al momento del parto, manteniéndose elevados estos niveles hasta pasado 1 mes [28].
Se debe resaltar, que éste representa el primer reporte de esta o-toxina recombinante como
antigeno prototipico para una vacuna a subunidades para bovinos, demostrandose su potencial

como inmundgeno. Existe un reporte previo de una vacuna experimental en bovinos, que incluyé
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entre los antigenos un a-toxoide de S. aureus, lograndose inducir una respuesta inmune humoral
especifica, en suero, luego de una segunda dosis, semejante a la observada en la presente tesis
[133].

Respecto a las subclases de IgG inducidas por la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec, se
observé una produccién de IgG1 e IgG2 especificas aumentada en suero, respecto al grupo
control, al momento del parto. Para los cuatro antigenos, los niveles de IgG1 especifica resultaron
mayores a los alcanzados por la IgG2, demostrando una predominancia del primer subtipo.
Resultados previos, obtenidos por otros autores, demostraron que mediante un plan de
inmunizacién al pre-parto, la vacuna comercial STARTVAC®, induce una fuerte produccién de
IgGl especifica contra la cepa de S. aureus incorporada en la formulacién, sin un aumento de la
produccion de IgG2 respecto al grupo control [99]. Como contraparte, la vacuna Lysigin® al ser
administrada en bovinos, utilizando un plan de inmunizacién al pre-parto, indujo un aumento de
IgG1 e IgG2 especifica contra las 3 cepas incluidas en la formulacion respecto al grupo control
[94]. Una respuesta balanceada, entre los dos subtipos, también fue encontrada por nuestro grupo
de trabajo, al evaluar, en vaquillonas embarazadas, una vacuna a subunidad que contenia tres de
los antigenos incorporados en la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec, rf-toxina, rFnBPA y rCIfA
[110].

Posteriormente, se estudid la capacidad de los anticuerpos generados con el plan de
inmunizacién, de inhibir la actividad hemolitica de las toxinas nativas, a-toxina y B-toxina de S.
aureus. Se observo que la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec fue capaz de generar una respuesta
inmune humoral capaz de reducir significativamente la capacidad de hemdlisis de la a-toxina,
observandose una tendencia similar para la B-toxina. Ademas, se demostré que esta disminucion
de la actividad hemolitica, estarfa correlacionada con el aumento de los niveles de
inmunoglobulinas especificas contra las toxinas recombinantes utilizadas en la formulacién.
Hasta donde conocemos, la capacidad de los anticuerpos especificos, generados en bovinos,
contra la ra-toxina de reconocer y bloquear la actividad hemolitica de la toxina nativa, fue
evaluada por primera vez en el presente estudio. Sin embargo, este factor de virulencia ha sido el
target de numerosas pruebas en otras especies. Por ejemplo, una vacuna a subunidades probada
en humanos, que incluyé un o-toxoide recombinante indujo la produccién de anticuerpos
neutralizantes capaces de inhibir la lisis de gldbulos rojos de conejo mediada por la toxina nativa
[134]. Resultados semejantes fueron observados en un estudio de inmunizacién realizado en
conejos por otros autores [135]. Asimismo, existen diversos reportes de la evaluacién de
moléculas inhibidoras y anticuerpos monoclonales, con la finalidad de inhibir la actividad de la
o-toxina de S. aureus, demostrando un consenso entre los autores en la necesidad de controlar
este factor de virulencia [136-138]. A diferencia de lo que ocurre con a-toxina, y a pesar de la
alta prevalencia de B-toxina en cepas de S. aureus causantes de mastitis clinicas, existen pocos

estudios que tengan por finalidad inhibir su actividad [138]. En nuestro conocimiento, el tinico
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estudio previo que evalué la induccién de anticuerpos especificos en bovinos capaces de inhibir
la actividad de B-toxina, fue realizado por nuestro grupo. En este estudio, un grupo de vaquillonas
prefiadas fue inmunizado con un inmundgeno experimental que contenia la rB-toxina, utilizada
en la presente tesis, demostrandose que los anticuerpos especificos generados eran capaces de
bloquear la actividad hemolitica de la B-toxina nativa [28]. Por otro lado, se ha encontrado un
reporte de la obtencion de un anticuerpo de dominio simple anti-f-toxina, seleccionado utilizando
como antigeno la proteina nativa obtenida de un aislado de S. aureus de un caso confirmado de
mastitis bovina, capaz de inhibir la actividad hemolitica de este factor de virulencia. Los autores
sostienen que este anticuerpo neutralizante podria utilizarse como tratamiento para disminuir o
prevenir el dafio causado por la B-toxina durante la infeccion [139]. Finalmente, al evaluar los
datos obtenidos en el ensayo de inhibicién en el presente trabajo, en conjunto con los niveles de
anticuerpos, se observé que en la mayoria de los animales del grupo control, que presentaron una
alta inhibicién de la actividad hemolitica, se detectaron niveles aumentados de anticuerpos
especificos contra la toxina inhibida. Esto se encontraria asociado a la preexistencia de
anticuerpos especificos contra las toxinas, posiblemente debido a la exposicidn natural de los
animales a S. aureus. Estudios previos de otros autores, han demostrado la presencia, previa a la
inmunizacién, de anticuerpos contra diversos antigenos de S. aureus [110,140,141].

Respecto a la presencia de anticuerpos en leche, en el grupo Lip+ODN-CpG+Rec se
observéd una tendencia al aumento en los niveles de IgG especifica, principalmente anti-rFnBPA
y anti-rCIfA, al dia 0. Sin embargo, a diferencia del protocolo aplicado en terneras, estos niveles
decaen ripidamente alcanzando valores cercanos al grupo control a partir del dia 15 post-parto.
Estos resultados difieren de los encontrados previamente por nuestro grupo. En un ensayo previo,
se demostré que, al administrar al pre-parto una formulacién que contenia los antigenos
recombinantes rFnBPA, rCIfA y rB-toxina, junto a un lisado de S. aureus Reynolds y el adyuvante
ISCOM-Matrix, se conseguia inducir un aumento en los niveles de IgG especifica en leche contra
los tres antigenos recombinantes por igual. Si bien los resultados demostraron una gran dispersién
en la respuesta entre animales, el grupo que recibi6 esta formulacién mantuvo niveles elevados
de anticuerpos especificos, al menos, hasta el dia 21 post-parto [28]. Resultados semejantes fueron
encontrados al evaluar una formulaciéon que contenia sélo antigenos recombinantes como
inmundgeno formulados con el adyuvante ISCOM-Matrix [110]. Por otro lado, otros autores, han
reportado diferencias en los niveles de IgG en leche contra distintos componentes del
inmundgeno. Por ejemplo, en un estudio donde se caracteriz6 la respuesta inmune humoral
inducida por la vacuna comercial Lysigin®, los autores observaron un aumento en los niveles de
IgG especifica en leche, luego de la segunda dosis, s6lo para dos de las 3 cepas incorporadas en
la vacuna, a pesar de haberse detectado en suero anticuerpos elevados contra todas ellas [94].
Asimismo, un ensayo realizado en vacas en lactancia que fueron inmunizadas con dos dosis

subcutdneas de una vacuna formulada con dos antigenos recombinantes de S. aureus y un
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adyuvante de tipo aceite en agua combinado con un hidrogel de alginato, resulté en titulos de
anticuerpos mayores para uno de los dos antigenos. En este estudio, los autores determinaron los
titulos de los subtipos IgG en leche para ambos antigenos, obteniéndose para uno de ellos un titulo
medio de IgG1 cercano a 7,5 y para otro de 500 [141]. En la presente tesis, la medicién de los
niveles de IgG en leche se realiz6 a una dilucién fija de 1/100, existiendo asi posibilidad de no
haber detectado anticuerpos especificos en muestras que podrian tener titulos inferiores.

Los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que la respuesta inducida por una
vacuna que contenga antigenos recombinantes S. aureus formulados con el adyuvante Lip+ODN-
CpG, seria dependiente del plan de inmunizacién utilizado. Asi, se observé que la implementacion
de un plan de inmunizacién desde edades tempranas podria presentar una mejora en los niveles
alcanzados de IgG2 especifica en suero, asi como en los niveles de anticuerpos en leche, respecto
a la tradicional inmunizacién al pre-parto. Hasta dénde llega nuestro conocimiento, este seria el
primer reporte de un estudio que compara la respuesta inmune humoral inducida por una misma
formulacién, administrada desde edades tempranas o al pre-parto. Sin embargo, se ha demostrado
previamente que la eficacia de una vacuna puede depender de esto, como es el caso de la vacuna
comercial Lysigin®, para la cual los fabricantes proponen un esquema de 2 dosis, distanciadas 15
dias, a los 6 meses de edad, seguido de refuerzos sucesivos cada 6 meses hasta el parto. En un
estudio en el que se siguid este esquema, la vacunacién condujo a una reduccién del 45% en el
nidmero de nuevos casos de infecciones intramamarias causadas por S. aureus, durante la prefez
y el parto, y en una reduccion del 30% en la aparicidon de nuevos casos crénicos respecto al grupo
control [92]. Sin embargo, la administracion de la misma vacuna en vaquillonas primiparas, si
bien redujo la severidad y duracién de las mastitis clinicas respecto a los controles, no fue capaz
de prevenir el desarrollo de nuevas infecciones intramamarias [93]. Algunos autores sugieren que
esta diferencia en la respuesta obtenida en distintas etapas de la vida del animal, puede ser
explicada por la presencia de una inmunidad preexistente contra S. aureus al primer parto, debido
a la exposicion natural a este patdgeno durante la cria del animal [109]. En concordancia, distintos
trabajos han informado niveles detectables de anticuerpos especificos contra diferentes antigenos
de S. aureus en terneros, por exposicién natural, desde los 3-6 meses de edad [109,140]
Considerando que la respuesta inmune generada en este contexto parece no ser protectora, ya que
la infeccion por S. aureus no protege contra infecciones posteriores, los autores sostienen que la
inmunizaciéon de animales ya expuestos al patégeno podria conducir a un incremento de la
respuesta inmune preexistente, con el mismo perfil efector generado ante la primera exposicion,
en lugar de inducir una respuesta inmune protectora [109]. Si bien se requiere de la realizacién de
estudios posteriores de eficacia, los resultados obtenidos en la presente tesis, en conjunto con
estos antecedentes, permiten sugerir a la vacunacién desde edad temprana, seguida de un refuerzo
antes de cada parto, como un complemento ttil para controlar el surgimiento de nuevos casos de

mastitis estafilocécica en el tambo.
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CONCLUSIONES

En este primer capitulo se estudié la respuesta inmune inducida en bovinos por una
vacuna prototipica a subunidades contra S. aureus, formulada con un adyuvante liposomal
complementado con un ODN-CpG, como inmunoestimulante.

Respecto a la inoculacién de terneras con las proteinas recombinantes de S. aureus,
rFnBPA y rCIfA, se logr6 inducir una respuesta inmune humoral especifica, sin producir efectos
adversos en los animales. Si bien las formulaciones Lip+rFnBPA/rCIfA y ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA no fueron capaces de inducir una respuesta humoral con altos niveles de
anticuerpos, la utilizacién conjunta de liposomas y ODN-CpG, en la formulacién Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA, generd, a lo largo del protocolo, niveles de IgG tan altos como los
alcanzados por un adyuvante comercial, AI(OH)s+rFnBPA/rCIfA. Asimismo, esta formulacién
liposomal demostré generar memoria inmunoldgica en los animales inmunizados, permitiendo la
aplicacién de un tnico refuerzo previo al parto, capaz de mantener altos niveles de anticuerpos a
lo largo del periodo de mayor susceptibilidad a las infecciones intramamarias. Segun el andlisis
de los subtipos de Ig@G, si bien todas las formulaciones experimentales fueron capaces de estimular
la produccién de IgG1 especifica para los antigenos evaluados, sélo la formulacién Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA fue capaz de inducir, en una instancia post-refuerzo la produccién de IgG2
en un 50% de los animales evaluados. Luego del refuerzo pre-parto, la formulacién Lip+ODN-
CpG+rFnBPA/rCIfA generd un rdpido aumento de los niveles de IgG especificas en suero para
ambas proteinas, alcanzando altos niveles de anticuerpos que se mantuvieron, incluso, hasta
pasadas 3 semanas del parto. En esta etapa, al igual que para el refuerzo anual, se observé una
estimulacidon de la produccién de IgG1 en todos los grupos experimentales, mientras que s6lo en
2 de los 4 animales del grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA se observé un aumento en la
produccién de IgG2 especifica para ambas proteinas. Respecto a la respuesta humoral en leche,
se encontr6 que todos los grupos experimentales presentaron IgG especifica para ambas proteinas.
Sin embargo, la formulacién Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA demostré una tendencia a generar
los mayores niveles tanto de IgG como de IgG1 especifica en estas muestras. La presencia del
subtipo IgG2 no fue detectada en las muestras de suero de leche de ningtin grupo experimental.
Por ultimo, al estudiarse la funcionalidad de los anticuerpos generados luego del refuerzo pre-
parto, se observé que la respuesta humoral inducida en los animales inoculados con las
formulaciones Lip+rFnBPA/rCIfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rCIfA podria disminuir la unién
de S. aureus a Fb. En esta primera etapa, se pudo concluir que la inmunizacién con proteinas
recombinantes formuladas con un adyuvante basado en liposomas catiénicos y un ODN-CpG, es
un método viable para la induccién de una fuerte respuesta inmune humoral, con produccién de

IgG2 especifica y generacion de una respuesta inmune de memoria. Esto permiti6 seleccionar este
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adyuvante para su evaluacion en vaquillonas y vacas prefiadas, en un plan de inmunizacién
aplicado en la etapa tardia de gestacion.

En cuanto al plan de inmunizacién realizado al pre-parto, se concluye que la
administracion de la formulacién Lip+ODN-CpG+Rec induce una respuesta inmune humoral
especifica hacia los 4 antigenos evaluados, rtFnBPA, rCIfA, ro-toxina y rf-toxina. Si bien una
unica dosis fue capaz de inducir la produccion de IgG especifica, la administracion de la segunda
dosis resulté en un aumento de los niveles de estos anticuerpos en suero, permaneciendo elevados
hasta 30 dias post-parto. Al observar los subtipos de IgG inducidos en sangre, se observd un
aumento en los niveles de ambos, IgG1 e IgG2, en el grupo tratado, sin embargo, para los 4
antigenos se observé una predominancia del subtipo IgGl. Respecto a los niveles de IgG
especificos encontrados en leche, si bien en los animales del grupo Lip+ODN-CpG+Rec se
detecté una tendencia hacia mayores niveles al momento del parto, estos no permanecieron
estables en el tiempo, alcanzando valores cercanos al grupo control desde el dia 15 post-parto.
Los niveles de anticuerpos en leche resultaron demasiado bajos, por lo que no se realizé el estudio
de los subtipos de IgG en estas muestras. Finalmente, se evalud la funcionalidad de los anticuerpos
obtenidos, demostrdndose que la respuesta humoral lograda por la formulacién Lip+ODN-
CpG+Rec, seria capaz de inhibir la actividad hemolitica de la a-toxina nativa de S. aureus. Una
tendencia semejante fue observada en este grupo al evaluarse la inhibicién de la actividad de B-
toxina. Se debe resaltar que éste representa el primer reporte de la utilizacién de esta ro-toxina
como antigeno en una vacuna a subunidades, pudiéndose demostrar su potencial como
inmundégeno para ser incluido en una formulacién final.

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente capitulo permiten concluir, por un
lado, que es posible inducir una respuesta inmune humoral especifica en bovinos, a partir de la
administracién de una vacuna a subunidades basada en antigenos recombinantes y, como
adyuvante, liposomas catiénicos suplementados con un oligonucleétido natural con motivos CpG
no metilados. Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten sugerir la
implementacién de planes de vacunacién que comiencen a temprana edad, seguida de multiples
inmunizaciones antes del parto, como una herramienta que podria resultar exitosa en la bisqueda
de una nueva vacuna, capaz de reducir la incidencia de las infecciones intramamarias causadas

por S. aureus.
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Estudio de la capacidad de nuevas formulaciones liposomales cargadas con distintos

inmunoestimulantes para actuar como vehiculo y adyuvante.
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INTRODUCCION

El rol de los inmunoestimulantes en el surgimiento de la nueva generacion de adyuvantes.

Ya casi un siglo ha pasado de la implementacién del primer adyuvante en una vacuna
para uso humano, y a pesar de que muchos adyuvantes han sido probados para este uso, solo unos
pocos tienen licencia hoy. Gran parte del trabajo inicial en el descubrimiento y desarrollo de
adyuvantes fue empirico, produciendo productos seguros y efectivos, pero sin una comprension
clara de como funcionaban. Sin embargo, en las dltimas décadas, el aumento de informacién
disponible sobre el funcionamiento del sistema inmune innato y su importancia para iniciar y
configurar la respuesta inmune adaptativa han conducido a una nueva generacion de adyuvantes

con un disefio y desarrollo racional basado en estos conceptos [142].

ACTIVACION DEL SISTEMA INMUNE INNATO ACTIVACION DEL SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO
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Fig. 19: Activacion del sistema inmune por vacunas a subunidades formuladas con un sistema de
delivery e inmunoestimulantes. El sistema de delivery sitia al antigeno y al inmunoestimulante frente
a una APC. 'El inmunoestimulante activa directamente a la APC a través de su reconocimiento por un
RRP. Esta activaciéon conduce en la APC a un aumento en la expresiéon de moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) y secrecién de moléculas protectoras innatas y citoquinas
proinflamatorias que reclutan otras células inmunes. 2Los antigenos del patégeno proporcionan los
epitopes especificos que son procesados y presentados por la APC a los linfocitos T CD4+ virgenes,
3a través del CMH de clase 1I. “Los linfocitos T CD4+ que reconocen el epitope, experimentan
expansion clonal y diferenciacién a distintos perfiles de Th y Sproporcionan ayuda a los linfocitos B
especificos, ®que también pueden unirse directamente al antigeno por sus inmunoglobulinas de
superficie, dando lugar al cambio de isotipo y a su conversién a células plasmdticas secretoras de
anticuerpos antigeno especificos. Al mismo tiempo, también se generan linfocitos B de memoria que,
tras una exposicién secundaria al antigeno, proliferan facilmente y se diferencian en células
plasmaticas. "Las APC activadas también pueden interactuar directamente con los linfocitos T CD8+
que reconocen los epitopes presentados por el CMH de clase I, ®mientras los linfocitos Th le brindan
sefiales coestimulatorias que permiten su diferenciacion a linfocitos T citotéxicos efectores (CTL).
Imagen adaptada de [144].

Los inmunoestimulantes son sustancias que inducen la activaciéon o incrementan la

actividad del sistema inmune, principalmente a través de su unién a RRPs presentes en células de
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la respuesta inmune innata. Se considera que la potencia de las vacunas basadas en organismos
completos se debe, al menos en parte, a la estimulacién de los TLR. Por ejemplo, se ha demostrado
que la vacuna contra la fiebre amarilla, que se basa en un virus vivo atenuado, interactda con al
menos cuatro TLR. Resultados semejantes se encontraron para vacunas como la BCG y la
Influvac (influenza). Por esta razén, los agonistas de TLR y otros RRPs son considerados
inmunoestimulantes atractivos para su inclusion en adyuvantes que puedan incorporarse, por
ejemplo, en vacunas formuladas con antigenos purificados incapaces de inducir una respuesta
inmune efectiva por si solos [142—-144].

La mayoria de los adyuvantes de nueva generacion incluidos en vacunas ya autorizadas
o en desarrollo clinico se componen tanto de un sistema de delivery como de un
inmunoestimulante (Fig. 19). La implementacion de estos sistemas tiene varios beneficios claros:
1) estabilizar la formulacién de la vacuna, ya que los inmunoestimulantes son, a menudo,
inestables en solucién acuosa; 2) brindar la localizacién conjunta del antigeno y el
inmunoestimulante, asegurando la activacién de la misma célula que ha encontrado el antigeno;
3) facilitar el contacto del inmunoestimulante con las células que presentan el RRP; 4) suministrar
el inmunoestimulante en el compartimento de la célula donde se encuentra su RRP [143].

La combinacién de inmunoestimulantes y sistemas de delivery puede mejorar la eficacia
de las vacunas de diferentes maneras; como por ej., aumentando la respuesta inmune a los
antigenos poco inmunogénicos o ineficaces en individuos inmunocomprometidos, induciendo una
proteccién mds prolongada, generando un tipo especifico de respuesta inmune (en mucosas o
mediada por células), direccionando la respuesta inmune hacia un perfil de linfocitos T especifico
(Th1, Th2 o Th17), mejorando la afinidad y avidez de los anticuerpos, reduciendo la dosis de
antigeno o el nimero de dosis necesarias para lograr una proteccién total [144]. Por lo tanto, es
importante seleccionar tanto el sistema de delivery como los inmunoestimulantes apropiados,
capaces de brindar las sefiales necesarias para activar la respuesta inmune adecuada para el control

de las infecciones causadas por el patégeno blanco, una vez que la vacuna es administrada.

ODN-CpG, un inmunoestimulantes capaz de inducir una respuesta Thl

El ADN bacteriano es un tipo de PAMP capaz de activar el sistema inmune innato. Su
capacidad inmunoestimulante depende de la existencia de motivos CpG (Citosina — fosfato —
Guanina) no metilados en su secuencia, presentes en alta frecuencia en el ADN procariota. Si bien
en el ADN de mamiferos también se hallan dinucleétidos CpG, su frecuencia es menor y
mayoritariamente se encuentran metilados. Esta diferencia permite que, durante un proceso
infeccioso, las células que expresen el receptor TLR-9 y sean expuestas a la liberaciéon de ADN
bacteriano, reconozcan los motivos CpG no metilados y disparen una respuesta inmune

protectora, que incremente la capacidad del huésped de eliminar el patégeno [44,145,146].
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Las caracteristicas propias del ADN bacteriano lo vuelven capaz de activar directamente
tanto a células dendriticas, como a linfocitos B, contribuyendo a la induccién de la respuesta
inmune tanto innata como adaptativa. A partir de la endocitosis de estos PAMP y su posterior
uniéon al TLRY se produce una cascada inmunoestimulatoria que incluye la maduracion,
diferenciacion y proliferacion de linfocitos B y T, células Natural Killer, monocitos, macréfagos
y células dendriticas. En conjunto, estas células secretan citoquinas y quemoquinas tanto
proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-18 y TNF-0) como estimuladoras del perfil Th1 (IFN-y e IL-12)
[147]. La capacidad inmunoestimulante del ADN bacteriano puede ser imitada mediante la
utilizacion de oligodesoxinucle6tidos sintéticos que presenten motivos CpG no metilados (ODNs-

CpG) (Fig. 20).
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Fig. 20: Mecanismo por el que los ODN-CpG estimulan la respuesta inmune innata y adaptativa. Los
ODN-CpG activan directamente a las células dendriticas y linfocitos B, mediante su unién al TLR9
presente en el endosoma de estas células. La respuesta inmune resultante se caracteriza por la
produccién de citoquinas proinflamatorias y citoquinas asociadas al perfil Thl, asi como de
inmunoglobulinas polirreactivas. Al mejorar la funcién de las APC, los ODN-CpG facilitan la
generacion de respuestas inmunes adaptativas humorales y celulares contra antigenos vacunales
coadministrados.

LB: linfocito B; CD: célula dendritica; LTc: linfocito Tc.

Imagen adaptada de [145].

Se ha demostrado que la adicion de ODN-CpG a un antigeno proteico, mejora la
produccién de anticuerpos hacia este tltimo. Sin embargo, es necesario prolongar la
biodisponibilidad y duracién de la acciéon del ODN, ya que, incluso utilizando oligonucleétidos
resistentes a nucleasas, su vida media in vivo no supera los sesenta minutos, debido a su rdpida

eliminacién por adsorcién a proteinas séricas. Un método potencial para protegerlos, aumentar su
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vida media e incrementar su captacién por las células del sistema inmune, involucra encapsularlos
en liposomas [68,148]. A su vez, el antigeno y el ODN-CpG deben estar colocalizados en la
misma APC para generar una respuesta inmune antigeno especifica mds potente, por lo que la
utilizacién de un adyuvante que los co-transporte es una estrategia que puede incrementar la
posibilidad de que la respuesta sea potenciada [149,150]. Trabajos previos demostraron que la
combinacion de liposomas con CpG permite obtener respuestas mds potentes que con ambos
adyuvantes por separado y con una marcada tendencia a un perfil Thl [68].

Los ODN-CpG comerciales y mds utilizados en la formulaciéon de vacunas son
sintetizados con enlaces fosforotioato resistentes a la accién de nucleasas, de manera de prologar
su vida media in vivo. Sin embargo, existen reportes que asocian el uso de estos enlaces
modificados con efectos secundarios adversos a largo plazo en ratones y primates como, por
ejemplo, induccién de artritis, destruccién de foliculos linfoides, produccidon de IgM especifica
anti-ODN-CpG, falla renal, entre otras [120,151]. Asimismo, Haas y col. han reportado que
existen diferencias en la interacciéon con TLRY, asociadas a las caracteristicas del esqueleto del
oligonucledtido. En este trabajo, los autores demostraron que en oligonucleétidos con enlaces
fosfodiéster el efecto agonista de TLRO se debe no sdlo a la presencia de motivos CpG sino al
esqueleto mismo, ya que, al utilizar el esqueleto del oligonucleétido libre de bases, éste es capaz
de generar un estimulo basal. Este estimulo basal se vio incrementado al incluir las bases al
esqueleto, ain en ausencia de motivos CpG, mientras que la adicién de estos dltimos resulté en
el mayor estimulo de TLRO. Por su parte, al evaluar la secuencia con enlaces fosforotioato
encontraron que el esqueleto genera un efecto antagonista tanto de TLR9 como de TLR7, efecto
que se mantiene al agregar las bases y que requiere, inexorablemente, de la adicién de motivos
CpG para revertirlo y generar un efecto antagénico de TLR9 [152]. Considerando los posibles
efectos adversos de los ODN-CpG con enlace fosforotioato, asi como su incapacidad de imitar
fielmente el mecanismo de accién de las secuencias CpG naturales, y el alto costo de los ODN-
CpG modificados, para el desarrollo de la presente tesis se optd por el uso de una secuencia con
enlace fosfodiéster.

El oligonucleétido utilizado en este trabajo fue sintetizado con la secuencia del ODN-
CpG 1826, en este caso, sintetizado con enlaces naturales de tipo fosfodiéster. El uso de esta
secuencia en ratones estd ampliamente reportado en la bibliografia, conociéndose asi su capacidad
tanto de incrementar la respuesta inmune humoral hacia un antigeno vacunal como de inducir una
respuesta celular, caracterizada principalmente por un perfil de tipo Th1 con produccién de IFN-

v, lo que podria, a su vez, incrementar la respuesta mediada por linfocitos T CD8+ [145].

El receptor de manosa como target de un inmunoestimulante

El receptor de manosa (MR) (CD206) se expresa en distintas APC, incluyendo células

dendriticas y macréfagos. EI MR contiene multiples dominios de unién a carbohidratos e
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internaliza una variedad de glicoproteinas. El receptor se une a una gama de oligosacaridos con
diferentes afinidades: D-manosa = L-fucosa >> D-N-acetilglucosamina > D-glucosa >> D-xilosa
>>> galactosa. El trafico intracelular del MR permite una captacion de antigenos altamente
eficiente. Después de la unién del ligando, el complejo se internaliza rapidamente en endosomas
tempranos, donde los ligandos se disocian y el receptor se recicla rapidamente a la superficie
celular. A su vez, el MR juega un rol importante en la fagocitosis de microorganismos no
opsonizados que exponen glicoproteinas manosiladas [153].

Oligosacéridos como los mananos, los cuales estdn conformados por ramificaciones de
manosa, pueden ser utilizados como inmunoestimulante debido a su capacidad para unirse a las
lectinas de tipo C, como el MR y el DC-SIGN (CD209), presentes en las APC [154]. La utilizacién
de mananos como inmunoestimulantes estd ampliamente estudiada. Si bien su efectividad es
principalmente atribuible a su capacidad para unirse a sus receptores, presentes en las APC, y
mejorar el reconocimiento antigénico, también se ha informado que los mananos extraidos de
levaduras serian capaces de inducir una fuerte respuesta citotdxica hacia antigenos proteicos, y
de estimular tanto la respuesta celular como humoral especifica. En ensayos in vivo se observé
que tras la inmunizacion de ratones con antigenos manosilados fue posible inducir una respuesta
de tipo Th1 con activacién de la respuesta citotéxica [155,156]. Por lo tanto, la utilizacion de
mananos como inmunoestimulante puede ser una estrategia atractiva considerando la necesidad
de estimular una respuesta celular para el control efectivo de las infecciones causadas por S.
aureus.

Alternativamente a la conjugacién directa del antigeno a un manano, es posible optar por
la inclusién de este inmunoestimulante en liposomas, el cual permitiria su co-transporte junto a
cualquier antigeno de nuestra eleccién. Dado que el manano es un polisacdrido extremadamente
hidrofilico, es incapaz de recubrir la superficie liposomal por simple incubacién. Por lo tanto, es
necesaria la hidrofobizacién de este oligosacdrido, mediante su conjugacién con un 4cido graso,
dando lugar por ej. al O-palmitoilmanano (OPM). Esta modificacién permite que, ante la
incubaciéon del OPM con liposomas pre-armados, se dé lugar a la interaccidn entre las colas
lipidicas y la bicapa externa del liposoma, anclando el oligosacérido a la vesicula y dejdndolo
expuesto al exterior [157]. Mediante su incorporacidn en la superficie liposomal se busca que los
liposomas sean captados por el MR. Este reconocimiento no sélo daria lugar a la maduracién
fenotipica y funcional de las células dendriticas, sino que también mejoraria la captacion del

antigeno presente en la formulacién y por consiguiente su presentacion [158,159].

Surfactantes aminoacidicos de tipo gemini, ;una nueva generacion de inmunoestimulantes?

Los surfactantes aminoacidicos (SAA) son lipopéptidos con caracteristicas
biocompatibles y biodegradables. Dentro de esta clasificacidn, se encuentran los SAA de tipo

gemini. Estos estan formados por dos unidades de lipopéptidos, cada una de ellas con una cabeza
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de aminodcidos y una cadena hidréfoba. Estas subunidades son capaces de unirse, bajo ciertas
condiciones, por una cadena espaciadora cercana a la regién aminoacidica, dando lugar a un diacil
lipopéptido, denominado gemini. Los gemini muestran un mejor rendimiento en comparacion con
sus contrapartes monoméricas y han atraido gran interés como agentes para el delivery controlado
de drogas debido a su capacidad de interactuar con acidos biliares, membranas fosfolipidicas,
oligosacaridos y con la albimina sérica [160].

Estructuralmente los SAA de tipo gemini presentan ciertas semejanzas con los
lipopéptidos bacterianos. Estos ultimos, son PAMPs presentes en la pared celular bacteriana y
generalmente consisten en estructuras cortas de aminoacidos unidos a 4cidos grasos a través de
enlaces éster o amida. Las lipoproteinas de bacterias gram positivas contienen dos cadenas de
dcidos grasos mientras que las provenientes de bacterias gram negativas contienen tres. Las
cadenas de acilo son heterogéneas en términos de su longitud y grado de saturacidn, sin embargo,
se encuentran con mayor frecuencia formados por dcido palmitico (que contiene 16 carbonos).
En funcién del nimero de cadenas de acilo, estos lipopéptidos son reconocidos por distintos
heterodimeros de TLR2. Asi, los heterodimeros TLR1/2 permiten identificar lipoproteinas o
lipopéptidos triacilicos, mientras que la heterodimerizacion con TLR6 estd involucrada en la
deteccion de diacil lipopéptidos. Ademds, la sefnalizacion a través de TLR2 solo también se ha
informado para algunos lipopéptidos [161].

Si bien los SAA de tipo gemini han sido ampliamente probados como vehiculo para
mejorar la absorcién de drogas o como agentes de transfeccién por su capacidad de englobar
moléculas de ADN, poco se ha estudiado de ellos como posibles inmunoestimulantes [160].
Existen algunos reportes bibliogrificos que sefialan que la incorporacién de gemini a liposomas
puede mejorar la fusién con la membrana celular, 1a captacion celular, la selectividad, la eficiencia
de transfeccién, asi como disminuir la toxicidad de la formulacién [162].

En la presente tesis se evalu6 como inmunoestimulante el SAA de tipo gemini,
denominado AG2-C16. Este fue disefiado y sintetizado por el Laboratorio de Quimica Aplicada
(LaQuimAp, FBCB-UNL) y se caracteriza por ser un lipopéptido monomérico de bajo peso
molecular. La regién polar es un pentapéptido denominado AG2 de secuencia WWCOO (donde:
W- triptéfano, C- cisteina; O- ornitina), mientras que el N-terminal se encuentra hidrofobizado
con una cadena de 16 carbonos (dcido palmitico) [163]. La cisteina presente en el pentapéptido
permite que a pH fisioldgico dos monémeros dimericen por la oxidacién de los grupos sulfhidrilos
presentes en este residuo, dando lugar a la formacién de un enlace disulfuro y por consiguiente a
una estructura de tipo gemini [160]. Por otro lado, las ornitinas incorporadas en la secuencia le
brindan al monémero dos cargas positivas, siendo este entonces un lipopéptido catidnico. Esta
caracteristica resulta de especial interés en el disefio de adyuvantes liposomales, ya que se ha
descripto que una carga positiva en su superficie beneficiaria el contacto con las APCs y por

consiguiente mejoraria su capacidad adyuvante [64]. Cabe resaltar que el lipopéptido utilizado
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estd compuesto por aminodcidos y 4cidos grasos naturales por lo que es 100% biocompatible y

biodegradable.

La via de administracion, otro factor responsable de la respuesta inmune inducida por una

vacuna.

La ruta de administracién escogida puede influir en la respuesta inmune obtenida
mediante un plan de inmunizacion, principalmente debido a los diferentes grados de perfusion
tisular, de sangre y linfa, presente en los distintos tejidos. Las caracteristicas del tejido pueden
determinar si los componentes de una vacuna se eliminan por mecanismos de defensa innatos o
si son llevados hasta 6rganos linfaticos secundarios para dar lugar a una respuesta inmune
adaptativa [164]. Por ej., al compararse las rutas intradérmica e intramuscular para la misma
vacuna contra la influenza estacional en una cohorte de personas mayores de 60 afios, se demostrd
que la primera via resultaba mds inmunogénica que la segunda [165]. Estos antecedentes
demuestran que una via de administracion inapropiada puede hacer a una vacuna potencialmente
ineficaz [164].

Los conocimientos actuales sobre la estructura de la piel alientan a utilizar rutas como las
intradérmica y transcutdnea para la administraciéon de vacunas. Los queratinocitos y células de
Langerhans en la epidermis, asi como los fibroblastos, células dendriticas y mastocitos en la
dermis, contribuyen todos a la inmunocompetencia de la piel. Ante sefiales de peligro, los
queratinocitos producen una amplia variedad de citoquinas, quemoquinas y péptidos
antimicrobianos, que pueden activar a células dendriticas dérmicas y células de Langerhans
[164,166]. Se ha documentado que la administracién de antigenos vacunales a través de la piel,
es capaz de generar una respuesta sistémica y en mucosas robusta con produccion de IgG e IgA
especificas. A su vez, ciertos autores han reportado que la inmunizacién transcutdnea es capaz de
inducir la activacién de linfocitos T CD4+ y CD8+ especificos [166]. Por estos motivos, las vias
intradérmica y transdérmica pueden presentar una ventaja a la hora de disefiar una vacuna para el
control de las infecciones causadas por S. aureus.

Por otro lado, el disefio de una vacuna libre de aguja podria potencialmente reducir el
riesgo de enfermedades transmitidas por agujas, mejorar el acceso a la vacunaciéon mediante la
simplificacién de los procedimientos ya que no se requeriria de personal capacitado, y ayudar en
la implementacion de regimenes de multiples vacunas gracias a la reduccidn del dolor, la evitacion
de casos de fobia a las agujas y por consiguiente el aumento en el camplimiento de los pacientes,

lo que podria resolver un objetivo importante en la atencién sanitaria mundial [166,167].

Sosteniendo como hipotesis que el agregado de distintos inmunoestimulantes, asi como la
eleccion de una via de aplicacion adecuada, podrian inducir una respuesta inmune balanceada

entre los perfiles Thl, Th2 y Thil7, necesaria para el control efectivo de las infecciones
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causadas por S. aureus, en el presente capitulo, se propuso estudiar diversos adyuvantes
liposomales formulados individualmente con ODN-CpG, OPM o AG2-C16, asi como con
distintas combinaciones de ellos. Como antigeno modelo en estas formulaciones se utilizo una
proteina de superficie de S. aureus recombinante, rCIfA.

Dentro de los estudios llevados a cabo, se realizo la caracterizacion estructural de las distintas
Sformulaciones, asi como el estudio de la capacidad de las distintas formulaciones para inducir
una respuesta inmune eficiente en un modelo experimental murino. Asi también, se evalud la
capacidad de las distintas formulaciones liposomales como vehiculo y adyuvante en la

administracion transdérmica e intradérmica de vacunas.

Pégina | 84



Capitulo 2 Objetivos

OBJETIVOS

Objetivos especificos tratados en el presente capitulo:
3. Obtener diversas formulaciones liposomales complementadas con: ODN-CpG, O-palmitoil
manano y/o SAA de tipo Gemini.
3.1. Disefiar las distintas formulaciones liposomales con el agregado de los distintos
inmunoestimulantes y CIfA recombinante (rCIfA) de S. aureus como antigeno modelo.
3.2. Caracterizar las formulaciones obtenidas.
4. Evaluar, en un modelo murino, la utilizacién de las formulaciones obtenidas como adyuvante
en vacunas a subunidades contra un antigeno de S. aureus.
4.1. Obtener las distintas formulaciones a evaluar, incluyendo al antigeno recombinante
rCIfA de S. aureus como antigeno modelo.
4.2. Realizar un plan de inmunizacién en ratones.
4.3. Caracterizar la respuesta inmune humoral y celular inducida por las distintas
formulaciones.
5. Evaluar la capacidad de las diferentes formulaciones como vehiculo de vacunas a subunidades
administradas de forma tépica.
5.1. Evaluar la capacidad de las formulaciones para transportar un colorante a través de
Epidermis Murinas Reconstituidas (EMR).
5.2. Evaluar la capacidad de las formulaciones de estimular queratinocitos y fibroblastos

murinos in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

3. Obtener diversas formulaciones liposomales complementadas con: ODN-CpG, O-

palmitoil manano y/o SAA de tipo Gemini.

3.1. Disefio de las distintas formulaciones liposomales con el agregado de los distintos
inmunoestimulantes y rCIfA recombinante de S. aureus como antigeno modelo.

3.1.1.0btencion de liposomas: Se obtuvieron liposomas (Lip) utilizando DPPC,

colesterol y estearilamina por el método de inyeccidn etandlica. Los tres
componentes, en proporcién 7:2:2 mol/mol, se disolvieron en una mezcla de
etanol/isopropanol (1:1 v/v), esta mezcla se denomind fase organica. Por otro lado,
se obtuvo una fase acuosa formada por buffer acetato de sodio 50 mM (BAc), pH
4,3. La fase orgdnica fue incorporada por inyeccién a la fase acuosa en proporcién
1:9 v/v, resultando una suspension liposomal de concentracién lipidica 8§ mM
[67,111,112].

3.1.2.0btencion del OPM: El OPM fue obtenido a partir de la conjugacién de mananos

de Saccharomyces cerevisiae y cloruro de palmitoilo. Para esto, 100 mg de mananos
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fueron disueltos en 1 mL de dimetil
formamida (DMF; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Por otro lado, 10,2 ul de
cloruro de palmitoilo al 98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) se diluyeron en
1 mL de DMF. Inmediatamente se adicion6 la solucién de cloruro de palmitoilo a
la solucién de mananos. Se colocé el reactor en agitacion y se llevé la mezcla a
60°C. Al alcanzar la temperatura se adicionaron 100 pl de piridina anhidra al 10%
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El reactor se dejé ON a 60°C y en agitacién
continua. La mezcla resultante se coloc6 en 100 mL de etanol absoluto, se agité
vigorosamente y se dejoé precipitar ON a -20°C. El precipitado se recolectd por
centrifugacién y se lavé dos veces de esta misma manera, la primera con etanol
absoluto y la segunda dietiléter. Luego del dltimo lavado, el precipitado se dejo
secar en estufa a 37°C para su posterior conservaciéon [157]. A los fines de
comprobar la conjugacién y obtencién del OPM se utiliz6 la técnica de
cromatografia en capa delgada (TLC) [168], la cual se aplicé al comienzo y el final
del proceso. La detecciéon de cambios en el perfil de corrida de la muestra a los
distintos tiempos, permitié determinar cualitativamente el avance efectivo de la
reaccién, confirmando la adicién de colas lipidicas a los mananos y por

consiguiente su hidrofobizacién, al menos de forma parcial.
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3.1.3.0btencion de SAA de tipo Gemini: El lipopéptido AG2-C16, empleado en los

ensayos, fue diseflado y sintetizado por el grupo de investigacién del Laboratorio
de Quimica Aplicada (LaQuimAp), de la FBCB, UNL. La sintesis fue realizada en
fase s6lida mediante la quimica del 9-fluorenil-metoxicarbonilo (Fmoc) [169].

3.1.4.Armado de liposomas con distintos inmunoestimulantes: Los liposomas

previamente obtenidos, fueron mezclados volumen a volumen con los distintos
inmunoestimulantes; ODN-CpG especifico para murinos de secuencia 5°-
tccatgacgttcetgacgtt-3° [120] sintetizado con enlaces fosfodiéster por Invitrogen
(Waltham, MA, USA), OPM y/o AG2-C16 diluidos en BAc, incluyéndose en esta
fraccion el antigeno rCIfA cuando debia ser incorporado a la formulacién. Las
concentraciones finales de cada componente en las distintas formulaciones
resultaron: Lip 4mM; ODN-CpG 7,5 nmol/ml; AG2-C16 400 uM; OPM 2 mg/ml;
rCIfA 200 pg/ ml. Las distintas formulaciones obtenidas se incubaron a 4°C por 1
semana, realizindose una observacion periddica de su estabilidad.
3.2. Caracterizacion de las formulaciones obtenidas.

3.2.1.Determinacion de tamarios predominantes y potencial { (PZ): Una dilucion de cada

una de las muestras fue analizada mediante DLS (Dynamic Light Scattering) con el
objetivo de determinar el tamafio predominante, asi como la dispersién de tamafio
de los liposomas en suspension [112] y el PZ. Estas determinaciones se realizaron
utilizando el quipo Zetasizer (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK).

3.2.2.Microscopia electronica de transmision (MET): Se colocaron 40 ul de formulacién

sobre papel parafilm. Sobre la gota formada se colocé una rejilla porta muestra de
cobre que se dej6 en contacto con la muestra durante 15 segundos. Posteriormente
se seco el exceso de muestra con papel absorbente y se colocd la rejilla en contacto
con el agente de contraste, dcido tingstico, durante 7 minutos. Finalmente, la rejilla
fue lavada con agua destilada, secada y colocada en el porta muestras del
microscopio JEM 1010 (JEOL USA Inc., MA, USA) para realizar la adquisicion de
imdgenes. A partir de las imdgenes obtenidas se realizaron mediciones del didmetro
de las membranas lipidicas. Este procedimiento fue realizado con cada una de las
formulaciones obtenidas.

3.2.3.Microscopia electronica de barrido (MEB): Una gota de cada formulacién evaluada

fue sometida a criofijacién por congelamiento mediante vapores de nitrégeno,
utilizando el sistema CryoMEB (Leica Microsystems, Wetzlar, DEU).
Posteriormente, se realizo la criofractura, sublimacion (eliminacion de cristales de
agua) y metalizacién con platino de la muestra para obtener una superficie

conductora. Completado el tratamiento de la muestra, esta se transfiri6 a la platina
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del microscopio Thermo Scientific VolumeScope (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA) para la adquisicion de imédgenes a -115 °C.
3.2.4.Evaluacion de la proteccion del ODN-CpG a la accion de ADNasas: Dado que el

ODN-CpG utilizado en los ensayos presenta sensibilidad a la accién de ADNasas,
se evalué la proteccién a la degradacion conferida por las formulaciones
liposomales. Este ensayo se realizo utilizando la RQ1 ADNasa (Promega, WI,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, 17 ul de ODN-CpG
7,5 nmol/ml libres o incorporados en liposomas, se incubaron con 2 ul del buffer
de reaccion 10X especifico de la enzima y 1 pl de RQ1 ADNasa, durante 1 hora a
37°C. Luego, 1ul de solucién stop de RQ1 ADNasa se agregé para terminar la
reaccion. Se tomaron 10 ul de cada el tubo que fueron incubados a 65°C durante 10
minutos para completar la inactivacién de la ADNasa (con choque térmico, cCT),
mientras que los otros 10 ul se mantuvieron a temperatura ambiente (sin choque
térmico, sCT) de manera de evaluar el efecto del choque térmico en la estabilidad
de la formulacidn. Las cuatro condiciones finales junto con tres controles sin
tratamiento con ADNasa se analizaron por electroforesis en gel de agarosa. Los
controles fueron: CpG-ODN 7,5 nmol/ml; Lip 4 mM y Lip 4 mM+ODN-CpG 7,5

nmol/ml.

4. Evaluar, en un modelo murino, la utilizaciéon de las formulaciones obtenidas como

adyuvante en vacunas a subunidades contra un antigeno de S. aureus.

4.1. Obtener las distintas formulaciones a evaluar, incluyendo al antigeno rCIfA de S. aureus
como antigeno modelo.

4.1.1.Composicion del inmundégeno experimental: Se obtuvo el antigeno recombinante,

rCIfA, a partir de clones previamente disponibles en el laboratorio [28,110]. El
inmunogeno experimental consistid en 200 pg/ml de este antigeno.

4.1.2.Formulacion de los inmundgenos experimentales: A los efectos de evaluar la

capacidad adyuvante y caracterizar la respuesta inmune inducida, se ensayaron los
distintos sistemas adyuvantes obtenidos en el punto 3. Asi, el inmundgeno
experimental fue formulado en liposomas conteniendo, alternativamente, ODN-
CpG, OPM, AG2-C16 o combinaciones de estos como inmunoestimulantes.

4.2. Realizar un plan de inmunizacién en ratones.

4.2.1.Animales experimentales, cronograma _de vacunacion y procedimiento de

muestreo: En un primer ensayo se utilizaron 40 ratones de la cepa BALB/c, de 5 a
7 semanas de edad al comienzo del protocolo de inmunizacién, que fueron

mantenidos en el bioterio del Laboratorio de Inmunologia Experimental de la
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FBCB-UNL, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con suministro de agua y
alimento ad libitum. Los animales en los grupos experimentales fueron inoculados
con las siguientes formulaciones: rCIfA, Lip+ODN-CpG+rCIfA, Lip+AG2-
C16+rCIfA, o Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA (n=5/grupo). Los grupos control
recibieron las distintas formulaciones libres de rCIfA. Los animales recibieron 2
dosis de las formulaciones, por via intradérmica, una cada 3 semanas, de 50 pul de
formulacion (10 pg rCIfA) y se sacrificaron a los 24 dias de la segunda dosis. Se
tomaron muestras de sangre por puncién de la vena submandibular y muestras de
lavados vaginales mediante lavados con PBS, de todos los animales antes de la
aplicacién de la primera dosis y a los 10 dias de cada una de ellas. Los animales
fueron sacrificados por sangrado bajo anestesia, como se describié previamente. A
su vez, se realizaron lavados con PBS de la mucosa vaginal. Los sueros obtenidos
de las muestras de sangre fueron conservados a -20°C hasta el momento de su
utilizacién. Las muestras de lavado vaginal se centrifugaron para la obtencién del
sobrenadante y se les afadieron inhibidores de proteasas previo a su conservacion
a -80°C hasta su utilizacion.

En un segundo ensayo en la cepa BALB/c se utilizaron 40 ratones, de 5 a 7 semanas
de edad al comienzo del protocolo de inmunizacién, que fueron mantenidos en la
Plataforma de investigacién experimental en biologia y salud (Prebios) de la
Universidad de Poitiers (Francia), con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con
suministro de agua y alimento ad libitum. Los animales fueron inmunizados con las
mismas formulaciones evaluadas en el primer ensayo. En este caso, se aplicaron 2
dosis por via intradérmica, una cada 3 semanas, de 50 pl de formulacién (10 pg
rCIfA) y se aplicé un refuerzo pre-sacrificio al cumplirse 10 dias de la segunda
dosis. Pasadas 72 hs de aplicado el refuerzo los animales fueron sacrificados por
sangrado bajo anestesia, utilizando Ketamina-Xilacina a una dosis de 100 mg/kg y
10 mg/kg, respectivamente. A su vez, durante el sacrificio se extrajeron los ganglios
axilares y submandibulares. El suero obtenido de las muestras de sangre fue
conservado a -20°C hasta el momento de su utilizacién, mientras que las células
obtenidas de los ganglios se utilizaron inmediatamente para el estudio de las
poblaciones celulares presentes en el sitio. Se tomaron muestras de sangre antes de
la primera dosis para comprobar que los animales no presentaban anticuerpos
especificos a-rCIfA previos al comienzo del protocolo. Este mismo protocolo se
repitié con 50 ratones de la cepa C57BL/6] afiadiéndose 2 grupos experimentales;

Lip+OPM+rCIfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA (n=5/grupo).

4.3. Caracterizar la respuesta inmune humoral y celular inducida por las distintas

formulaciones.
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4.3.1.Determinacion de anticuerpos especificos: La capacidad de las formulaciones de

inducir la produccién de anticuerpos especificos, fue evaluada por ELISA indirecto.
En funcién de las muestras disponibles en cada ensayo, se determinaron los niveles
de anticuerpos especificos IgG, IgG1 e IgG2a (o IgG2c en muestras obtenidas de
ratones de la cepa C57BL/6J) en suero, y de IgG e IgA, en las muestras de lavado
vaginal recolectadas. Placas de poliestireno de 96 pocillos (GBO, Frickenhausen,
DEU) fueron sensibilizadas con 0,5 pg/pocillo de rCIfA. Posterior al bloqueo con
leche de vaca descremada al 5% en PBS 1X, se colocaron las muestras de suero o
de lavado vaginal en sus diluciones correspondientes. La unién de los anticuerpos
especificos se evalué mediante incubacién con los anticuerpos anti-IgG (Jackson,
Baltimore, MD, USA), anti-IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA,
USA), anti-IgG2a (Abcam Inc. Cambridge, MA, USA), anti-IgG2c (Abcam Inc.
Cambridge, MA, USA) o anti-IgA (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, USA) murino
conjugados a peroxidasa. El revelado se realizé mediante la utilizacién de una
soluciéon de TMB (ready-to-use, Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) y la reaccidn de color se detuvo con HoSO42N. La densidad 6ptica se midi6
a 450 nm usando un lector de microplacas (Multiskan EX, Beckman Coulter,
Indianapolis, IN, USA). Los resultados obtenidos para cada uno de los tiempos
evaluados fueron comparados con los obtenidos para los sueros preinmunes y con
los del grupo control.

4.3.2.Andlisis de la respuesta celular local en ganglios drenantes: Se utilizaron las

células totales provenientes de ganglios drenantes de ratones sacrificados a las 72hs
del refuerzo pre-sacrificio. Las células inmunes fueron recuperadas y cultivadas en
una densidad de 2.10° células en 1 mL de RPMI 1640 conteniendo 10% de SFB, L-
glutamina, estreptomicina y penicilina, durante 4 hs a 37°C en atmoésfera con 5%
de CO,. Durante este tiempo las células fueron estimuladas con PMA/ionomicina
de calcio en presencia de brefeldina (GolgiPlug, BD, Franklin Lakes, NJ, USA).
Luego de la incubacién, se realizé la marcacién celular de membrana con los
anticuerpos anti-CD3e-FITC, anti-CD45-V500, anti-CD4-PE-Cy™7 y anti-CD8-
PercP-Cy5.5 y la marcacién intracelular con los anticuerpos anti-IL-4-APC, anti-
IL-17A-PE y anti-IFN-y-BV421 (BD, Franklin Lakes, NJ, USA), siguiendo las
instrucciones del kit comercial BD Cytofix/Cytoperm Plus (BD, Franklin Lakes,
NIJ, USA). Luego de la marcacion, las células fueron analizadas por citometria de
flujo. La viabilidad celular fue analizada utilizando la tincién con Zombie-Nir™

(BioLegend, San Diego, CA, USA).
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5. Evaluar la capacidad de las diferentes formulaciones como vehiculo de vacunas a

subunidades administradas de forma tépica.

5.1. Evaluar la capacidad de las formulaciones para transportar un colorante a través de
Epidermis Murinas Reconstituidas (EMR).

5.1.1.0btencion de epidermis murinas reconstituidas (EMR): Las EMRs fueron

obtenidas a partir de cultivos primarios de queratinocitos murinos de acuerdo a un
protocolo desarrollado por el Laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et
Cytokines (LITEC) de la Université de Poitiers. Brevemente, queratinocitos
epidérmicos murinos normales (NMEK por su sigla en inglés) fueron aislados de
un conjunto de pieles obtenidas de ratones neonatos de la cepa C57BL/6J y se
sembraron en una densidad de 2x10° células/cm? utilizando el medio CnTO7
(CELLnTEC, Berna, CHE) complementado con penicilina/estreptomicina 1X y
gentamicina 200 ng/ml. Las células se incubaron a 37°C en atmdsfera con 5% de
CO; hasta alcanzado el 80% de confluencia. Los NMEK fueron despegados de la
botella de cultivo utilizando la enzima Trypsin LE-express (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5
minutos. Posteriormente, se resuspendieron en una concentracién de 1,125x10°
células/mL en medio CnTO7 y se sembraron insertos de cultivo de policarbonato
(0,63 cm? de drea con un tamafio de poro de 0,4 um de didgmetro, Millipore,
Burlington, MA, USA) con 400 pL de la suspension celular. Los insertos se
depositaron en el fondo de placas de seis pocillos que contenian 3 mL de medio
CnTO07 con 1,5 mM de calcio. Después de 24 h de incubacién a 37°C en atmdsfera
con 5% de CO», los queratinocitos se expusieron a la interfaz aire/liquido agregando
una compresa estéril debajo de cada inserto y reemplazando el medio CnTO7 por 3
ml de medio de diferenciacién compuesto por medio EpiLife complementado con
HKGS (Cascade Biologics, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) vy
suplementado con 1,5 mM de calcio, 50 pg/ml de &cido L-ascérbico (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 3 ng/ml de KGF recombinante murino (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). Este medio se renovd cada 2 dias hasta el uso
de los EMR [170].

5.1.2.Evaluacion de la capacidad de transportar proteinas a través de EMR: Se

incorporé el colorante fluorescente Lucifer Yellow CH (LY) en una concentracion
1 mM a las diferentes formulaciones liposomales obtenidas. Un volumen de 200 pl
de cada una de las formulaciones fue depositado en la superficie de los EMRs
obtenidos previamente y se incubaron por 4hs a 37°C en atmésfera con 5% de CO».

Luego de la incubacién, el medio de cultivo depositado debajo de los distintos
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EMRs fue recolectado y se midi6 su fluorescencia a 540 nm (excitacién 428nm)
utilizando el equipo Thermo Scientific Varioskan™ Flash (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Se calcularon los porcentajes de permeabilidad en
funciéon de un control de permeabilidad total. Como indicador del 100% de
permeabilidad se realizé una dilucién de LY en el medio de cultivo correspondiente
al total disponible de este colorante en las formulaciones incubadas. Se realizaron
tres ensayos independientes y los resultados fueron expresados en funcién de la
permeabilidad basal presentada por los EMRs para su normalizaciéon. La

permeabilidad basal fue probada mediante la incubacion del LY en PBS.

5.2. Evaluar la capacidad de las formulaciones de estimular queratinocitos y fibroblastos

murinos in vitro.

5.2.1.Estimulacion de queratinocitos: NMEK aislados como se describié en el punto

5.1.1 se resuspendieron en una concentracion de 1x10° células/ml en medio CnT07
y se sembraron placas de 24 pocillos con 1 ml de la suspension celular. Las células
se incubaron a 37°C en atmdsfera con 5% de CO, hasta alcanzado el 70-80% de
confluencia. Luego de alcanzada la confluencia el medio fue reemplazado por
medio basal CnT-PR-BM.1 (CELLnTEC, Berna, CHE) y las células fueron
cultivadas ON. Posteriormente, se estimularon las células mediante el agregado de
10 pl de cada formulacién evaluada, en los distintos pocillos, por 24hs a 37°C en
atmosfera con 5% de CO.. Finalizada esta ultima incubacion, las células fueron
lisadas para la extraccién del ARN. Se realizaron dos ensayos independientes con

cada condicién por duplicado.

5.2.2.Estimulaciéon de fibroblastos: La obtencién del cultivo primario de fibroblastos

dérmicos murinos normales (NMDF por su sigla en inglés) fue adaptada a partir de
un protocolo desarrollado por el LITEC, para la obtencién de fibroblastos humanos
[171]. Brevemente, los NMDF fueron aislados de un conjunto de pieles obtenidas
de ratones neonatos de la cepa C57BL/6J y se sembraron en una densidad de 2x10*
células/cm? utilizando el medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) complementado con 10%
de SFB, penicilina/estreptomicina 1X y gentamicina 200ng/ml. Las células se
incubaron a 37°C en atmésfera con 5% de CO; hasta alcanzado el 80% de
confluencia. Los NMDF fueron despegados de la botella de cultivo utilizando
tripsina-EDTA 0,5% al 1X (sin rojo de fenol; Gibco, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos.
Posteriormente, se resuspendieron en una concentracién de 2x10* células/ml en el
mismo medio descripto previamente y se sembraron placas de 6 pocillos con 3 ml

de la suspension celular. Las células se incubaron a 37°C en atmdsfera con 5% de
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CO; hasta alcanzado el 70-80% de confluencia. Luego de alcanzada la confluencia
el medio fue reemplazado por DMEM complementado con 0,5% de SFB y las
células fueron cultivadas ON. Posteriormente, las células en los distintos pocillos
se estimularon mediante el agregado de 30 pl de cada formulacién evaluada por
24hs a 37°C en atmosfera con 5% de CO,. Finalizada esta tltima incubacion, las
células fueron lisadas y el material, recuperado para la extracciéon del ARN. Se
realizaron dos ensayos independientes con cada condicion por duplicado.

Extraccion de ARN y RT-PCR: El ARN total de las distintas muestras se extrajo

utilizando el kit NucleoSpin RNA siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Macherey-Nagel, Diiren, DEU). El ARN obtenido fue cuantificado utilizando el
equipo NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) y 500 ng
de material de cada muestra fue retrotranscripto utilizando la enzima SuperScript™
II (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Mediante RT-PCR
y a partir del ADN copia (ADNCc) obtenido se determinaron los niveles de expresion
de los genes codificantes para distintas quemoquinas y citoquinas, utilizando
oligonucledtidos especificos (Tabla 3) y la mezcla AceQ qPCR SYBR Green
Master Mix (Vazyme, Nanjing, CHN). Para la amplificacidon y determinacién de
los productos se utilizé el equipo LightCycler 480 (Roche, Basilea, CHE). Las
muestras se normalizaron a la expresion del gen control (housekeeping, HK),
GAPDH vy se informaron en relacién a las muestras basales (sin estimular) segtin el

método AACT: 2-44CT = 2-(ACTmuestra = ACTbasah) " donde ACT = CTen de interes-C Tk para

cada condicion evaluada.

Tabla 3: Oligonucleétidos utilizados para la evaluacion de la expresion de citoquinas y quemoquinas.

Qlé:izoquzga/ Forward Reverse
CXCL1 5’-CCTGAAGCTCCCTTGGTTC-3’ 5-AAATAGGACCCTCAAAAGAAATTG-3’
CXCL2 5-CAGACTCCAGCCACACTTCA-3’ 5’ GGTCTTCAGGCATTGACAGC-3’
CXCL3 5 TGGTCAAGAAGTTTGCCTCA-3’ 5-GGATGGATCGCTTTTCTCTG -3’
CXCL9 5-CGAGGCACGATCCACTACAA-3’ 5-GAGTCCGGATCTAGGCAGGT-3’
CXCL10 |35 TGCCGTCATTTTCTGCCTCA-3’ 5-AGGCTCGCAGGGATGATTTC-3’

CCL2 5" AGCACCAGCCAACTCTCACT-3’ 5 TCATTGGGATCATCTTGCTG-3’
CCL3 5-AAGCAGCAGCGAGTACCAGT-3’ 5 -GATGAATTGGCGTGGAATCT-3’
CCL20 5-CGTCTGCTCTTCCTTGCTTT-3’ 5-CTTCATCGGCCATCTGTCTT-3’
IL-10 5" TGAAACGTCAAAGATGTCCAA-3’ 5-AGGTGTAAGGTGCTGATCTGG-3’
IL-6 5" TGAACAACGATGATGCACTTG-3" 5-CTCTGAAGGACTCTGGCTTTG-3’
TNF-a 5 TTCTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCC-3’| 5°-GTATGAGATAGCAAATCGGCTGACGGTGTGGG-3’
IFN-B 5-AGTACAACAGCTACGCCTGG-3’ 5-GAGTCCGCCTCTGATGCTTA -3’
GAPDH 5 TGCGACTTCAACAGCAACTC-3’ 5°-CTTGCTCAGTGTCCTTGCTG-3"
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Tratamiento estadistico: La distribucién normal fue confirmada por la prueba de Kolmogorov-

Smirnov. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante el test de ANOVA, seguido de la
prueba de Bonferroni para detectar diferencias entre grupos (p <0,05). Los resultados se informan
como media + Error Estandar de la Media (EEM) para cada grupo. En caso de distribuciones no
normales, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Mann-Whitney para la
comparacion entre grupos. En este caso los resultados fueron reportados como mediana + rango
intercuartil (RI) para cada grupo. El andlisis estadistico se realizé con el programa GraphPad
Prism version 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA,
www.graphpad.com).

Consideraciones éticas: Todos los procedimientos en animales se realizaron siguiendo las

recomendaciones de la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [172] y cuentan con la
aprobacién tanto del Comité Asesor de Etica y Seguridad de la Investigacion (FBCB-UNL)
registrada en el acta 10/15, como del Comité d’Ethique COMETHEA N°84, Poitou Charentes,
por resolucién nimero 017031616529463. A su vez, los ensayos realizados en la Universidad de
Poitiers cumplieron con las recomendaciones FELASA, conforme lo que establece la normativa

europea para la experimentacion animal.
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RESULTADOS

3. Obtener diversas formulaciones liposomales complementadas con: ODN-CpG, O-
palmitoil manano y/o SAA de tipo Gemini.

3.1. Caracterizacion de las particulas obtenidas.

3.1.1. Tamaiio y potencial { de las particulas obtenidos por DLS.

Se realizaron distintas formulaciones a partir del agregado de distintos
inmunoestimulantes a liposomas pre-armados, con las siguientes concentraciones finales de cada
componente: Liposomas (Lip) 4mM; CIfA 100 pg/ml; ODN-CpG 7,5 nmol/ml; AG2-C16 400
uM; O-Palmitoil manano (Man) 2mg/ml. Las distintas formulaciones obtenidas se enumeran en
la Tabla 4 junto a los pardmetros analizados por DLS: didmetro medio; indice de polidispersidad
(IPD), valor que representa la distribucion de tamafos de particulas en la muestra (valores
menores a 0,5 corresponden a formulaciones con particulas de tamafios m4s homogéneos) y

potencial zeta (PZ) como medida aproximada de la carga superficial de las vesiculas.

Tabla 4: Resultados obtenidos por la técnica de DLS para cada una de las formulaciones obtenidas.

Formulaciones D (nm) IPD PZ (mV)
Lip 184,8 0,196 nd
Lip+rCIfA 207,8 0,252 21,6
Lip+ODN-CpG 11540 | 0,578 nd
Lip+ODN-CpG+rCIfA 12053 | 0,576 nd
Lip+AG2-C16 207,8 0,224 56,6
Lip+AG2-C16+rCIfA 212,0 0,232 36,2
Lip+AG2-C16+ODN-CpG 237.5 0,258 43,5
Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA 295,8 0,512 nd
Lip+OPM 303,8 0,329 3,03
Lip+OPM+rCIfA 305,8 0,251 1,84
Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA 445,2 0,264 -0,34

D: didmetro medio (nm).
IPD: indice de polidispersidad.
PZ: potencial zeta (mV) (nd: dato no determinado).

Como se puede observar en la Tabla 4 el agregado de los distintos inmunoestimulantes
afecta tanto el didmetro como el PZ de las particulas. Tanto para las formulaciones Lip+ODN-
CpG como Lip+ODN-CpG+rCIfA se puede ver como el agregado del ODN-CpG aumenta el IPD
a valores mayores a 0,5, lo que indica una pérdida en la homogeneidad de tamafios e impediria la
determinacion del PZ. A su vez, se puede ver como la formulacién Lip+AG2-C16+ODN-CpG
presenta tamafios y un IPD menor a la formulacién Lip+ODN-CpG. Sin embargo, ante el

agregado de rCIfA (Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA) el IPD y, en menor medida el didmetro

Pédgina | 95



Capitulo 2 Resultados

medio, vuelven a aumentar. Respecto al PZ, si se comparan las formulaciones Lip+rCIfA y
Lip+AG2-C16+rCIfA se puede observar que el PZ de las particulas aumenta con el agregado de
AG2-C16. La incorporacion de OPM, por otro lado, en las formulaciones Lip+OPM vy
Lip+OPM+rCIfA resulté en un incremento en el didmetro de los liposomas y en una clara
disminucién de la carga superficial de las particulas respecto a Lip+rCIfA. Un dato interesante es
que el agregado de ODN-CpG a esta formulacién (Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA) resulta en un
leve incremento del didmetro de particulas respecto a Lip+OPM+rCIfA, manteniendo un bajo
IPD.

3.1.2. Tamaiio y forma de los liposomas obtenidos por microscopia.

Se aplicaron las técnicas de MET y MEB sobre las formulaciones obtenidas con el fin de
conocer no sélo la morfologia de las vesiculas lipidicas, sino también de obtener medidas
alternativas del didmetro de las particulas.

En la tabla 5 se observa la comparacién entre los didmetros medios determinados para
cada formulacién por la técnica de DLS y los calculados a partir de las mediciones obtenidas de
10 a 25 vesiculas capturadas en distintas imdgenes adquiridas por MET (Fig. 21) y MEB (Fig.
22). Mientras que fue posible realizar determinaciones en todas las formulaciones por la técnica
de MET, sdélo cuatro pudieron ser evaluadas mediante MEB debido al surgimiento de problemas

técnicos en el microscopio durante el ensayo.

Tabla 5: Comparacién de los didmetros medios de las vesiculas lipidicas obtenidos alternativamente por
las técnicas de DLS, MET y MEB.

Formulaciones Didametro medio (nm)
DLS MET MEB
Lip 184.8 | 163,5437.7 nd
Lip+rCIfA 207.8 | 127,8+44.8 nd
Lip+ODN-CpG 11540 | 134,8428,1 | 167,1£24,7
Lip+ODN-CpG+rCIfA 12053 | 194,1+37,3| 116,0£16,3
Lip+AG2-C16 207.8 | 177,0+46,6 | 233.8481,9
Lip+AG2-C16+1CIfA 2120 |167,6+34,3 nd
Lip+AG2-C16+ODN-CpG 237,5 | 172,2437,1 | 194,7+60.7
Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA | 2958 | 170,3+46,0 nd
Lip+OPM 303,8 | 173,9451.8 nd
Lip+OPM+rCIfA 3058 | 170,8+40,0 nd
Lip+OPM+ODN-CpG nd | 141,5429.0 nd
Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA 4452 | 145,9£30,9 nd

nd: dato no determinado
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Fig. 21: Imdagenes obtenidas por MET de las formulaciones liposomales evaluadas. En el dngulo
superior derecho de cada imagen se observa el nombre de la formulacién, mientras que en el inferior

derecho se presenta la escala utilizada en cada captura.
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Como se muestra en la Fig. 21, en todas las formulaciones evaluadas por MET fue posible
observar las membranas lipidicas de las particulas lo que permitié determinar que a pesar del
agregado de los distintos inmunoestimulantes se conserva la forma esférica de las particulas.
Mediante esta técnica el didmetro obtenido (Tabla 5) considera la membrana como limite externo
de la vesicula, ya que la coloracién utilizada permite observar la bicapa lipidica pero no aquellos
agregados que se encuentran sobre la superficie de la particula. Asi, si bien los didmetros
obtenidos para las formulaciones Lip y Lip+AG2-C16 se corresponden con los determinados por
DLS, ante el agregado de rCIfA u OPM que pueden adherirse a la superficie (Lip+rCIfA,
Lip+AG2-C16+rCIfA, Lip+OPM, Lip+OPM+rCIfA) los didmetros determinados por MET
resultan menores a los obtenidos por DLS. Los didmetros medios calculados por MET se
mantuvieron entre 100 y 200 nm para todas las formulaciones, incluso para aquellas que contenian

ODN-CpG y presentaron IPD y didmetro medio elevados por DLS.

Lip+ODN-CpG Lip+ODN-CpG+rCIfA

’.b

Lip+AG2-C16

)

1um } 2 ym |

Fig. 22: Imdgenes obtenidas por MEB de cuatro de las formulaciones liposomales evaluadas. En el
dngulo superior derecho de cada imagen se observa el nombre de la formulacién, mientras que en el
inferior derecho se presenta la escala utilizada en cada captura.

En cuanto a las imdgenes adquiridas por MEB (Fig. 22), en las cuatro formulaciones
evaluadas fue posible observar la presencia de vesiculas esféricas. En cuanto a los resultados
obtenidos para cada formulacién, se pudo comprobar que la utilizacion de ODN-CpG
(formulaciones Lip+ODN-CpG y Lip+ODN-CpG+rCIfA) genera el agregado de los liposomas,
lo que se traduce en una mayor inestabilidad de estas formulaciones en el tiempo. Las grandes
diferencias encontradas entre los didmetros obtenidos por MEB y DLS, para estas formulaciones,

se deberian a este efecto (Tabla 5), siendo mayores los didmetros obtenidos mediante DLS, ya
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que esta técnica no puede diferenciar particulas individuales de agregados. Respecto a la
formulacion Lip+AG2-C16, se observaron estructuras esféricas de morfologia conservada, sin
presencia de agregados. Por dltimo, asi como se observo por DLS, la adicién de AG2-C16 a las
formulaciones que contienen ODN-CpG, Lip+AG2-C16+ODN-CpG, brindaria una mayor
estabilidad a la formulacién, que se visualizaria como la ausencia de grandes agregados
liposomales. En estos ultimos dos casos los didmetros medios obtenidos por MEB resultaron
semejantes a los determinados por DLS y MET.

3.2. Efecto de las formulaciones liposomales en la accion de ADNasas sobre el ODN-CpG.

Debido a la eleccion de un ODN-CpG con enlaces fosfodiéster, sensibles a la accion de
ADNasas, se decidi6 evaluar la capacidad de liposomas de proteger a este inmunoestimulante de
su degradacion cuando son suministrados en conjunto. Para esto, una formulacién liposomal con
ODN-CpG fue sometida a la accién de la RQ1 ADNasa, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Debido a que dentro del protocolo se indicaba la realizacién de un shock térmico (ST)
a 65 °C por 10 minutos y a que se desconocian los efectos de este tratamiento sobre la estabilidad
de la formulacién, se realizo6 el ensayo, alternativamente, con y sin la inactivacién de la enzima

por ST.

1234567
Lo

Fig. 23: Resultados de la prueba de
degradacién del ODN-CpG por ADNasas.
Los productos de la reaccién fueron
sometidos a una electroforesis en gel de

agarosa y visualizados por iluminacién UV
QDN—CpG (7,5 nmol/ml) | x | x |x |X |X |X rr%ediantg la utilizacién E)ie GelRed. La tabla
Liposomas (4mM) X | XXX debajo de la figura indica el contenido de las
RQ1 ADNasa (1U) X | X X | X muestras corridas en cada calle. ST: Shock
ST X X térmico.

En la Fig. 23 se presentan los resultados obtenidos para este andlisis. En las calles 1-3 se
sembré el ODN-CpG libre sometido a distintos tratamientos. En la calle 1 se encuentra el
oligonucleétido sin tratamiento alguno, demostrando su integridad y capacidad migratoria en el
gel de agarosa. A su vez, en las calles 2-3 se visualiza el producto resultante del tratamiento con
ADNasa sin y con sometimiento a ST, respectivamente. La desaparicién de la banda, en ambos
casos, demuestra la capacidad de la enzima de degradar la secuencia en estudio en su totalidad,
independientemente de la aplicacion del ST. Por otro lado, en la calle 7 se observa la corrida de
una muestra de liposomas, lo que demuestra la ausencia de una fluorescencia propia de los lipidos.
Por tltimo, en las calles 4-6 se sembr6 la formulacién liposomal con ODN-CpG. En la calle 4 se

visualiza la formulacién sin ningin tipo de tratamiento, lo que demuestra la capacidad de los
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liposomas de incorporar al ODN-CpG e impedirle migrar a lo largo del gel. Al visualizarse los
productos del tratamiento de esta muestra con la ADNasa sin y con ST (calles 5 y 6,
respectivamente), fue posible determinar que la enzima no fue capaz de degradar al ODN-CpG
formulado en liposomas y que, a su vez, el ST no afecta la estabilidad y la migracién de las

formulaciones liposomales.

4. Evaluar, en un modelo murino, la utilizacion de las formulaciones obtenidas como
adyuvante en vacunas a subunidades contra un antigeno de S. aureus.

4.1. Respuesta inmune obtenida en ratones de la cepa BALB/c que recibieron 2 dosis.

4.1.1. Niveles de I1gG anti-rCIfA en sueros obtenidos a lo largo del protocolo.

Se realizé un primer protocolo de inoculacién en ratones hembra de la cepa BALB/c
dénde se evalud la cinética de la respuesta humoral a lo largo de un protocolo de dos dosis
distanciadas tres semanas y hasta pasadas 3 semanas de la dltima dosis. En esta etapa, se
estudiaron los efectos de la inmunizacién con el antigeno libre (rCIfA), asi como de su
incorporacion en tres formulaciones liposomales con distintos inmunoestimulantes; Lip+ODN-
CpG+rCIfA; Lip+AG2-C16+rCIfA y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA. Los grupos control
recibieron las mismas formulaciones sin el antigeno. Todos los grupos se conformaron con 5
animales en cada uno, excepto el grupo Lip+ODN-CpG-rCIfA (n=4) debido a la pérdida de un
animal durante el ensayo, por motivos ajenos al mismo.

Respecto a la produccién de IgG especifica (Fig. 24-A) se encontrd que si bien, luego de
la primera dosis, los 4 grupos experimentales mostraron un incremento en los niveles de IgG anti-
rCIfA respecto a sus grupos control (diferencias significativas presentadas en grafica 24-A: dia
10), la aplicacién de una segunda dosis fue necesaria para alcanzar altos niveles de anticuerpos.
Pasados 10 dias de la segunda dosis todos los grupos experimentales presentaron mayores niveles
de anticuerpos que sus respectivos grupos control con distintos grados de significancia (ver
grafica 24-A: dia 31). A este tiempo, el grupo Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA superd los
niveles de anticuerpos alcanzados por los grupos rCIfA (p<0,01) y Lip+AG2-C16+rCIfA
(p<0,05). Dos semanas mas tardes (Fig. 24-A: dia 45), se puede observar que los niveles de
anticuerpos en todos los grupos experimentales tienden a disminuir, excepto en el grupo
Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA. Este dltimo grupo mantuvo altos niveles de anticuerpos hasta
el dltimo tiempo evaluado, conservandose la diferencia con el grupo rCIfA (p<0,01) e
incrementandose las diferencias con los otros dos grupos que recibieron adyuvante, Lip+ODN-
CpG+rCIfA (p<0,05) y Lip+AG2-C16+rCIfA (p<0,01).

En la Fig. 24-B se presentan los titulos de IgG especifica al dia 31. Como se puede
observar, si bien no se detectaron diferencias significativas entre los grupos, el grupo Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA present6 en 4 de 5 animales titulos de anticuerpos mayores a 1x10°,

mientras que en el grupo rCIfA sélo 1 de 5 animales super6 este valor, registrindose también en

Pégina | 100



Capitulo 2

Resultados

este grupo la mayor dispersion de valores. Lo antes mencionado podria justificar las diferencias

estadisticas encontradas entre estos dos grupos al evaluar los niveles de anticuerpos en una

dilucion fija.
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Fig. 24: Niveles de IgG especifica en sueros de ratones de la cepa BALB/c inmunizados con rCIfA
incorporado en diferentes formulaciones, durante el esquema de inmunizaciéon de dos dosis
suministradas a los dfas O y 21. Las determinaciones se realizaron por ELISA indirecto en las muestras
obtenidas a lo largo del protocolo. A- Niveles de IgG anti-rCIfA en los grupos evaluados. Los sueros
se probaron en una dilucién fija de 1/5000. En los grupos con niveles aumentados de anticuerpos
especificos se determind, en las muestras del dia 31: B- Titulo de IgG anti-rCIfA; C- Titulo de IgGl
anti-rCIfA; D- Titulo de IgG2a anti-rCIfA. Como controles se utilizaron sueros de ratones inmunizados
con las formulaciones sin el antigeno. Se realiz6 un andlisis estadistico de Mann-Whitney. Se muestra
la mediana de los valores obtenidos para cinco animales en cada grupo y el RI. *p<0,05; **p<0,01, vs.
sus respectivos grupos control. *p<0,05; #p<0,01, respecto al grupo rCIfA. Las comparaciones entre
adyuvantes se indican con lineas negras.

Por otro lado, y considerando que AG2-C16 presenta una parte proteica, se decidié

chequear la posible presencia de anticuerpos especificos contra este lipopéptido. No se detectaron

anticuerpos anti-AG2-C16 (datos no mostrados).

Pégina | 101



Capitulo 2 Resultados

4.1.2. Niveles de IgG1 e IeG2a anti-rCIfA en sueros obtenidos luego de la segunda dosis.

Al determinarse los titulos de IgG1 especifica (Fig. 24-C), no se encontraron diferencias
entre los niveles alcanzados por las distintas formulaciones, siendo en la mayoria de los animales
mayores a 1x10° Sin embargo, al evaluarse los niveles de IgG2a (Fig. 24-D), las dos
formulaciones conteniendo ODN-CpG como inmunoestimulante (Lip+ODN-CpG+rCIfA y
Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA) indujeron titulos semejantes entre si y superiores a los
alcanzados por las formulaciones rCIfA y Lip+AG2-C16+rCIfA (p<0,05, en todos los casos).

4.1.3. Niveles de I1¢G e IgA anti-rCIfA en lavados vaginales a lo largo del protocolo.

Para evaluar la respuesta humoral en mucosas inducidas por las formulaciones evaluadas,
se tomaron muestras de lavados vaginales a distintos tiempos y se evaluaron en ellas los niveles

de IgG e IgA especificas para rCIfA.
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Fig. 25: Niveles de IgG especifica en lavados vaginales de ratones de la cepa BALB/c inmunizados
con rCIfA incorporado en diferentes formulaciones, durante el esquema de inmunizacién de dos dosis
suministradas a los dfas 0 y 21. Las determinaciones se realizaron por ELISA indirecto en las muestras
obtenidas a lo largo del protocolo. Los lavados vaginales se probaron en una dilucién fija de 1/4. Se
realizé un andlisis estadistico de Mann-Whitney a cada tiempo. Se muestra la mediana de los valores
obtenidos para cinco animales en cada grupo y el RI. *p<0,05 vs. sus respectivos grupos control.

Como se observa en la Fig. 25, luego de la primera dosis (dia 10), en algunos animales se
detectaron pequefios incrementos en los niveles de IgG, mientras que la segunda dosis fue capaz
de inducir un aumento significativo en todos los grupos experimentales respecto a sus grupos
control (dia 31) (p<0,05). Luego de dos semanas (dia 45) si bien se observé una tendencia a la
disminucién de estos anticuerpos en secrecién vaginal, los niveles permanecieron elevados
manteniéndose las diferencias significativas.

Respecto a la determinacién de los niveles de IgA, no se detectaron anticuerpos

especificos de este isotipo en ninguna de las muestras analizadas (datos no mostrados).
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4.2. Respuesta inmune obtenida en ratones de la cepa BALB/c que recibieron 2 dosis y un

refuerzo pre-sacrificio.

4.2.1. Niveles de IgG anti-rCIfA en sueros obtenidos al sacrificio.

Se realiz6 un segundo ensayo en la cepa BALB/c donde se decidi6 evaluar el efecto del
protocolo de dos dosis y un refuerzo 72 hs antes del sacrificio, sobre la respuesta inmune humoral
y celular. En esta etapa, se evalud el antigeno libre (rCIfA), asi como su incorporacién en tres
formulaciones liposomales con distintos inmunoestimulantes; Lip+ODN-CpG+rCIfA; Lip+AG2-
C16+rCIfA y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA. Los grupos control recibieron las mismas

formulaciones sin el antigeno.
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Fig. 26: Niveles de IgG especifica en sueros de ratones de la cepa BALB/c inmunizados con dos dosis
y un refuerzo pre-sacrificio de rCIfA incorporado en diferentes formulaciones. Las determinaciones se
realizaron por ELISA indirecto en las muestras obtenidas al sacrificio. A- Niveles de IgG anti-rCIfA
en los grupos evaluados. Los sueros se probaron en una dilucién fija de 1/20000. En los grupos con
niveles aumentados de anticuerpos especificos se determiné: B- Titulo de IgG anti-rCIfA; C- Titulo de
IgG1 anti-rCIfA; D- Titulo de IgG2a anti-rCIfA. Como controles se utilizaron sueros de ratones
inmunizados con formulaciones sin el antigeno. Se realiz6 un andlisis estadistico de Mann-Whitney.
Se muestra la mediana de los valores obtenidos para cinco animales en cada grupo y el RI. *p<0,05;
**p<0,01, vs. sus respectivos grupos control. Las comparaciones entre adyuvantes se indican con lineas
negras. *p<0,05; #p<0,01, respecto al grupo rCIfA.
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De la respuesta humoral (Fig. 26) se puede decir que ningin animal presentd anticuerpos
contra los antigenos recombinantes previos al plan de inmunizacién (datos no mostrados). El
analisis de los sueros obtenidos al sacrificio de los animales mostré que los grupos control fueron
incapaces de inducir la produccion de anticuerpos especificos (Fig. 26-A), mientras que los cuatro
grupos experimentales presentaron niveles de IgG mas altos que sus respectivos grupos control
(p<0,01, en todos los casos). Al medir los titulos de IgG en las formulaciones experimentales
(Fig. 26-B), se encontrd que la utilizacidn de cualquiera de los adyuvantes evaluados indujo titulos
semejantes entre si y, en todos los casos, mayores a los obtenidos por la formulacién rCIfA
(p<0,05).

4.2.2. Niveles de IeG1 e IeG2a anti-rCIfA en sueros obtenidos al sacrificio.

Respecto a los titulos de IgG1 (Fig. 26-C) e [gG2a (Fig. 26-D) alcanzados por las distintas
formulaciones, se puede decir que todas las formulaciones liposomales indujeron titulos
superiores a los alcanzados por el antigeno libre con distintos grados de significancia. Al comparar
los adyuvantes se encontr6 que los titulos de IgG1 en el grupo Lip+ODN-CpG+rCIfA resultaron
superiores a los del grupo Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA. Sin embargo, ambas formulaciones
indujeron titulos de IgG2a semejantes, siendo, a su vez, los niveles estimulados por la formulacién

Lip+ODN-CpG+rCIfA, superiores a los obtenidos con la formulacién Lip+AG2-C16+rCIfA.
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Fig. 27: Numero de linfocitos T CD4+ y CD8+ encontrados en los ganglios linfaticos de ratones de la
cepa BALB/c inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs pre-sacrificio de rCIfA incorporado en
diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por citometria de flujo en un pool de
células obtenido de cada animal a partir de los ganglios axilares y submandibulares. Previamente, las
células fueron cultivadas durante 4 hs a 37°C en atmdsfera con 5% de CO2 en presencia de
PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. Se realizé un andlisis estadistico de Mann-Whitney. Se
muestra la mediana de los valores obtenidos para cinco animales en cada grupo y el RI. *p<0,05;
*%p<0,01, vs. sus respectivos grupos control. #p<0,05; #p<0,01, respecto al grupo rCIfA.

4.2.3.Niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ en ganglios linfdticos.

Al analizar las subpoblaciones de linfocitos T (Fig. 27) presentes en los ganglios axilares
y cervicales de los animales tratados se pudo determinar que los animales que recibieron las

formulaciones Lip+AG2-C16+rCIfA y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA presentaron un nimero
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de linfocitos T CDA4+ significativamente mayor a sus grupos control (p<0,05 y p<0,01,
respectivamente). A su vez, las tres formulaciones liposomales indujeron un aumento en el
ndmero de este tipo celular respecto a la utilizacion del antigeno libre (p<0,01).

Respecto al estudio de los linfocitos T CDS8+, los grupos Lip+AG2-C16+rCIfA y
Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA presentaron un aumento de estas respecto al grupo rCIfA
(p<0,05), sin embargo, sélo el tltimo mostré un aumento respecto a su grupo control (p<0,05).

4.2.4. Niveles de linfocitos T CD4+ productores de IL-4, IL-17 e IFN-y en ganglios

linfdticos.
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Fig. 28: Nimero de linfocitos T CD4+ y CD8+, productores de IL-4, IL-17 e IFN-y, encontrados en
los ganglios linféticos de ratones de la cepa BALB/c inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs
pre-sacrificio de rCIfA incorporado en diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por
citometria de flujo en un pool de células obtenido de cada animal a partir de los ganglios axilares y
submandibulares. Previamente las células fueron cultivadas durante 4 hs a 37°C en atmdsfera con 5%
de CO2 en presencia de PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. A, B y C- Numero de linfocitos T
CD4+ capaces de producir IL-4, IL-17 e IFN-y, respectivamente; D- Nimero de linfocitos T CD8+
capaces de producir IFN-y. Se realiz6 un andlisis estadistico de Mann-Whitney. Se muestra la mediana
de los valores obtenidos para cinco animales en cada grupo y el RI. *p<0,05; **p<0,01, vs. sus
respectivos grupos control. #p<0,05; #p<0,01, respecto al grupo rCIfA.

Al estudiar las citoquinas producidas por los linfocitos T CD4+, se encontré que el
nimero de células productoras de IL-4 (Fig. 28-A) se vio aumentado en todas las formulaciones
experimentales respecto a los grupos control con distintos grados de significancia. Por otro lado,
si bien, al analizar los nimeros de linfocitos T CD4+ productoras de IL-17 (Fig. 28-B) e IFN-y
(Fig. 28-C) no se encontraron diferencias entre los distintos adyuvantes, las formulaciones

Lip+ODN-CpG+rCIfA, Lip+AG2-C16+rCIfA y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA, indujeron un
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aumento respecto tanto a sus grupos control como al grupo rCIfA, con distintos grados de
significancia.

4.2.5. Niveles de linfocitos T CD8+ productoras de IFN-y en ganglios linfdticos.

Al evaluar los niveles de los linfocitos T CD8+ productores de IFN-y (Fig. 28-D) se
encontrd que la utilizacion de cualquiera de los adyuvantes liposomales evaluados genera una
tendencia a su aumento. Sin embargo, sélo la formulacién Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA
incrementa significativamente los niveles de linfocitos Tc efectores respecto tanto a su grupo
control (p<0,05) como al grupo rCIfA (p<0,01).

Cabe destacar que, en todos los casos evaluados, las respuestas celulares observadas
dependerian de la presencia del antigeno en la formulacion, ya que en los animales de los grupos

control no se detectaron variaciones en los nimeros de células en ninguna determinacion.

4.3. Respuesta inmune obtenida en ratones de la cepa C57BL/6J que recibieron 2 dosis y un

refuerzo pre-sacrificio.

4.3.1. Niveles de I¢G anti-rCIfA en sueros obtenidos al sacrificio.

Se realizd un tercer ensayo en la cepa C57BL/6J donde se decidié evaluar el efecto del
protocolo de dos dosis y un refuerzo pre-sacrificio. Las formulaciones incluidas en este ensayo
fueron las estudiadas previamente en ratones de la cepa BALB/c. A su vez, se incluyeron las
formulaciones Lip+OPM+rCIfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA.

De la respuesta humoral (Fig. 29) se puede decir que ningtin animal present6 anticuerpos
contra los antigenos recombinantes previos al plan de inmunizacién (datos no mostrados). Los
grupos control fueron incapaces de inducir la produccién de anticuerpos especificos (Fig. 29-A),
a excepcion del grupo Lip+AG2-C16+ODN-CpG que mostré un aumento en los niveles de IgG
respecto al grupo Buffer acetato (p<0,01). Respecto a los grupos experimentales previamente
evaluados, todos presentaron un aumento en los niveles de IgG especificas, respecto a sus grupos
control con distintos grados de significancia (ver grafica 29-A). Las formulaciones
Lip+OPM+rCIfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA indujeron niveles de anticuerpos especificos
semejantes a los estimulados por el resto de los adyuvantes evaluados.

Al medir los titulos de IgG en los animales inoculados con las formulaciones
experimentales (Fig. 29-B), se encontré que la utilizacion de cualquiera de los adyuvantes
evaluados indujo titulos semejantes entre si, con una tendencia al aumento respecto a la

formulacién rCIfA pero sin diferencias significativas.
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Fig. 29: Niveles de IgG especifica en sueros de ratones de la cepa C57BL/6J inmunizados con dos
dosis y un refuerzo pre-sacrificio de rCIfA incorporado en diferentes formulaciones. Las
determinaciones se realizaron por ELISA indirecto en las muestras obtenidas al sacrificio. A- Niveles
de IgG anti-rCIfA en los grupos evaluados. Los sueros se probaron en una dilucién fija de 1/10000. En
los grupos con niveles aumentados de anticuerpos especificos se determiné: B- Titulo de IgG anti-
rCIfA; C- Titulo de IgG1 anti-rCIfA; D- Titulo de IgG2c anti-rCIfA. Como controles se utilizaron
sueros de ratones inmunizados con formulaciones sin el antigeno. Se realiz6 un andlisis estadistico de
Mann-Whitney. Se muestra la mediana de los valores obtenidos para cinco animales en cada grupo y
el RI. *p<0,05; **p<0,01, vs. sus respectivos grupos control. Las comparaciones entre adyuvantes se
indican con lineas negras. *p<0,05; #p<0,01, respecto al grupo rCIfA.

4.3.2. Niveles de IgG1 e IeG2c anti-rCIfA en sueros obtenidos al sacrificio.

Respecto a los titulos de IgG1 (Fig. 29-C) alcanzados por las distintas formulaciones, si
bien no se encontraron diferencias entre los titulos alcanzados por todos los adyuvantes evaluados,
las formulaciones Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA, Lip+OPM+rCIfA y Lip+OPM+ODN-
CpG+rCIfA indujeron titulos mayores a los alcanzados por el grupo rCIfA (p<0,05, en todos los
casos).

Al estudiar los titulos de IgG2c (Fig. 29-D) alcanzados por los distintos grupos, se

encontrd que todos los adyuvantes evaluados, excepto Lip+AG2-C16+rCIfA, indujeron titulos
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superiores a los del grupo rCIfA (p<0,05). Cabe destacar que si bien el grupo Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA presento titulos semejantes a los alcanzados por el grupo Lip+ODN-
CpG+rCIfA, superd los titulos alcanzados por las formulaciones conteniendo OPM como
inmunoestimulante, Lip+OPM+rCIfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA (p<0,05, en ambos casos).

4.3.3. Niveles de linfocitos T CD4+ vy CD8+ en ganglios linfdticos.

Al analizar las subpoblaciones de linfocitos T (Fig. 30) presentes en los ganglios axilares
y submandibulares, no se encontraron diferencias significativas en el ntimero de linfocitos T
CD4+ ni T CD8+ entre los grupos experimentales y sus respectivos controles a excepcion del
grupo Lip+ODN-CpG+rCIfA que presentd un incremento respecto a Lip+ODN-CpG (p<0,01, en
ambos casos). A su vez, no se registraron diferencias entre las distintas formulaciones
experimentales evaluadas. Sin embargo, cabe destacar la tendencia de las formulaciones
Lip+ODN-CpG+rCIfA y Lip+AG2-C16+rCIfA a aumentar el niimero de ambos tipos celulares
respecto a la utilizacién del antigeno libre. Asimismo, en los grupos Lip+OPM+rCIfA y
Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA los niveles de estas células se encontraron aumentados solo en
algunos animales, mientras que la formulacién Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA no presentd

ninguna diferencia respecto al antigeno libre.

100+

- > Buffer acetato

‘5 80 ® . rCIfA

‘é ° m  Lip+ODN-CpG

% 60- . e Lip+ODN-CpG+rCIfA

° ] N e = Lip+AG2-C16

© 40- o Lip+AG2-C16+rCIfA

8 ° ? . = Lip+AG2-C16+ODN-CpG

§ 20- { {' ’{' f }'io e Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA

T i . 'I'-I-i .T‘ i’ o Lip+OPM+rCIfA

o~ Lip+OPM+ODN-CpG+CIfA

Linfocitos T CD4+ Linfocitos T CD8+

Fig. 30: Nimero de linfocitos T CD4+ y CD8+ encontrados en los ganglios linfaticos de ratones de la
cepa C57BL/6J inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs pre-sacrificio de rCIfA incorporado en
diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por citometria de flujo en un pool de
células obtenido de cada animal a partir de los ganglios axilares y submandibulares. Previamente las
células fueron cultivadas durante 4 hs a 37°C en atmdsfera con 5% de CO2 en presencia de
PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. Se realizé un andlisis estadistico de Mann-Whitney. Se
muestra la mediana de los valores obtenidos para cinco animales en cada grupo y el RI. **¥p<0,01, vs.
sus respectivos grupos control.

Al observar las formulaciones control, sin antigeno, se puede observar una clara tendencia

al aumento de ambos tipos celulares en los grupos Lip+AG2-C16 y Lip+AG2-C16+ODN-CpG
respecto a los grupos Buffer acetato y Lip+ODN-CpG.
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4.3.4. Niveles de linfocitos T CD4+ productores de IL-4, IL-17 e IFN-y en ganglios
linfaticos.

Al estudiar las citoquinas producidas por los linfocitos T CD4+, se encontré que el

nimero de células productoras de IL-4 (Fig. 31-A) se vio aumentado en los grupos rCIfA y
Lip+ODN-CpG+rCIfA respecto a sus controles (p<0,01, en ambos casos). Por otro lado, mientras
la formulacién Lip+AG2-C16+rCIfA mostré una tendencia al aumento respecto a su control, la
administracién de la formulacién Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA no generd cambios respecto
al propio. No se encontraron diferencias entre las distintas formulaciones experimentales, sin
embargo, se evidencié un aumento en el grupo control Lip+AG2-C16+ODN-CpG respecto al

grupo Buffer acetato (p<0,01).
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Fig. 31: Numero de linfocitos T CD4+, productores de IL-4, IL-17 e IFN-y, encontrados en los ganglios
linféticos de ratones de la cepa C57BL/6J inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs pre-sacrificio
de rCIfA incorporado en diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por citometria de
flujo en un pool de células obtenido de cada animal a partir de los ganglios axilares y submandibulares.
Previamente las células fueron cultivadas durante 4 hs a 37°C en atmdsfera con 5% de CO, en presencia
de PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. A, B y C- Numero de linfocitos T CD4+ capaces de
producir IL-4, IL-17 e IFN-y, respectivamente. Se realizé un analisis estadistico de Mann-Whitney. Se
muestra la mediana de los valores obtenidos para cinco animales en cada grupo y el RI. *p<0,05;
*%p<0,01, vs. sus respectivos grupos control. #p<0,05; #p<0,01, respecto al grupo rCIfA.

Al evaluar los niveles de linfocitos T CD4+ productores de IL-17 (Fig. 31-B),

nuevamente, s6lo las formulaciones rCIfA y Lip+ODN-CpG+rCIfA indujeron un incremento
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respecto a sus controles (p<0,05; p<0,01, respectivamente). Asimismo, los grupos
Lip+OPM+1rCIfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA presentaron una tendencia al aumento en los
niveles de estas células sin diferencias significativas respecto a los demds grupos experimentales
evaluados.

Por tltimo, al analizar los nimeros de linfocitos T CD4+ productores de IFN-y (Fig. 31-
C), se observo que en los grupos Lip+ODN-CpG+rCIfA, Lip+AG2-C16+rCIfA y Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA se encontraban incrementados respecto a sus controles (p<0,01; p<0,01;
p<0,05, respectivamente). A su vez, las formulaciones experimentales que contenian ODN-CpG,
Lip+ODN-CpG+rCIfA, Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rCIfA,
indujeron niveles de linfocitos T CD4+ IFN-y+ superiores a los alcanzados con el antigeno libre
(p<0,01; p<0,05; p<0,05, respectivamente).

4.3.5. Niveles de linfocitos T CD8+ productoras de IFN-y e IL-17 en ganglios linfdticos.

Se estudiaron los niveles de linfocitos T CD8+ productoras de IFN-y (Fig. 32-A) y se
encontrd que la formulacidn Lip+ODN-CpG+rCIfA fue la tinica capaz de generar un incremento
respecto a su grupo control (p<0,05). Por otro lado, el grupo Lip+AG2-C16+rCIfA si bien no
presentd un aumento respecto a su control, presentd un nimero de células mayor al alcanzado por
el grupo rCIfA (p<0,05). No se evidenciaron otras diferencias entre grupos experimentales ni

controles.
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Fig. 32: Numero de linfocitos T CD8+, productores de IFN-y e IL-17, encontrados en los ganglios
linfaticos de ratones de la cepa C57BL/6J inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs pre-sacrificio
de rCIfA incorporado en diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por citometria de
flujo en un pool de células obtenido de cada animal a partir de los ganglios axilares y submandibulares.
Previamente las células fueron cultivadas durante 4 hs a 37°C en atmdsfera con 5% de CO2 en presencia
de PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. A y B- Nimero de linfocitos T CD8+ capaces de producir
IFN-y e IL-17, respectivamente. Se realizé un andlisis estadistico de Mann-Whitney. Se muestra la
mediana de los valores obtenidos para cinco animales en cada grupo y el RI. *p<0,05; **p<0,01, vs.
sus respectivos grupos control. #p<0,05; #p<0,01, respecto al grupo rCIfA.

Para finalizar, se evalué el nimero de linfocitos T CD8+ productores de IL-17, presentes
en cada grupo. En la Fig. 32-B, se observa una tendencia al aumento de estas células en todos los
grupos que recibieron adyuvante, a excepcién de los grupos Lip+ODN-CpG y Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA que mantienen niveles semejantes a los alcanzados por los animales

inoculados con Buffer acetato. Sin embargo, sélo el grupo Lip+ODN-CpG+rCIfA presenta un
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incremento significativo del nimero de linfocitos T CD8+ IL-17+ respecto a su grupo control y

al grupo rCIfA (p<0,01, en ambos casos).

5. Evaluar la capacidad de las diferentes formulaciones como vehiculo de vacunas a
subunidades administradas de forma tépica.

5.1. Capacidad de las formulaciones de transportar un colorante a través de EMRs.

Luego de observar que la administracion intradérmica de las formulaciones permite
obtener respuestas celulares y altos niveles de anticuerpos y considerando que una alternativa a
las vias de administracién tradicionales de vacunas es la via transdérmica, se evalud la capacidad
de los distintos adyuvantes de mejorar el pasaje de un colorante a través de la epidermis. De esta
manera, se buscé conocer si alguna de las formulaciones evaluadas previamente, seria capaz de
actuar como vehiculo de un antigeno en el posible disefio de una vacuna de aplicacién tépica o

transcutanea.

* %

* %
* %

ko] 2.5 **
3
S 0 2,04
]

0
$a
= :5 1.5
o 8 ®
22 10 i[
33
- Fr T LT
o L 0.51
]
)
m OIG T T T T T T T

o
3° > (,QQ) o & QQQ (,QQ
& QQO Q’Q N
i{\é O .Q"v xoo ’ xo0
& KV F S
4 &

Fig. 33: Capacidad de las formulaciones para transportar un colorante a través de EMRs. EMRs
obtenidas a partir de cultivos primarios de queratinocitos murinos, fueron puestas en contacto con las
distintas formulaciones liposomales, conteniendo el colorante fluorescente LY. Un volumen de cada
una de las formulaciones fue depositado en la superficie de los EMRs y se incubaron por 4hs.
Posteriormente, el medio de cultivo depositado debajo de los distintos EMRs fue recolectado y se midié
su fluorescencia a 540 n. Como indicador del 100% de permeabilidad se realizé una dilucién de LY en
el medio de cultivo correspondiente al total disponible de este colorante en las formulaciones incubadas.
La permeabilidad basal fue probada mediante la incubacién del LY en PBS. En la grifica, el porcentaje
de permeabilidad para cada formulacién se expresa de manera relativa al porcentaje obtenido para la
condiciéon basal (PBS) en cada ensayo. Los resultados presentados corresponden a 3 ensayos
independientes. Se realiz6 un andlisis estadistico de Mann-Whitney. Se muestra la mediana de los
valores obtenidos para cinco determinaciones por formulacién y el RI. **p<0,01, las lineas negras
indican diferencias entre grupos.

En la Fig. 33 se presentan los resultados obtenidos para estos ensayos, expresados en

relacién a la permeabilidad obtenida para la condicién basal (PBS), siendo los valores cercanos a
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1 indicativos de que no hubo variacion respecto a esta condicion. La condicién utilizada como
basal se selecciond con base en ensayos previos realizados por el LITEC, dénde se demostré que
de formarse correctamente el EMR, la incubacién con PBS resulta en una baja penetracion para
el LY [170]. Como se observa en la grifica, la utilizacion de buffer acetato no modifica el pasaje
basal del colorante a través de la epidermis. Resultados similares se obtienen al utilizar como
vehiculo las formulaciones Lip, Lip-ODN-CpG y Lip+OPM+ODN-CpG. Por su lado, la
incorporacion de AG2-C16 en la formulacién Lip+AG2-C16 incrementd la permeabilidad de los
epitelios de manera significativa respecto tanto al uso del colorante libre (Buffer acetato, p<0,01),
como formulado en liposomas (Lip, p<0,01), alcanzando, en algunos casos, a duplicar el pasaje
basal. Asimismo, la formulacién Lip+OPM mostré una tendencia similar, aunque con mayor
variabilidad entre ensayos. Sin embargo, estas mismas formulaciones al ser suplementadas con
ODN-CpG (Lip+AG2-C16+0ODN-CpG y Lip+OPM+ODN-CpG) presentan una reduccion de su
capacidad de penetracion hasta valores basales.

5.2. Capacidad de las formulaciones de activar queratinocitos y fibroblastos in vitro.

5.2.1. Niveles de activacion de genes codificantes para quemogquinas.

Continuando con el estudio de las distintas formulaciones como candidatos en el disefio
de vacunas de aplicacion tépica o transcutinea, se evaluaron sus capacidades para inducir la
activacion de genes codificantes para quemoquinas en queratinocitos y fibroblastos.

En la Fig. 34 se observan los resultados obtenidos al evaluar los niveles de expresion de
las quemoquinas CXCL1/2/3/9/10 y CCL2/3/20 en NMDF. Los resultados fueron expresados por

el método de 2-44CT

y, para su visualizacién en conjunto, fueron representados en una matriz
cromdtica de expresion (Fig. 35). Los valores cercanos a 1 representan que no hubo variacién
respecto a la condicién control, representado en color negro, mientras que, el aumento en los
niveles de expresion se representd en verde y la disminucidén en rojo.

Como se puede observar, los niveles de expresion de los genes evaluados no se vieron
afectados por la utilizaciéon de buffer acetato. De los componentes individuales evaluados, se
puede decir que el OPM fue capaz de incrementar los niveles de todos los genes evaluados
respecto a la condiciéon Buffer acetato (p<0,05, en todos los casos). Por otro lado, si bien este
inmunoestimulante al ser formulado en liposomas mantiene una tendencia al aumento de la
expresion de todos estos genes, excepto CXCL3 y CCL3, ninguna de estas formulaciones alcanza
los valores obtenidos al utilizar el OPM libre. Se debe destacar también que, al evaluar el efecto
de la utilizacion de ODN-CpG libre, no se encontré una induccion en la expresiéon de CXCL9; sin
embargo, las formulaciones liposomales que contienen este inmunoestimulante muestran una
tendencia al aumento en la expresiéon de esta quemoquina en particular cuando este
inmunoestimulante se formula de manera conjunta con AG2-C16, en las formulaciones

Lip+AG2-C16+ODN-CpG y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA.
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Fig. 34: Niveles de expresion de los genes codificantes de quemoquinas en NMDF. Se cultivaron
NMDF obtenidos de ratones neonatos de la cepa C57BL/6J hasta obtener un cultivo en monocapa. Las
monocapas de NMDF fueron estimuladas con las distintas formulaciones evaluadas durante 24 hs, para
la posterior recuperacion de ARN celular y la determinacion de los niveles de las distintas quemoquinas
mediante qPCR: A- CXCL1, B- CXCL2, C- CXCL3, D- CXCL9, E- CXCL10, F- CCL2, G- CCL3,
H- CCL20. Los resultados se expresaron por el método de 24ACT = 2-(ACTmuestra — ACTeontrol), - q5nde
ACT=Cltgen de inerss—Ctuk; siendo el housekeeping (HK) GAPDH y la muestra Control, NMDF sin
estimular. Los resultados provienen de dos ensayos independientes donde cada formulacion se evalué
por duplicado. Se realizé un andlisis estadistico de Mann-Whitney. Se muestra la mediana de los valores
obtenidos para las cuatro determinaciones en cada grupo y el RI. #p<0.05 vs. rCIfA; *p<0.05 vs. Buffer
acetato. Las lineas negras indican comparaciones entre formulaciones. Estos resultados se encuentran
resumidos en la Fig. 35.

Finalmente, respecto a la evaluacion de estas quemoquinas en NMEK se puede decir que,
ninguna de las formulaciones evaluadas modificé la expresion de los genes analizados (datos no

mostrados).

Lip+ODN-CpG+rCIfA
Lip+AG2-C16+ODN-CpG
Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA
Lip+OPM+ODN-CpG+CIfA

Lip+AG2-C16
Lip+AG2-C16+rCIfA

Lip+ODN-CpG
Lip+OPM+rCIfA
Lip+OPM+ODN-CpG

Fig. 35: Matriz de expresion. Se representa el
valor medio de expresién relativa (2"22C) para
cada gen, en cada condicién evaluada, con una
escala de color. En verde se representa el
aumento en la expresiéon del gen y en rojo la
disminucion, respecto a la condicién control (no
estimulada).

CXCL10

5.2.2. Niveles de activacion de genes codificantes para citoquinas.

Por otro lado, se evalu6 la capacidad de cada formulacién de inducir la activacién de
genes codificantes para distintas citoquinas en queratinocitos y fibroblastos.

En la Fig. 36 se observan los resultados en NMDF, para cada muestra individual,
obtenidos al evaluar los niveles de expresion de las citoquinas IL-1a, IL-6, TNF-a e IFN-B. Los

resultados fueron expresados por el método de 2-44¢T

y se representan en la matriz de expresién
como se describi6 previamente (Fig. 35).

Al igual que con las quemoquinas, los niveles de expresién basal de las citoquinas
evaluadas no se vieron afectados por el uso de buffer acetato. Respecto a la utilizacién de los
distintos inmunoestimulantes libres, s6lo OPM generd un incremento significativo en todas las
citoquinas evaluadas, excepto IFN-J, respecto a la condicién Buffer acetato (p<0,05, en todos los

casos). Asimismo, las formulaciones liposomales que contenian OPM mostraron una tendencia

al aumento de los niveles de expresion de IL-1a, IL-6, aunque sin alcanzar los valores obtenidos
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al evaluarlo libre. No se encontraron variaciones en los niveles de IFN-f para ninguna de las

formulaciones evaluadas.

Por dltimo, al realizar el estudio en NMEK no se detectaron modificaciones en los niveles

de expresion de las citoquinas evaluadas (datos no mostrados).
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Fig. 36: Niveles de expresion de los genes codificantes de citoquinas en NMDF. Se cultivaron NMDF
obtenidos de ratones neonatos de la cepa C57BL/6J hasta obtener un cultivo en monocapa. Las
monocapas de NMDF fueron estimuladas con las distintas formulaciones evaluadas durante 24 hs, para
la posterior recuperacion del ARN celular y la determinacién de los niveles de las distintas citoquinas
mediante qPCR: A- IL-1a, B- IL-6, C- TNF-a, D- IFN-. Los resultados se expresaron por el método
de 2-2ACT = p-(ACTmuestra—ACTeontroD), qnde ACT=Clgen de interés—Ctuk; siendo el housekeeping (HK) GAPDH
y la muestra Control, NMDF sin estimular. Los resultados provienen de dos ensayos independientes
donde cada formulacién se evalué por duplicado. Se realiz6 un andlisis estadistico de Mann-Whitney.
Se muestra la mediana de los valores obtenidos para las cuatro determinaciones en cada grupo y el RL.
#p<0.05 vs. rCIfA; *p<0.05 vs. Buffer acetato. Las lineas negras indican comparaciones entre
formulaciones. Estos resultados se encuentran resumidos en la Fig. 35.
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DISCUSION

En el presente capitulo se evalué la incorporacién de distintos inmunoestimulantes a un
adyuvante liposomal destinado a la formulacién de vacunas a subunidades. En una primera
instancia se buscO obtener las distintas formulaciones propuestas y determinar si los
inmunoestimulantes se incorporaban a los liposomas. Posteriormente, se estudi6 la capacidad de
las distintas formulaciones obtenidas de inducir una respuesta inmune especifica in vivo y el perfil
generado, mediante la implementacién de distintos planes de inmunizacién en modelos murinos.
Por dltimo, se buscé conocer la capacidad de las distintas formulaciones de actuar como vehiculo

y adyuvante para la inmunizacién transcutdnea, en un modelo in vitro.

De la obtencion y caracterizacion de las formulaciones liposomales.

Considerando que las caracteristicas estructurales de los liposomas pueden determinar la
respuesta inmune que inducen y que estas propiedades no dependen sélo de la composicién de la
formulacién, sino que pueden estar influenciadas por el proceso de obtencién, una minima
caracterizacion de las vesiculas preparadas es siempre necesaria para probar que el producto
obtenido se encuentra dentro de los pardmetros esperados [58]. Las formulaciones obtenidas a lo
largo de este trabajo fueron evaluadas por la técnica de DLS para la determinacién del didmetro
medio, IPD y el PZ de las particulas, medidas que se encuentran asociadas a la estabilidad de las
particulas en suspension. Como se puedo observar en los resultados, el agregado de los distintos
inmunoestimulantes sobre los liposomas pre-armados es capaz de afectar los 3 pardmetros. Sin
embargo, se debe resaltar que para todas las formulaciones los didmetros se encontraron
comprendidos dentro del rango esperado para liposomas, tipicamente establecido entre los 0,025
umy 2,5 pum [52].

La suplementacion con ODN-CpG generd un aumento en el IPD a valores mayores a 0,5,
lo que indica no sélo la pérdida de la homogeneidad de tamafio, sino también una mayor
inestabilidad de la formulacion. Como han demostrado otros autores, este efecto se deberia a la
interaccioén entre las cargas positivas de los liposomas y las cargas negativas del ODN-CpG,
pudiendo actuar este ultimo como un “pegamento” entre liposomas adyacentes [173]. Este
concepto pudo ser probado mediante las técnicas de MET y MEB, donde se pudo observar que
las formulaciones que contenian ODN-CpG, presentaban efectivamente una mayor proporcion de
vesiculas agregadas. Por otro lado, mediante la técnica de DLS se evidenci6 que ante el agregado
de AG2-C16 a las formulaciones, se produce un aumento en el PZ. Este efecto podria explicarse
por la presencia de dos residuos de ornitina en este lipopéptido que le brindan 2 cargas positivas
a cada molécula [163], aumentando asi el nimero de moles de lipidos catiénicos presentes en la

formulacién [57]. A su vez, se pudo observar que la formulacién conjunta del oligonucleétido
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con AG2-C16 presentd una disminucién tanto en el didmetro medio como en el IPD de las
particulas, respecto a la formulacion Lip+ODN-CpG. Esto podria indicar que AG2-C16 favorece
la disminucién del tamafio de los agregados formados con el ODN-CpG, como fue demostrado
por microscopia. Si bien no es de nuestro conocimiento que existan otros estudios de liposomas
catiénicos suplementados con ambos inmunoestimulantes, se han reportado resultados semejantes
al utilizarse un SAA de tipo gemini formulado en nanoparticulas lipidicas neutras suplementado
con un ODN-CpG. En este trabajo, los autores predicen una buena estabilidad coloidal de la
suspension basados en los resultados obtenidos por DLS, donde las particulas obtenidas resultaron
de un didmetro medio cercano a los 200 nm con la presencia de una pequefia proporcién de
particulas de entre 0,5-1,0 um que se deberian al agregado de vesiculas durante su obtencién
[174].

Por otra parte, la incorporacion de OPM a las formulaciones, el cual fue obtenido
mediante la conjugacién de ramificados de manosas con cloruro de palmitoilo [157], result6 en
un incremento esperado en el didmetro de los liposomas [175], ya que estas estructuras de gran
tamafio se depositarian en la superficie de los liposomas pre-armados. A su vez, se debe resaltar
que el uso combinado de OPM y ODN-CpG genera un leve incremento en el didmetro de las
particulas manteniendo un bajo IPD, semejante al obtenido por otros autores [176]. Este resultado
se traduce en un aumento de la estabilidad de la formulacién, que podria estar explicada por las
cargas negativas de los OPM depositados en la superficie del liposoma, lo que conlleva a una gran
disminucién del PZ de las particulas, efecto observado también por otros autores [175]. Esto
permite proponer para el OPM un mecanismo de estabilizacion de los liposomas con ODN-CpG,
distinto al conferido por AG2-C16. Mientras que con AG2-C16, se lograria un aumento de los
moles de cargas positivas disponibles, logrando una mayor compensacion de las cargas negativas
del ODN-CpG vy, consiguiendo asi, disminuir el agregado de las vesiculas, en el caso del OPM,
el aumento de estabilidad podria ser explicado por un enmascaramiento de las cargas positivas
superficiales de los liposomas, impidiendo el efecto “pegamento” del ODN-CpG entre liposomas
adyacentes.

La técnica de DLS brinda un didmetro hidrodindmico que puede estar influenciado por la
capa de solvatacién presente sobre cada particula dependiente de distintos parametros como la
temperatura, viscosidad y concentracion de la muestra [177]. Por este motivo, mediante las
técnicas de microscopia se buscé no sélo conocer la morfologia y distribucién de las particulas,
sino también obtener una medicién alternativa del tamafio que podria acercarse mas al didmetro
real de las vesiculas lipidicas. Respecto a estos resultados, se puede decir que en todas las
formulaciones las particulas presentaron forma esférica y, en imdgenes obtenidas por MET, se
visualiz6 la aparicion de lineas concéntricas en algunas vesiculas, lo que indicaria que se trata de
vesiculas multilaminares. Basados en la forma, el tamafio y la laminaridad de las vesiculas, se

puede inferir que, mediante la técnica empleada para la obtenciéon de las formulaciones,
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efectivamente se generan liposomas con caracteristicas semejantes tanto a vesiculas de tipo SUV
como OLV (Fig. 5, en “Introduccion General) [56]. Si bien la mayoria de los reportes relacionan
el método de inyeccién etandlica con la obtencion de SUV, se han encontrado evidencias que
sugieren que tanto una velocidad de inyeccion lenta como una alta concentracién de lipidos darian
lugar a vesiculas de mayor tamafio [178,179]. Ambas condiciones se cumplen en nuestro trabajo,
pudiendo ser estos los motivos de la obtencion de OLV. Sin embargo, es necesario un estudio
mas exhaustivo de las formulaciones para conocer la distribucién porcentual de los distintos tipos
de vesiculas en las formulaciones.

Resulta interesante ver que los didmetros medios calculados por MET se mantienen entre
100 y 200 nm para todas las formulaciones. Esto permite inferir que, efectivamente, es posible
afladir moléculas inmunoestimulantes o antigenos a liposomas pre-armados sin afectar su
estructura original.

Se debe destacar el estudio de la interaccidn entre los liposomas catiénicos y el ODN-
CpG, donde se pudo comprobar que a pesar del elevado IPD de algunas formulaciones, este no
se deberia a una deformacién de las particulas o a una gran variacidn en su tamaio individual,
sino a la presencia de agregados entre ellas, lo que coincide con lo reportado por otros autores
[173]. A nuestro entender, estas observaciones estdn integramente relacionadas con la proteccién
del ODN-CpG conferida por los liposomas contra la accidon de la ADNasa. Asi, como hemos
demostrado en nuestros resultados, es posible entonces la utilizacién de oligonucledtidos con
enlace fosfodiéster, sensibles a la accién de nucleasas, pudiendo ser protegidos de la degradacién
enzimdtica mediante su formulacién en liposomas. Estos resultados se condicen con lo revisado
por Hanagata, quien concluye que los ODN-CpG naturales no requieren de su inclusién dentro de
nanoparticulas para ser protegidos de la degradacién enzimética, sino que basta con ser adsorbidos

en la superficie de estas [151].

De la respuesta inmune generada en ratones de las cepas BALB/c y C57BL/6J.

La capacidad de los distintos adyuvantes liposomales obtenidos, de inducir y dirigir el
perfil de la respuesta inmune generada hacia el antigeno recombinante rCIfA de S. aureus fue
evaluada en dos modelos murinos, BALB/c y C57BL/6J. Basados en los conocimientos actuales
sobre la estructura y funcionalidad de las células presentes en la piel, en todos los ensayos las
formulaciones evaluadas fueron administradas por via intradérmica.

Respecto a los ensayos realizados en ratones de la cepa BALB/c, en estos se evaluaron 2
inmunoestimulantes, AG2-C16 y ODN-CpG. En el estudio de la respuesta inmune humoral
generada por las distintas formulaciones evaluadas se pudo determinar que, si bien una tnica dosis
es capaz de inducir la produccién de IgG especifica, es necesaria una segunda dosis para alcanzar
niveles elevados de anticuerpos capaces de mantenerse, al menos, hasta por 15 dias,

consistentemente con lo observado en otros protocolos de inmunizacion activa tanto en humanos
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como en otras especies [180,181]. Considerando la inmunogenicidad previamente evaluada [110]
del antigeno utilizado, la formulacién de rCIfA en distintos adyuvantes liposomales buscd
principalmente diversificar el perfil de la respuesta inmune. Con esta finalidad, se estudiaron los
subtipos de IgG estimulados por cada formulacién. Si bien al estudiar la produccién de IgG1 sus
titulos mostraron una tendencia semejante a los resultados obtenidos para la IgG total, las
diferencias entre el uso de los distintos adyuvantes se evidenciaron al estudiar los titulos de IgG2a.
En este caso, independientemente del ensayo, las formulaciones que contenian ODN-CpG fueron
capaces de generar titulos de IgG2a superiores a la utilizacién del antigeno libre, consistente con
lo reportado en la bibliografia [149]. Estos resultados demostraron que con la utilizacién conjunta
del ODN-CpG y un vehiculo que le brinde proteccion, es posible utilizar un oligonucledtido
natural y de bajo costo sin perder el efecto inmunoestimulante del mismo, como han demostrado
también otros autores [68,120].

Considerando que S. aureus es tanto una bacteria comensal como patdgena, y uno de los
principales causantes de diversos tipos de infecciones cuando se produce una interrupcién de la
barrera epitelial de la piel o las mucosas, se estudio la capacidad de las distintas formulaciones de
generar una respuesta inmune humoral local. Por este motivo, se estudiaron los niveles de IgG e
IgA especifica presentes en mucosa vaginal. Este tejido se escogié principalmente por la ventaja
de poder obtenerse muestras a lo largo de todo el protocolo de inmunizacién sin presentar un
grado de invasion elevado para el animal ni efectos adversos para su salud [182]. Se pudo
constatar, que todas las formulaciones generaron un aumento en los niveles de IgG a lo largo del
protocolo, consistente con la cinética de los niveles detectados en sangre para este isotipo, aunque
con una mayor dispersién que podria estar asociada, no sélo a cuestiones técnicas, sino también
al momento del ciclo reproductivo en el que se encontraba cada animal ya que los estros no fueron
sincronizados antes de comenzar el plan [183]. Por otro lado, no se encontraron niveles
detectables de IgA especifica en ninguna de las muestras evaluadas. Esta prevalencia del isotipo
IgG en el tracto genital de ratones hembra ha sido reportada previamente por otros autores,
pudiendo estar asociada, al aumento sistémico de esta inmunoglobulina debido a la presencia del
receptor neonatal de Fc (nFcR) en el tracto genital murino, el cual favoreceria el pasaje de las IgG
especificas a la mucosa vaginal [184,185]. Asimismo, hay autores que sugieren que para una
efectiva induccién del isotipo IgA en el tracto genital se requiere que la inmunizacion sea local o
intranasal [186]. Sin embargo, otros autores han publicado un ensayo previo donde ratones de la
cepa BALB/c fueron inoculados por via intradérmica con un antigeno recombinante de HIV,
gpl40, suplementado alternativamente con los inmunoestimulantes, Poli(I:C) (4cido
poliinosinico-policitidilico) o CpG-1668. En este ensayo, se observé que en ambos casos se
incrementaron los niveles de IgG especifica, en mucosa vaginal, luego de la segunda dosis. Sin
embargo, fue necesaria una tercera dosis para inducir niveles detectables de IgA en el tracto

genital [187]. En otros ensayos realizados en nuestro laboratorio con el antigeno PmpD de
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Chlamydia trachomatis, se estudio el efecto de una estrategia de prime-boost, consistente en una
unica dosis del plasmido pVAX1-GSF2-F2PmpD por via intradérmica en la oreja (ear-pinner)
seguida de dos dosis, del antigeno recombinante rF2PmpD en liposomas por via nasal y el mismo
antigeno libre o formulado en Lip+AG2-C16 o Lip+ODN-CpG por via subcutdnea. En este
ensayo, solo luego de la tercera dosis fue posible detectar IgG e IgA en el tracto genital,
obteniéndose los mayores valores al utilizar las formulaciones liposomales como adyuvante
[188]. Basados en estos antecedentes, para poder determinar cudl de las formulaciones induciria
una mejor respuesta inmune humoral en el tracto genital, seria necesario estudiar la influencia de
una tercera dosis sobre nuestro modelo experimental.

Para el control eficiente de las infecciones causadas por S. aureus, se ha reportado que se
requeriria de una respuesta inmune celular balanceada entre los perfiles Th1, Th2 y Th17 [189].
En ensayos previos, realizados en ratones, donde se probaron vacunas a subunidades contra S.
aureus capaces de generar un perfil de respuesta Th17 se observé un aumento en la proteccion
durante el desafio [190]. Asimismo, se reporté una disminucién en la mortalidad de animales
inmunizados con una vacuna a ADN que incluia las secuencias de las proteinas CIfA, FnBPA y
la enzima sortasa de S. aureus. Esta proteccion se atribuy6 a la induccién conjunta de los perfiles
Th1y Th2 [191]. Con base en estos antecedentes, se decidi6 estudiar la posible induccién de estos
perfiles por las formulaciones evaluadas. Para esto, en ganglios obtenidos de los ratones
inmunizados se analizaron los niveles de linfocitos T CD4+ productores de las siguientes
citoquinas: IL-4 (Th2), IL-17 (Th17) e IFN-y (Th1); asi como los niveles de linfocitos T CD8+
productores de IFN-y en los ratones inmunizados, caracteristica de una respuesta T citotdxica
activa [192]. Como se muestra en los resultados, si bien las respuestas celulares observadas en
ratones BALB/c serfan dependientes de la presencia de rCIfA en la formulacién, la inoculacién
con el antigeno libre no fue capaz de generar un incremento en los niveles de linfocitos T en
ganglios. Sin embargo, el antigeno seria suficiente para inducir un aumento en el nimero de
linfocitos T CD4+ activos, productores de IL-4, respecto a la administracién de solucién buffer,
lo que se condice con la presencia de inmunoglobulinas especificas en el grupo rCIfA. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Yang y col., quienes compararon la respuesta inmune
generada por la proteina recombinante MEP1 de HIV-1, administrada de forma libre o formulada
a Alhydrogel 2% (InvivoGen, vac-alu-250) en ratones. En este ensayo, observaron que si bien el
antigeno era capaz de inducir una respuesta humoral especifica y de promover el aumento de los
niveles de IL-4, era incapaz de activar la respuesta celular, requiriendo la utilizacién del
adyuvante [193]. En nuestro caso, este efecto podria deberse no sélo a la inmunogenicidad propia
del antigeno evaluado, CIf, sino también a la porcién TRX (tiorredoxina) presente en la
recombinante como proteina de fusion, ya que ha sido reportada su alta inmunogenicidad [194].
A su vez, se observd que la utilizacién del antigeno al ser incluido en cualquiera de las

formulaciones liposomales indujo el aumento del nimero de linfocitos T CD4+ productores de
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IL-4, IL-17 e IFN-y. De estos resultados, resulta interesante resaltar aquellos asociados a la
utilizacion de AG2-C16 como inmunoestimulante, ya que, si bien la utilizacion de SAA de tipo
gemini como agentes de transfeccidn o para el delivery de drogas estd ampliamente reportada,
existe, en nuestro conocimiento, un unico reporte de su utilizacién en la formulacién de
adyuvantes [174]. Por esto, se debe sefialar que la incorporacion de AG2-C16 en la formulacion
estaria asociada con una mejoria en los niveles de produccién de IL.-17. Existe un reporte previo
de un lipopéptido de Borrelia burgdorferi capaz de inducir la produccion de IL-17 por linfocitos
Th. Sin embargo, a diferencia de AG2-C16, este es un triacil lipopéptido denominado OspA, que
por sus caracteristicas estructurales interactia con el heterodimero TLR1/2 [195-197]. Por otra
parte, la activacion del heterodimero TLR2/6 fue originalmente asociada a la induccién de un
perfil Treg, aunque estudios posteriores han reportado que en pulmones y en el tejido linfoide
asociado con el intestino (GALT) colaborarian con el desarrollo de una respuesta Th17 [198,199].
Considerando las semejanzas estructurales de AG2-C16 con un diacil-lipopéptido, podria
considerarse la interaccion con TLR2/6 como la posible via de activacién que utiliza esta
molécula para desencadenar el perfil Th17; sin embargo, se requieren mayores estudios para
conocer con exactitud su mecanismo de accion. Por otro lado, se debe resaltar que la utilizacién
conjunta de AG2-C16 con el ODN-CpG, no sélo estabilizaria la formulacién liposomal, sino que,
ademds, potenciaria los efectos estimulantes del segundo. Siendo asi, el grupo Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA el que alcanzé los mejores niveles tanto de linfocitos T CD4+
productores de IL-4, IL-17 e IFN-y, como de linfocitos T CD8+ activos productores de IFN- y.
Este efecto fue reportado previamente por otros autores, que demostraron que ante el uso conjunto
de un SAA de tipo gemini con cadenas alifiticas de 16-C y un ODN-CpG incorporados en
nanoparticulas lipidicas e inoculados por via intradérmica en ratones BALB/c, se obtenia un
incremento en el nimero de células secretoras de IL-4 e IFN-y [174]. Si bien no estd claro el
mecanismo por el que ejerce esta accidn, se ha reportado que la presencia de SAA de tipo gemini
en la formulacién de liposomas catiénicos incrementa la interaccion de las vesiculas lipidicas con
la membrana celular, y por consiguiente la eficacia del delivery intracelular de drogas [200]. Un
efecto semejante podria explicar la colaboracién observada con el ODN-CpG, permitiéndole una
mayor llegada al endosoma, lugar donde ejerce su efecto inmunoestimulante por contacto con el
TLRY [145], sin embargo, se requieren mayores estudios para confirmar esta teoria.

Por otro lado, se realiz6 el estudio de la respuesta inmune en ratones de la cepa C57BL/6J.
Debido a la cronologia de los ensayos, en este se pudo incluir un tercer inmunoestimulante, el
OPM, que fue obtenido posteriormente a la realizacién de los ensayos en la cepa BALB/c. Al
estudiar la respuesta inmune humoral, se encontr6 que todas las formulaciones que contenian el
antigeno fueron capaces de inducir elevados titulos de IgG especifica, semejantes entre si.
Ademas, si bien los titulos de IgG1 presentaron una tendencia semejante a los obtenidos para IgG,

los titulos de IgG2c se vieron aumentados en los grupos que recibieron formulaciones conteniendo
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el ODN-CpG. Estos resultados fueron consistentes con los encontrados en la cepa BALB/c en
este mismo trabajo y coinciden con los efectos de este inmunoestimulante sobre la respuesta
humoral, en ratones de la cepa C57BL/6, publicados anteriormente por otros autores [201].
Asimismo, se detectaron aumentos en los titulos de IgG2c al utilizarse OPM como
inmunoestimulante. Previamente, se ha reportado la capacidad de adyuvantes liposomales
complementados con polimeros de manosa para inducir un aumento tanto en el subtipo IgG1
como IgG2 en ratones, ante la inoculacién de un antigeno proteico. En la mayoria de estos
estudios se han utilizado como inmunoestimulante oligomanosas conformadas por 2 a 5 residuos
de manosa, en lugar de un ramificado de mayor tamafio como el OPM [202]. Sin embargo, otros
autores han podido demostrar este mismo efecto al formular un antigeno proteico con OPM en
niosomas administrados de forma tépica [203]. Respecto al plan de inmunizacion realizado en la
cepa C57BL/6J, se debe resaltar un resultado llamativo, que es la presencia de anticuerpos en el
grupo control Lip+AG2-C16+ODN-CpG, evidenciados por niveles de DO que alcanzaron valores
de hasta 0,450, para una dilucién de suero 1/10000. Los linfocitos B de memoria expresan el
TLR9 y se ha comprobado, a partir de linfocitos obtenidos de ratones C57BL/6 inmunizados, la
capacidad del ODN-CpG 1826 libre de inducir la diferenciacion a células plasmaticas y la
produccién de IgG especifica en ausencia del antigeno in vitro [204]. Considerando este
antecedente, y la capacidad de AG2-C16 de mejorar la capacidad inmunoestimulante del ODN-
CpG como se demostré en BALB/c, el resultado obtenido podria indicar que Lip+AG2-
C16+ODN-CpG por si solo podria estar actuando como inmunomodulador, estimulando, por
ejemplo, la produccién de anticuerpos por los linfocitos B de memoria capaces de reconocer
alguna fraccion de la proteina recombinante. Si bien se requieren mds ensayos para determinarlo,
estos anticuerpos podrian estar reconociendo la fracciéon TRX aportada por el plasmido pET32a
doénde CIfA se encuentra clonado, ya que esta secuencia proviene de la proteina TrxA de E. coli,
microorganismo comensal presente en intestino de ratones de laboratorio [205,206].

Respecto al estudio de la respuesta inmune celular en los ratones C57B1/6J, todos los
grupos que recibieron el antigeno formulado con adyuvante presentaron una tendencia al
incremento en el ndmero de linfocitos T CD4+ y CD8+, excepto el grupo Lip+AG2-C16+ODN-
CpG+rCIfA que sera tratado de manera individual posteriormente en este texto. Sin embargo, s6lo
la formulacién Lip+ODN-CpG+rCIfA fue capaz de inducir el aumento tanto en los niveles de
linfocitos T CD4+ productores de IL-4, IL-17 e IFN-y, como de linfocitos T CD8+ productores
de IFN-y e IL-17. Respecto al uso de OPM como inmunoestimulante, nuestros resultados
concuerdan con otros autores que han reportado que nanoparticulas cubiertas con OPM son
capaces de incrementar las respuestas T CD4+ y CD8+ especificas de antigeno [207]. Sin
embargo, se requerirdn mas ensayos para tener una vision mas clara del perfil de respuesta capaz
de inducir, ya que no fue posible incorporar los grupos control para las formulaciones con OPM

ni evaluarlas en ratones BALB/c. No obstante, se debe resaltar la tendencia de este
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inmunoestimulante a aumentar los niveles de IL-17 tanto en linfocitos T CD4+ como CD8+
respecto a la utilizacion del antigeno libre. Resulta especialmente interesante la capacidad de las
distintas formulaciones de inducir la produccion de IL-17 por linfocitos T CD8+, conocidos como
Tc17, ya que se ha reportado que este tipo celular juega un rol importante en la iniciacién de una
respuesta inmune temprana en animales previamente sensibilizados con el antigeno. Asi, ante un
desafio por via tépica con el antigeno, las Tcl7 inducirian el aumento de CXCLI,
quimioatractante de neutréfilos, dentro de las primeras 3-6 horas post-exposicion, estando
implicadas asi en el reclutamiento de las células innatas en el posible sitio de infeccion [208].
Este efecto seria clave, ya que se ha reportado que una respuesta inmune efectiva contra las
infecciones cutdneas causadas por S. aureus, debe implicar el reclutamiento de neutréfilos y la
formacidn de abscesos, necesarios para la eliminacion bacteriana [209]. Asimismo, si bien no se
han reportado asociaciones entre la generacién de linfocitos Tc17 especificas de antigeno y la
proteccién contra S. aureus, otros autores han demostrado, en ratones, tanto la capacidad de los
linfocitos Tc17 en el control efectivo de infecciones virales, como su plasticidad para convertirse
en células productoras de IFN-y, Tcl [210,211]. En cuanto a la formulacién Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA, a diferencia de lo encontrado en BALB/c, present un incremento tanto
respecto a su control como al uso del antigeno libre, s6lo en el nimero de linfocitos T CD4+
productores de IFN-y, mientras en el resto de los parametros mantuvo niveles semejantes a los
del control e incluso, en algunos casos, con una tendencia a la disminucién. En un estudio sobre
estrategias para el tratamiento de alergias, se reporté que la administraciéon de altas
concentraciones de ODN-CpG seria capaz de estimular una respuesta tolerogénica. Tanto en
ratones como en humanos, esta actividad inmunosupresora se ha atribuido a la capacidad del
ODN-CpG de estimular una respuesta reguladora mediada por la indoleamina 2,3-dioxigenasa 1
(IDO1). En este estudio se demostré que un ODN-CpG era capaz de activar una via TLR9/TRIF
y estimular la produccién de IDO1 por un mecanismo inmunosupresor mediado por el aumento
de IFN de tipo I [212]. Este mismo efecto fue reportado ante el uso de nanoparticulas formuladas
con el polimero catidénico polietilenimina (PEI) y un ADN bacteriano con secuencias CpG no
metiladas, denominadas DNP. En este dltimo trabajo, los autores demostraron que los niveles
séricos de IFN-y e IFN tipo I se elevaron rapidamente en ratones tratados con DNP, siendo
estimulados por vias dependientes e independientes de TLR9/Myd88, respectivamente.
Asimismo, demostraron que la induccién de IDO en tejido linfoide fue dependiente del
incremento del IFN tipo I e independiente de IFN-y [213]. En ratones de la cepa BALB/c, la
concentracién de ODN-CpG utilizada en nuestros ensayos no generd un efecto inmunosupresor,
ademas, su uso conjunto con AG2-C16 demostrd potenciar su efecto inmunoestimulante, segin
los niveles de anticuerpos especificos observados. Si bien se requieren estudios complementarios
para saber su mecanismo de accion, este efecto, podria deberse a un incremento en el delivery del

oligonucledtido a la célula como se explicé anteriormente. Esto podria ser interpretado por el
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sistema inmune como un aumento en el ODN-CpG disponible en la formulacién Lip+AG2-
C16+ODN-CpG+rCIfA respecto al resto de las formulaciones, pudiendo inducir un perfil Treg
capaz de inhibir los perfiles celulares estudiados. Estas diferencias encontradas a nivel de la
respuesta celular entre los estudios realizados en BALB/c y C57BL/6J, podrian estar
fundamentadas por el background genético de cada cepa, ya que se ha descripto, por ejemplo, que
mientras en ratones de la cepa BALB/c prevalece la respuesta inmune de tipo Th2, los animales
de la cepa C57BL/6 tienen una mayor predisposicion hacia el perfil Thl [214]. Teniendo en
cuenta todos los puntos anteriormente mencionados, se incorporara el estudio de los niveles de
IDOL1 y la activacién de Treg en futuros ensayos.

Cabe destacar que, ante la presencia de una parte proteica en el SAA AG2-C16, se decidi6
verificar la presencia de anticuerpos especificos contra este, tanto por ELISA como por Dot-Blot.
Se puede decir que, al menos, por las técnicas y en las condiciones evaluadas no fue posible
detectar anticuerpos anti-AG2-C16, lo que resulta alentador considerando que un adyuvante ideal
no debe comprometer la tolerabilidad y seguridad de la vacuna, induciendo, por €j., una reaccién
de hipersensibilidad hacia el mismo [215]. Sin embargo, se requieren de mayores estudios para
comprobar la seguridad de las formulaciones probadas [216].

Por dltimo, se debe sefialar que, si bien los datos no fueron mostrados, en el laboratorio
se realizaron otros ensayos en modelos murinos con un antigeno proteico formulado con los
distintos inmunoestimulantes en ausencia de liposomas. Estos experimentos resultaron en la
induccién de una respuesta inmune con bajos niveles de anticuerpos especificos respecto a su
incorporacién en liposomas, por lo que se continué con su estudio incorpordndolos siempre a
formulaciones liposomales [67,217]. Este resultado estaria soportado por la teoria que supone
que, para mejorar el efecto de un inmunoestimulante, éste y el antigeno deben ser presentados a
una misma APC, demostrando que el antigeno se encuentra dentro de un contexto con sefiales de
alerta como seria la presencia conjunta de PAMPs [64]. Al utilizar formulaciones liposomales
hemos podido demostrar tanto desde la caracterizacién de las formulaciones como desde el
estudio de la respuesta inmune que tanto nuestro antigeno modelo como los inmunoestimulantes
utilizados viajarian en la misma particula pudiendo ser presentados en conjunto al sistema

inmune.

De la capacidad de las formulaciones como adyuvante por via transcutdnea.

Una vacuna ideal debe ser segura, de facil aplicacién y capaz de generar una respuesta
inmune protectora de larga duracién [218]. Estos hechos, sumados al escaso cumplimiento de
algunos pacientes con los planes de vacunacién, colocan el desarrollo de procedimientos de
inmunizacién no invasivos, sin aguja y sin dolor, como una prioridad para las agencias de salud
publica [166]. Es por esto que la idea de una aplicacién tépica o intradérmica de vacunas,

mediante por ejemplo el uso de parches con microagujas, que no requiera de personal
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especializado para su administracion, resulta de gran interés a nivel mundial [219]. Considerando
esto, se decidié evaluar la posibilidad de evaluar nuestras formulaciones liposomales como
adyuvantes por via transcutdnea.

En una primera instancia, se estudi6é la capacidad de las distintas formulaciones de
mejorar el pasaje de un colorante a través de la epidermis utilizando el modelo de EMRs [170].
Como se observo en los resultados, los liposomas por si solos no generaron una mejora respecto
a la aplicacién del colorante libre. Este resultado concuerda con lo revisado por Elsayed y col.,
quienes describen a los liposomas convencionales como carriers de poco o ningtn valor para el
transporte de drogas por via transdérmica, ya que no penetran profundamente la piel y se confinan
en la capa superior del estrato cérneo. Los autores atribuyen esta baja efectividad, entre otros
factores, a la utilizacién de colesterol, el cual aumenta la rigidez de la vesicula, habiéndose
demostrado que la disminucién de este componente en las formulaciones liposomales se
encuentra asociada a un incremento en el transporte de drogas a través del estrato cérneo [220].
Sin embargo, al incorporar AG2-C16 a la formulacién, se observé un incremento de hasta el doble
de la permeabilidad del colorante libre. Hasta el momento, existe un dnico reporte previo, en
nuestro conocimiento, del uso conjunto de un SAA de tipo gemini formulado en nanoparticulas
para la inmunizacién transcutdnea con un antigeno proteico. Los autores demostraron la capacidad
de este tipo de formulaciones de inducir una respuesta inmune humoral y celular especifica,
indicando la capacidad de presentacién del antigeno [174]. Distintos surfactantes han sido
estudiados como potenciadores de la permeabilidad cutdnea debido a su capacidad para mejorar
la permeacién de farmacos en la piel mediante mecanismos que incluyen, entre otros, el cambio
reversible de la organizacién lipidica del estrato cérneo, con la consiguiente reduccién de la
resistencia a la difusién [221]. Por esta razén, distintos SAA de tipo gemini se han evaluado para
el transporte de drogas, habiéndose reportado, por ejemplo, un incremento en la permeabilidad de
dos tipos de anestesia al utilizar un gemini catiénico con acilos de 14-C [222]. Asimismo, otros
autores reportaron que la formulacién de nanoparticulas utilizando este tipo de moléculas permitié
una mejora en la permeabilidad cutdnea de un antibidtico [223]. Aunque se ha demostrado la
capacidad de los SAA de tipo gemini de mejorar la absorcién de sustancias, no se conoce con
claridad el mecanismo. Un estudio reciente en el que se evalud la capacidad de un gemini para
inducir la absorcién intestinal de una droga en ratas, demostré que la molécula estudiada podia
tanto aumentar la fluidez de las membranas celulares, como inducir la disminucion de los niveles
de las claudinas -1 y -4, afectando las uniones estrechas entre las células epiteliales entéricas. De
esta forma, esta molécula podria inducir tanto un aumento del transporte transcelular como
paracelular [224]. Si bien se requieren ensayos complementarios para conocer el mecanismo de
accién ejercido por AG2-C16, los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con los
encontrados por otros autores. Respecto a la adicién de ODN-CpG a esta formulacién, se observé

que disminuye la permeabilidad en relacién a la utilizacién sélo de AG2-C16. Este mismo efecto
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se observd en todas las formulaciones que incluyen al ODN-CpG como inmunoestimulante.
Previamente, se ha demostrado que la permeabilidad mediada por liposomas es inversamente
proporcional al tamafio de las vesiculas, por lo que este efecto podria estar ligado a la presencia
de los agregados de mayor tamafio presentes en estas formulaciones [225]. Respecto a la
utilizacién de OPM, otros autores, han demostrado que la utilizacién de niosomas cubiertos con
mananos y aplicados de forma tdpica, es capaz de aumentar la respuesta inmune humoral
especifica hacia un antigeno proteico, respecto al uso de niosomas libres de este
inmunoestimulante [203]. Por otro lado, no existen reportes sobre el efecto de su incorporacién
en liposomas sobre la capacidad de mejorar la permeabilidad cutdnea. Por estos motivos, se debe
resaltar la tendencia al incremento en la permeabilidad al utilizar la formulacién Lip+OPM
observada en nuestros ensayos. En conjunto, se debe destacar el aumento en el pasaje del
colorante generado por algunas de las formulaciones evaluadas, ya que se trata de liposomas
convencionales, los cuales se han reportado aumentan la retencion de la molécula transportada en
la superficie epitelial, mientras que se necesitarian de liposomas deformables para inducir el
pasaje transcutdneo [226]. Con base en los resultados obtenidos y lo reportado en la bibliografia,
resulta interesante continuar con la evaluacién de estas formulaciones considerando incluir
modificaciones en la composicion lipidica de estas, para mejorar el pasaje transcutaneo.

Por dltimo, se evalud la capacidad de las distintas formulaciones de activar los genes
codificantes de las quemoquinas CXCL1/2/3/9/10, CCL2/3/20; y de las citoquinas IL-1a, IL-6,
TNF-o e IFN-B, tanto en queratinocitos como en fibroblastos. En la Tabla 6 se encuentran

resumidas las funciones de estas moléculas en la respuesta inmune.

Tabla 6: Rol de las distintas quemoquinas y citoquinas en la respuesta inmune de raton.

ngfmoq‘."na/ Funcion Fuente
itoquina
CXCL1 Reclutamiento y activacién de neutrofilos. [227]
CXCL2 Reclutamiento y activacién de neutréfilos. [228]
CXCL3 Reclutamiento y activacién de neutréfilos. [229]
CXCL9 Reclutamiento de células NK, linfocitos Thl y Tc efectores. [230]
CXCL10 |Reclutamiento de células NK, linfocitos Thly Tc efectores. [230]
CCL2 Reclutamiento de monocitos/macréfagos. [231]
CCL3 Reclutamiento de macréfagos. Promueve la activacién y migracién de [232]
linfocitos Tc.
CCL20 Reclutamiento de células dendriticas y linfocitos Th17. [233,234]
IL-1a Mediador de procesos inflamatorios. Inicia la respuesta de neutréfilos en [235]
el sitio de inflamacion.
IL-6 Citoquina pro y anti-inflamatoria. Reclutamiento de monocitos durante la | [236,237]
fase aguda.
TNF-a Citoquina proinflamatoria. Activacién de macréfagos y perpetuacion de [238]
su respuesta.
IFN-B Citoquina antiviral. Media la activacién y funciones de células NK. [239]

NK: Natural killer.
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Particularmente en fibroblastos, se observé que el OPM libre fue capaz de inducir un
aumento en los niveles de expresion de todos los genes estudiados, a excepcién de IFN-B que no
presento variaciones en su expresion en ninguna de las condiciones evaluadas. Esta respuesta se
deberia a la presencia de receptores de manosa en fibroblastos [240]. Si bien no hemos encontrado
reportes en fibroblastos, se ha descripto previamente que el reconocimiento por macréfagos de
los mananos presentes en Candida albicans, desencadenan el incremento en los niveles de
CXCL1, CXCL2, IL-6, entre otras, lo que podria explicar el efecto proinflamatorio generado por
este inmunoestimulante [241]. Por otro lado, al incorporarse el OPM en una formulacion
liposomal los niveles de expresion de todos los genes mostraron una tendencia a disminuir
respecto a su utilizacion libre. Este efecto no se ha reportado previamente, pero podria deberse
una disminucién de la concentracién efectiva de manano capaz de interactuar con su receptor. Si
se considera que el receptor de manosa se trata de un receptor de membrana, la simple incubacién
con el OPM seria suficiente para que se produzca el reconocimiento y la consiguiente activacion
[242]. En este estado, se puede asumir que todas las moléculas de OPM son capaces de interactuar
con su receptor con la misma probabilidad. Sin embargo, al formularlo en liposomas, como hemos
demostrado, este oligosacdrido recubre la vesicula. Considerando que los fibroblastos fueron
cultivados en monocapa, esta configuraciéon espacial del OPM afectaria la probabilidad de
interaccién con su receptor. Asi, por ejemplo, al generarse la interaccion entre el receptor y una
molécula de OPM unida a una vesicula, se impediria la interaccién de los OPM dispuestos de cara
opuesta a la superficie de contacto con la célula, reduciendo asi el nimero de OPM disponibles.
Si bien esto explicaria, en parte, la disminucién de la respuesta en presencia de liposomas, se
requieren estudios complementarios para probar este supuesto. Asimismo, y a pesar de este efecto,
se debe resaltar que todas las formulaciones con OPM indujeron altos niveles de expresién de
CXCL9/10 y CCL20, asociadas a la quimioatraccion de linfocitos efectores de tipo Th1l y Th17,
asi como de linfocitos Tc al sitio de infeccién [230,234]. Por ultimo, se deben resaltar los
resultados obtenidos para el ODN-CpG, el cual, si bien es un inductor del perfil Thl, no fue capaz
de aumentar la expresién de CXCL9, principal quimioatractante de este tipo celular, cuando fue
usado en forma libre, sino que fue necesaria su incorporacién en formulaciones liposomales para
observar este efecto. En particular, la formulacidn conjunta del oligonucleétido con AG2-C16 en
liposomas resulta en un incremento notable de la expresion de CXCL9, lo que deja entrever
nuevamente la capacidad del SAA probado de potenciar el efecto inmunoestimulante del ODN-
CpG. La incapacidad de un ODN-CpG libre de inducir el aumento de CXCL9 en fibroblastos fue
reportada previamente por otros autores [243]. Sin embargo, otros autores han publicado, que los
ODN-CpG en conjunto con liposomas, son capaces de interactuar con el TLR9 e inducir la
produccion tanto de CXCL9 como de CXCL10 en otros tipos celulares, demostrando su capacidad
de favorecer la migracién de los linfocitos Thl [244]. Basados en estos antecedentes, podemos

sugerir que, en nuestros ensayos, la formulacién del ODN-CpG formulado en liposomas, podria
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mejorar el ingreso del oligonucleétido a los fibroblastos, para asi ser reconocido por TLRY,
receptor también presente en este tipo celular, desencadenando el aumento en CXCL9 [245].
Respecto al estudio en queratinocitos, ninguna de las condiciones evaluadas fue capaz de
generar modificaciones en los niveles de expresion de ninguno de los pardmetros incluidos en
este estudio. Sin embargo, previamente se ha reportado el uso de la secuencia CpG 1826, en este
caso con enlaces fosforotioato, en la activacion de queratinocitos. Este oligonucleétido se probd
en un rango de concentraciones, incluido el evaluado en nuestro ensayo y demostré incrementar
la produccién de citoquinas proinflamatorias luego de 48 horas [246]. Otros autores reportaron
que el ODN-CpG 1826 fue capaz de incrementar los niveles de IL-10 y TNF-a en queratinocitos
luego de 72 horas de cultivo [247]. Por otro lado, se ha descripto que el reconocimiento de PAMPs
mediado por lectinas de unién a manosa en queratinocitos estaria asociado al incremento de
CXCL1 [248]. Sin embargo, no hemos encontrado reportes de ensayos semejantes a los realizados
en este trabajo. Por este motivo, serd necesario continuar y repetir los estudios realizados
considerando la posibilidad de incorporar modificaciones en los protocolos empleados, como

tiempo de incubacién y concentracién de los distintos inmunoestimulantes.
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CONCLUSIONES

En esta etapa del trabajo se obtuvo una serie de formulaciones compuestas por liposomas
cargados con distintos inmunoestimulantes. Respecto a su caracterizacién, fue posible demostrar
que a pesar de los cambios en el potencial zeta generados por la adiciéon de cada
inmunoestimulante, no se observaron cambios en la morfologia, manteniéndose la conformacién
de vesiculas esféricas. Asimismo, no se evidenciaron grandes cambios en el didmetro de las
bicapas lipidicas, lo que muestra que el método de inyeccién etandlica, seguido del agregado de
los inmunoestimulantes a las vesiculas preformadas, conduce a que estos ultimos queden en el
exterior de los liposomas y, por consiguiente, expuestos para su correcto reconocimiento por los
receptores del sistema inmune. Por otro lado, se observé que la inestabilidad conferida a las
formulaciones por la adicién del ODN-CpG, se debe a un aumento en el agregado de las vesiculas,
efecto que puede disminuirse con la utilizacién conjunta de AG2-C16 en la formulacién. A su
vez, se determiné que los liposomas obtenidos son capaces de brindar proteccién al
oligonucledtido ante la accién de ADNasas, permitiendo utilizar ODN-CpG con enlaces
naturales, biocompatibles y de bajo costo como inmunoestimulante.

En cuanto a la respuesta inmune estudiada para cada formulacién, se concluye que luego
de la administracion de dos dosis, los tres inmunoestimulantes probados, ODN-CpG, AG2-C16 'y
OPM, al ser formulados en liposomas son capaces de estimular una respuesta inmune hacia un
antigeno proteico. La respuesta humoral se caracterizd, en todos los casos, por altos titulos de IgG
especificas, con altos niveles de ambos subtipos, IgG1 e IgG2a o IgG2c, segtn la cepa de ratones
utilizada, BALB/c o C57BL/6J, respectivamente. Asimismo, en los ensayos realizados en
BALB/c, se pudo comprobar que las formulaciones liposomales generaron un aumento en los
niveles de IgG en lavado vaginal, con ausencia de IgA especifica. Respecto a la respuesta celular,
si bien todas las formulaciones evaluadas demostraron incrementarla respecto a la utilizacién del
antigeno libre, resultan especialmente interesante los resultados obtenidos ante el uso
concomitante de AG2-C16 y ODN-CpG. La formulacién Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA, en
ratones de la cepa BALB/c, fue capaz de inducir los tres perfiles celulares evaluados Th1, Th2 y
Th17, con presencia de linfocitos Tc productores de IFN-y. Hasta el momento, y basados tanto en
los resultados obtenidos como en los antecedentes encontrados, es posible sugerir que la
formulacién Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rCIfA induciria una respuesta inmune con el perfil
deseado para el control de las infecciones causadas por S. aureus.

Por dltimo, se estudié la capacidad de las distintas formulaciones como adyuvante en la
inmunizacién por via transdérmica. Sobre este punto, se concluye que la incorporacién de AG2-
C16 a la formulacién liposomal es capaz de incrementar el pasaje del colorante a través de EMR,

permitiendo considerar a la formulaciéon Lip+AG2-C16 como sistema de delivery para la
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administracién tépica de principios activos. Un efecto semejante se observd al utilizar OPM,
aunque con mayor dispersion, por lo que se requiere continuar con su evaluacion. Asimismo, se
observé que la incorporaciéon de ODN-CpG dificultaria la penetracion del epitelio en las
formulaciones que lo contienen, disminuyendo el porcentaje de colorante transportado respecto a
la misma formulacién libre de oligonucledtidos. Por otro lado, se demostré que las formulaciones
que contienen OPM como inmunoestimulante son capaces de estimular la expresion de
quemoquinas y citoquinas proinflamatorias en fibroblastos. Principalmente, se debe resaltar la
capacidad de este inmunoestimulante de incrementar los niveles de expresion de
quimioatractantes de linfocitos Th1, Th17 y Tc, asi como de neutréfilos considerando la necesidad
de su reclutamiento para el control efectivo de S. aureus en el sitio de infeccién. Sin embargo,
teniendo en cuenta que estas formulaciones no fueron efectivas en la activacion de queratinocitos,
ni en el transporte de proteina a través de EMR, podria considerarse su utilizacién en la
vacunaciéon mediante microinyeccién o por via intradérmica. Asimismo, podria considerarse la
posibilidad de una formulacién que incluya tanto a OPM como a AG2-C16, aprovechando los
beneficios de la utilizacién de cada uno de ellos. Por dltimo, se debe destacar que, si bien estos
ensayos han sido una primera aproximacién al uso de las formulaciones estudiadas como
adyuvantes por via transcutdnea, han dado lugar a resultados sumamente prometedores sobre los

que se podra continuar trabajando.
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CONCLUSIONES GENERALES

El presente trabajo de tesis permitié el estudio de nuevos vehiculos y adyuvantes, basados
en liposomas catiénicos, y su aplicacién en la inmunizacién de antigenos recombinantes de S.
aureus en diferentes modelos experimentales.

Por un lado, se estudié la respuesta inmune generada en terneras, vaquillonas y vacas
prefiadas tras la inmunizacién con una vacuna prototipica a subunidades, formulada a partir de
antigenos recombinantes y un adyuvante liposomal complementado con un ODN-CpG con
enlaces naturales, como inmunoestimulante. Los resultados obtenidos, nos permitieron concluir,
que es posible inducir una respuesta inmune humoral especifica en bovinos, capaz de bloquear
distintos factores de virulencia de S. aureus, a partir de la administracién de una vacuna con el
disefio antes mencionado. Sin embargo, las caracteristicas de la respuesta inmune montada
dependerian del plan de inmunizacién utilizado. Esto nos permite sugerir, para ensayos futuros,
la implementacién de planes de vacunacién que comiencen a temprana edad, seguida de la
aplicacion de refuerzos periddicos, como una estrategia para la obtencién de una respuesta inmune
con mayores niveles de anticuerpos en suero y leche, y presencia de IgG2 especifica al parto,
momento de mayor susceptibilidad a contraer infecciones intramamarias. Se debe resaltar
también, que la capacidad del adyuvante probado de inducir una respuesta inmune de memoria,
permite, al utilizarse un plan de inmunizacién temprano, la aplicacién de un tnico refuerzo previo
al parto, lo que conduciria a un manejo mds simple de los animales en esta etapa.

Por otro lado, obtuvimos diversas formulaciones liposomales que contenian distintos
inmunoestimulantes. Estas formulaciones fueron caracterizadas y se estudié su capacidad, tanto
de inducir una respuesta inmune eficiente y especifica contra el antigeno rCIfA de S. aureus, en
un modelo experimental murino, como de actuar como vehiculo y adyuvante en la administracién
transdérmica e intradérmica de vacunas. En todas las formulaciones obtenidas, se mantuvo la
conformacion esférica de las vesiculas, propia de los liposomas. Ademas, se demostré que los
liposomas son capaces de brindar proteccion al ODN-CpG ante la accién de ADNasas,
permitiendo utilizar oligonucle6tidos con enlaces naturales, biocompatibles y de bajo costo como
inmunoestimulante. Asimismo, se observd que la utilizaciéon conjunta de AG2-C16 podria
disminuir la inestabilidad conferida a las formulaciones por la adicién del ODN-CpG a los
liposomas catiénicos. Respecto a la respuesta inmune inducida en ratones por estas
formulaciones, se concluy6 que los tres inmunoestimulantes formulados en liposomas, ODN-
CpG, AG2-C16 y OPM, son capaces de estimular una respuesta inmune hacia un antigeno
proteico. En todos los casos, la respuesta inmune humoral se caracterizé por altos titulos de IgG
especificas en sangre, con presencia de ambos subtipos, IgG1 e IgG2a o IgG2c, y por un aumento

en los niveles de IgG en lavado vaginal, con ausencia de IgA especifica. Respecto a la respuesta
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celular, se deben resaltar los resultados obtenidos ante el uso concomitante de AG2-C16 y ODN-
CpG en liposomas, formulacion capaz de inducir los tres perfiles celulares evaluados Thl, Th2 y
Th17, con presencia de linfocitos Tc productores de IFN-y. Considerando que esta respuesta
inmune coincide con el perfil deseado para el control de las infecciones causadas por S. aureus, a
partir de los resultados obtenidos en la presente tesis, sugerimos al adyuvante Lip+AG2-
C16+ODN-CpG como un potencial candidato para posteriores ensayos en bovinos. A su vez,
basados en el incremento inducido, por esta formulacion, de los niveles de linfocitos T CD8+
productores de IFN-y, nos permitimos proponer este adyuvante como una alternativa en el disefio
de vacunas para la prevencién de infecciones virales o cancer.

Por ultimo, en cuanto a la capacidad de las distintas formulaciones como adyuvante en la
inmunizacién por via transdérmica, los resultados nos permiten considerar a la formulacién
Lip+AG2-C16 como sistema de delivery para la administracidon tdpica de principios activos.
Mientras que la incorporacion de OPM a las formulaciones, mejora la capacidad
inmunoestimulante de la formulacién, estimulando la expresiéon de quemoquinas y citoquinas
proinflamatorias en fibroblastos, pero no asi, en queratinocitos. Entre las quemoquinas
estimuladas, se encontraron quimioatractantes de linfocitos Th1, Th17 y Tc, y de neutréfilos, que
pueden resultar en un reclutamiento celular clave para el control efectivo de S. aureus en el sitio
de infeccion. Estos resultados nos permiten sugerir el uso de formulaciones que contengan OPM
en modelos de inmunizacién mediante microinyeccién o por via intradérmica. Asimismo, podria
considerarse, en ensayos futuros, la utilizacién de una formulacién que incluya tanto a OPM como

a AG2-C16, para su aplicacién en modelos de inmunizacién por via transcutdnea.

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis, permiten demostrar que los liposomas
cationicos constituyen un sistema adyuvante de gran versatilidad, que permite la seleccion de
los inmunoestimulantes a incluir, en funcion de las caracteristicas de la respuesta inmune que

se necesita inducir. A futuro, la disponibilidad de una plataforma que permita la produccion de
vehiculos a medida, podria representar una ventaja en la biisqueda del diseiio racional de
vacunas orientadas a la profilaxis de enfermedades infecciosas causadas tanto en animales,

como en el Hombre.
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