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ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS 
 

ADN Ácido desoxirribonucleico 
Al(OH)3 AlhydrogelTM (Hidróxido de aluminio) 
APC Célula Presentadora de Antígeno 
ARN Ácido ribonucleico 
ATP Adenosín trifosfato 
BAc Buffer acetato 
BSA Albúmina Sérica Bovina 
CD Cluster de diferenciación 
Clf Clumping factor (factor de agregación) 
CLR Receptor de lectina de tipo C 
CMH Complejo mayor de histocompatibilidad 
COMETHEA Comité d'Ethique en Expérimentation Animale 

CP Polisacárido capsular 
CRM197 Mutante no tóxica 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 óptica 
DPPC Dipalmitoil fosfatidil colina 
EA Estearilamina 
EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 
EEM Error estándar de la media 
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay  

EMR Epidermis murinas reconstituidas  
FASS Federation of Animal Science Societies 

Fb Fibrinógeno 
FELASA  Federation of European Laboratory Animal Science Associations 

Fn Fibronectina 
FnBP Proteína de unión a fibronectina 
GALT Tejido linfoide asociado con el intestino 
GAPDH Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
GR Glóbulos rojos 
GUV Vesícula unilaminar gigante 
HA Hemaglutinina 
HK Housekeeping (gen control) 
HKGS Human Keratinocyte Growth Supplement  

Hla �☎✂✗☞✠✔✠✝✁ ✟ ✁✂-toxina) 
IDO1 Indoleamina 2,3-dioxigenasa 1  
IFN Interferón 
Ig Inmunoglobulina 
IL Interleuquina 
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ILAR Institute for Laboratory Animal Research 

INTA Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria 
IPD Índice de polidispersidad 
IsdB Proteína 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 Vesícula unilaminar grande 
LY Lucifer Yellow 

MEB Microscopía electrónica de barrido  
MET  Microscopía electrónica de transmisión  
MLV Vesícula multilaminar 
MntC Lipoproteína transportadora de manganeso C 
MPL Monofosforil lípido A 
MR Receptor de manosa  
MVV Vesícula 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 Oligodesoxinucleótido con motivos CpG 
OLV Vesícula oligolaminar 
OMS Organización Mundial de la Salud 
ON Over night  
OPM O-palmitoil manano 
PAMP Patrones moleculares asociados con patógenos 
PBS Buffer fosfato salino 
PEI Polietilenimina 
PMA Forbol-12-miristato-13-acetato 
Poli(I:C) Ácido poliinosinico-policitidílico 
Prebios Plataforma de investigación experimental en biología y salud 
PZ �✗✎☎✝�✠✁☞ ✁ 
QS-21 Quillaja saponaria-21 
rClfA Clumping factor A recombinante 
RCS Recuento de Células Somáticas 
Rec Recombinantes 
rFnBPA Proteína de unión a fibronectina A recombinante 
RI Rango intercuartil 
RLR Receptor de tipo RIG-I 
RRP Receptor de reconocimiento de patrones 
Rs Coeficiente de correlación de Spearman 
SAA Surfactante aminoacídico 
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SAAC  Complejo antigénico asociado a exopolisacárido  
SARM Staphylococcus aureus resistente a meticilina 
SDS Dodecilsulfato sódico 
SFB Suero fetal bovino 
ST Shock térmico 
SUV Vesícula unilaminar pequeña 
Tc T citotóxico 
TCR Receptor de células T 
Th T helper 
TLC Cromatografía 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 síndrome de shock tóxico 
TT Toxoide tetánico 
UFC Unidades formadoras de colonias 
UP Université de Poitiers 
UV Ultravioleta 
WT Wild type 
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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 hospitalización y quintuplicando el riesgo de muerte en pacientes infectados. 

Por otra parte, la mastitis bovina es un claro ejemplo de los efectos de este patógeno en el ámbito 

veterinario. Hasta el momento, tanto en el ámbito de la medicina humana como veterinaria, el 

control de la propagación de este patógeno se basa, por un lado, en la prevención, donde el 

componente clave es la higiene y por otro, en las terapias antibióticas, aplicadas una vez detectada 

la infección. Sin embargo, S. aureus presenta una extraordinaria habilidad para desarrollar 

resistencia, por lo que el uso desmedido de antibióticos, ha dado lugar a un rápido desarrollo de 

cepas con diversas resistencias. Es por esto, que se necesitan nuevas herramientas para la 

prevención de las infecciones causadas por S. aureus.  

Staphylococus aureus �☛☎ ✠✝�☞☛✠✖✗ ☎✝ ☞✁ ☞✠✔✎✁ ✖☎ ✒✄✁✎✁✂☎✝✗✔ ✄✍✠✗✍✠✎✁✍✠✗✔✚ ✍☎✔✠✔✎☎✝✎☎✔ ✁

antibióticos 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 ámbito veterinario, existen 2 vacunas comerciales para el control 

de la mastitis bovina causada por este patógeno, sin embargo, ninguna de estas resulta 

completamente eficaz en la prevención de nuevas infecciones. Esta falta de eficacia, estaría 

asociada a la presencia de múltiples factores de virulencia en S. aureus, que contribuirían a la 

patogénesis de la infección. Por esto, existe un acuerdo generalizado sobre la necesidad de 

combinar múltiples antígenos en vacunas, para generar una respuesta inmune capaz de bloquear 

etapas claves en la patogénesis estafilocóccica. A su vez, algunos autores sugieren que para un 

control eficiente de las infecciones causadas por S. aureus, sería clave la inducción de una 

respuesta de tipo Th1/Th17.  

El adyuvante utilizado en una vacuna es un factor crítico para su eficacia. La combinación 

apropiada de antígenos y adyuvantes, se vuelve clave para la formulación de vacunas eficaces 

contra S. aureus. Entre los adyuvantes de nueva generación se encuentran los liposomas, vesículas 

fosfolipídicas capaces de favorecer el desarrollo de respuestas inmunes específicas, mediante el 

transporte del antígeno junto con moléculas inmunoestimulantes. Nuestro grupo de trabajo diseñó 

un adyuvante basado en liposomas catiónicos, suplementado con oligonucleótidos con motivos 

CpG (ODN-CpG), como inmunoestimulante. Su evaluación en ratones BALB/c, utilizando un 

antígeno proteico modelo, resultó en la generación de altos títulos de anticuerpos, con producción 

de IgG1 e IgG2a, estimulación de linfocitos T con producción de IFN-✄ ✛ sin efectos adversos.  

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

lado, se estudió la respuesta inmune generada en terneras, vaquillonas y vacas preñadas tras la 
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inmunización con una vacuna a subunidades, que incluyó distintos antígenos recombinantes de S. 

aureus, formulados con los adyuvantes liposomales previamente evaluados en ratón por nuestro 

grupo. Por otro lado, se generaron diversas formulaciones liposomales que contenían distintos 

inmunoestimulantes junto a un antígeno de superficie de S. aureus recombinante, factor de 

agregación (rClfA) y se estudió su capacidad de inducir una respuesta inmune eficiente en un 

modelo experimental murino. Asimismo, se evaluó la capacidad de las distintas formulaciones 

liposomales como vehículo y adyuvante en la administración transdérmica e intradérmica de 

vacunas.   

En el primer capítulo se presentan los resultados obtenidos en bovinos tras la 

inmunización con una vacuna prototípica a subunidades contra S. aureus. En una primera 

instancia, se inmunizaron terneras de 6 a 8 meses de edad con 3 dosis de un inmunógeno que 

contenía los antígenos recombinantes de S. aureus, proteína de unión a fibronectina (rFnBPA) y 

rClfA. Un año más tarde recibieron una cuarta dosis y 21 días previos al primer parto un refuerzo. 

El inmunógeno se formuló alternativamente con liposomas (Lip), ODN-CpG, liposomas con 

ODN-CpG (Lip+ODN-CpG), o hidróxido de aluminio (Al(OH)3). Se evaluó 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/rClfA e Al(OH)3+rFnBPA/rClfA, 

alcanzaron los mayores niveles de IgG en sangre. Luego de la cuarta dosis, ambas formulaciones 

generaron un aumento rápido en los niveles de IgG en sangre, manteniéndose elevados incluso 

hasta el día 60 post refuerzo. Una respuesta semejante en los niveles de IgG, fue observada luego 

del refuerzo pre-parto. La producción de IgG1 en sangre estuvo estimulada en todos los grupos 

experimentales, mientras que sólo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA indujo la producción de IgG2 

específica. En las muestras de leche, se encontraron niveles aumentados de IgG específicas en 

todos los grupos experimentales, caracterizada por la presencia de IgG1 y ausencia de IgG2. 

Asimismo, se demostró que, luego del refuerzo pre-parto, los anticuerpos generados en los grupos 

Lip+rFnBPA/rClfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA podrían disminuir la unión de S. aureus a 

fibrinógeno. Estos resultados permitieron concluir que la inmunización con proteínas 

recombinantes formuladas con un adyuvante basado en liposomas catiónicos y un ODN-CpG, es 

un método viable para la inducción de una fuerte respuesta inmune humoral, con producción de 

IgG2 específica y generación de una respuesta inmune de memoria. Esto permitió seleccionar este 

adyuvante para su evaluación en un plan de inmunización aplicado en la etapa tardía de gestación.  

En esta segunda instancia, se inmunizaron vaquillonas y vacas preñadas, en el último 

trimestre de gestación, las cuales fueron divididas al azar en dos grupos. El grupo tratado fue 

inmunizado con la formulación Lip+ODN-CpG+Rec, que contuvo como inmunógeno los 

antígenos recombinantes de S. aureus, rFnBPA, rClfA, r✂-toxina y r✂-toxina, mientras que el 

grupo restante actuó como control sin inmunizar.  El grupo tratado recibió 2 dosis previas al parto. 

Se evaluó 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 administración de la formulación Lip+ODN-CpG+Rec resultó 

en un aumento en los niveles de IgG específica, en sangre, contra los 4 antígenos evaluados, con 

producción de IgG1 e IgG2, y predominancia del primer subtipo. En este grupo, los niveles de 

IgG específicos en leche tendieron a ser más elevados al momento del parto. Finalmente, se 

demostró que los anticuerpos inducidos por la formulación Lip+ODN-CpG+Rec, serían capaces 

de inhibir la actividad hemolítica de la ✂-toxina y ✂-toxina nativa de S. aureus.  

En conjunto, estos resultados permiten concluir que es posible inducir una respuesta 

inmune humoral específica en bovinos, a partir de la administración de una vacuna a subunidades, 

utilizando como adyuvante, liposomas catiónicos suplementados con un ODN-CpG. Asimismo, 

permiten sugerir la implementación de planes de vacunación que comiencen a temprana edad, 

como una herramienta que podría mejorar la eficacia de una nueva vacuna. 

En el segundo capítulo se obtuvieron una serie de formulaciones compuestas por 

liposomas cargados con distintos inmunoestimulantes; un ODN-CpG, un surfactante 

aminoacídico de tipo gemini (AG2-C16) y un oligosacárido hidrofobizado, O-palmitoilmanano 

(OPM), así como la combinación del ODN-CpG con AG2-C16 u OPM, alternativamente. Las 

formulaciones obtenidas fueron caracterizadas, demostrándose que el agregado de los distintos 

inmunoestimulantes no generó cambios en la morfología de los liposomas, manteniéndose la 

conformación esférica, con tamaños comprendidos entre 150-450 nm. Asimismo, se observó que 

el ODN-CpG disminuye la estabilidad de los liposomas, siendo este efecto contrarrestado con el 

agregado de AG2-C16 u OPM en la formulación. A su vez, se demostró que los liposomas 

protegen al oligonucleótido de la acción de ADNasas, permitiendo utilizar un ODN-CpG con 

enlaces naturales, biocompatibles y de bajo costo como inmunoestimulante.  

Posteriormente, se estudió la capacidad adyuvante de las distintas formulaciones en un 

modelo experimental murino. En primer lugar, se estudió la respuesta inducida al inmunizar 

ratones hembra de la cepa BALB/c, con el antígeno libre (rClfA), así como incorporado en tres 

formulaciones liposomales; Lip+ODN-CpG+rClfA; Lip+AG2-C16+rClfA y Lip+AG2-

C16+ODN-CpG+rClfA. Este estudio contó con dos ensayos independientes. En el primero se 

estudió 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 última dosis. En 

el segundo estudio se evaluó la respuesta celular inducida por las formulaciones, luego de aplicado 

un refuerzo pre-sacrificio 10 días post segunda dosis. Las células de los ganglios linfáticos, 

obtenidos al sacrificio, se analizaron mediante citometría de flujo para evaluar la producción de 

IL-4, IL-17 e IFN-✄ en los linfocitos T CD4+ y CD8+. Este último ensayo fue repetido utilizando 

ratones hembra de la cepa C57BL/6J e incorporando las formulaciones: Lip+OPM+rClfA y 

Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA. 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 títulos de IgG específicas, con altos niveles de los subtipos, 
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IgG1 e IgG2a o IgG2c, en BALB/c o C57BL/6J, respectivamente. Las formulaciones liposomales 

evaluadas generaron un aumento en los niveles de IgG en lavado vaginal, con ausencia de IgA 

específica. Respecto a la respuesta celular, la formulación Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA, fue 

capaz de inducir los tres perfiles celulares evaluados Th1, Th2 y Th17, y de linfocitos Tc 

productores de IFN-✄✞ Considerando que esta respuesta coincide con el perfil deseado para el 

control de las infecciones causadas por S. aureus, los resultados obtenidos en este capítulo, 

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-✄✑ ✠✝✖☛�ido por esta formulación, permiten proponer este adyuvante como 

una alternativa en el diseño de vacunas para la prevención de infecciones virales o cáncer. 

Por último, en el segundo capítulo, se estudió la potencialidad de las distintas 

formulaciones en la inmunización por vía transdérmica. Para esto, por un lado, se evaluó la 

capacidad de las distintas formulaciones para transportar el colorante fluorescente Lucifer Yellow 

(LY), a través de una epidermis reconstituida de ratón (EMR). En este ensayo se observó que la 

incorporación de AG2-C16 a la formulación liposomal incrementó el pasaje del colorante a través 

de la EMR. Esto permite considerar a la formulación Lip+AG2-C16 como un sistema de delivery 

para la administración tópica de principios activos. Por otro lado, se estudió la capacidad de las 

distintas formulaciones, y sus componentes individuales, de estimular la activación de 

queratinocitos y fibroblastos in vitro. Se encontró que las formulaciones que contenían OPM 

como inmunoestimulante fueron capaces de estimular la expresión de quemoquinas y citoquinas 

proinflamatorias en fibroblastos. Entre ellas, se detectaron elevados los niveles de 

quimioatractantes de linfocitos Th1, Th17 y Tc, así como de neutrófilos, células requeridas para 

un control efectivo de S. aureus en el sitio de infección. Las formulaciones evaluadas no fueron 

efectivas en la activación de queratinocitos. Estos resultados permiten sugerir el uso de 

formulaciones que contengan OPM en modelos de inmunización mediante microinyección o por 

vía intradérmica. Asimismo, podría considerarse, en ensayos futuros, la utilización de una 

formulación que incluya tanto a OPM como a AG2-C16, para su aplicación en modelos de 

inmunización por vía transcutánea. 

Los resultados presentados en esta tesis muestran que los liposomas catiónicos 

constituyen un sistema adyuvante de gran versatilidad, que permiten la selección de los 

inmunoestimulantes a incluir, en función de las características de la respuesta inmune necesaria.
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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 IgG2a production, stimulation of T lymphocytes with IFN-✄ ✄✍✗✖☛�✎✠✗✝

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 (rClfA). 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 rClfA. 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/rClfA 

and Al(OH)3+rFnBPA/rClfA 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/rClfA 

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/rClfA 

and Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA 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, 

✍�☞�✟✑ ✍✂-✎✗✁✠✝ ✁✝✖ ✍✂-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 ✂- ✁✝✖ ✂-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 (rClfA) and three liposomal formulations: Lip+ODN-CpG+rClfA; Lip+AG2-

C16+rClfA and Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA, 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-✄ ✄✍✗✖☛�✎✠✗✝ by CD4+ and CD8+ T lymphocytes. This assay was repeated 

using female C57BL/6J mice and incorporating 2 experimental groups: Lip+OPM+rClfA and 

Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA. 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/6J 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+rClfA formulation was able to induce Th1, Th2 and Th17 profiles, and IFN-✄

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-✄✑ 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.



Résumé 

Página | 12  
  

RÉSUMÉ 
 

Les estimations montrent que les infections à Staphylococcus aureus représentent 20 à 

25% des infections nosocomiales, conduisant à de sérieuses complications pouvant augmenter 

✄✁✍ � ☞✁ ✖☛✍✁☎ ✖✂✆✗✔✄✠✎✁☞✠✔✁✎✠✗✝ ☎✎ ✄✁✍ ✄ ☞☎ ✍✠✔✌☛☎ ✖☎ ✖✁�☎✔ ✖☎✔ ✄✁✎✠☎✝✎✔ ✠✝�☎�✎✁✔✞✆☎ ✄☞☛✔✑ ☞✁ ✂✁✔✎✠✎☎

bovine est un exemple des effets de ce pathogène dans le domaine vétérinaire. A ce jour, à la fois 

en médecine humaine et vétérinaire, le contrôle de la dissémination de ce pathogène est basé sur 

☞✁ ✄✍✁✘☎✝✎✠✗✝✑ ✄✗☛✍ ☞✁✌☛☎☞☞☎ ☞✁ �✗✂✄✗✔✁✝✎☎ �☞✁ ☎✔✎ ☞✂✆✛✂✠☎✝☎✑ ✁✠✝✔✠ ✌☛☎ ☞☎✔ ✎✆✁✍✁✄✠☎✔ ✁✝✎✠✡✠✗✎✠✌☛☎✔

une fois l✂infection détectée. Cependant S. aureus a une capacité extraordinaire à développer une 

résistance ☎✎ ☞✂☛✔✁✂☎ ☎✁�☎✔✔✠� ✖✂✁✝✎✠✡✠✗✎✠✌☛☎✔ �✗✝✖☛✠✎ ✁☛ ✖✁✘☎☞✗✄✄☎✂☎✝✎ ✖☎ ✔✗☛�✆☎✔ ✂☛☞✎✠-

résistantes. Par conséquent, de nouveaux outils sont nécessaires dans la prévention des infections 

à S. aureus. 

Staphylococcus aureus fait partie de la liste prioritaire des bactéries résistantes aux 

antibiotiques ✄☛✡☞✠✁☎ ✄✁✍ ☞✂✝✞✟✑ �✁✠✔✁✝✎ ✖☛ ✖✁✘☎☞✗✄✄☎✂☎✝✎ ✖☎ ✘✁��✠✝✔ ☛✝☎ ✄✍✁✗��☛✄✁✎✠✗✝

✄✍☎✂✠☎✍☎✞ �☎✄☎✝✖✁✝✎✑ ✠ �☎ ✡✗☛✍✑ ✁☛�☛✝ ✘✁��✠✝ ✝✂☎✔✎ ✁✄✄✍✗☛✘✁ ✄✗☛✍ ☛✝☎ ☛✎✠☞✠✔✁✎✠✗✝ �✆☎☛ ☞✂✆✗✂✂☎✞

Dans le domaine vétérinaire, il existe deux vaccins commerciaux pour le contrôle de la mastite 

✡✗✘✠✝☎✑ ✂✁✠✔ ✁☛�☛✝ ✖✂☎☛✁ ✝✂☎✔✎ ✘✍✁✠✂☎✝✎ ☎��✠�✁�☎ ✖✁✝✔ ☞✁ ✄✍✁✘☎✝✎✠✗✝ ✖☎ ✝✗☛✘☎☞☞☎✔ ✠✝�☎�✎✠✗✝✔✞ �☎

✂✁✝✌☛☎ ✖✂☎��✠�✁�✠✎✁ ✄☎☛✎ ☞✎✍☎ ✁✔✔✗�✠✁ ✠ ☞✁ ✄✍✁✔☎✝�☎ ✖☎ ✂☛☞✎✠✄☞☎✔ �✁�✎☎☛✍✔ ✖☎ ✘✠✍☛☞☎✝�☎ �✆☎☛ S. 

aureus✑ ✌☛✠ �✗✝✎✍✠✡☛☎ ✠ ☞✁ ✄✁✎✆✗✂☎✝☎✔☎ ✖☎ ☞✂✠✝�☎�✎✠✗✝✞ �✁✍ conséquent, il y a un accord général sur 

le besoin de combiner plusieurs antigènes dans les vaccins, pour générer une réponse immune 

capable de bloquer les étapes clés de la pathogenèse de Staphylococcus. En outre, certains auteurs 

✔☛✂✂☎✍☎✝✎ ✌☛☎ ☞✂✁☞✁✂☎✝✎ clé pour un contrôle efficace des infections à S. aureus ☎✔✎ ☞✂✠✝✖☛�✎✠✗✝

✖✂☛✝☎ ✍✁✄✗✝✔☎ ✠✂✂☛✝☎ ✌✆✍✎✌✆✍✏✞ 

✑✂✁✖✡☛✘✁✝✎ ☛✎✠☞✠✔✁ ✖✁✝✔ ☞☎✔ ✘✁��✠✝✔ ☎✔✎ ☛✝ �✁�✎☎☛✍ ☎✔✔☎✝✎✠☎☞ ✄✗☛✍ ✔✗✝ ☎��✠�✁�✠✎✁✞ ✑✁

�✗✂✡✠✝✁✠✔✗✝ ✁✄✄✍✗✄✍✠✁☎ ✖✂✁✝✎✠✂☎✝☎✔ ☎✎ ✖✂✁✖✡☛✘✁✝✎✔ ✖☎✘✠☎✝✎ ☛✝ ✁☞✁✂☎nt crucial pour formuler un 

vaccin efficace contre S. aureus✞ ✒✝☎ ✖☎✔ ✝✗☛✘☎☞☞☎✔ ✂✁✝✁✍✁✎✠✗✝✔ ✖✂✁✖✡☛✘✁✝✎ �✗✝�☎✍✝☎ ☞☎✔

liposomes, des vésicules phospholipidiques capables de favoriser le développement de réponses 

✠✂✂☛✝☎✔ ✔✄✁�✠�✠✌☛☎✔ ☎✝ ✎✍✁✝✔✄✗✍✎✁✝✎ ☞✂✁✝✎✠✂☎✝☎ 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✎�✑ ☎✝ ☛✎✠☞✠✔✁✝✎ ☛✝ ✂✗✖☎☞☎ ✖✂✁✝✎✠✂☎✝☎ ✄✍✗✎✁✠✌☛☎✑ �✗✝✖☛✠✎

✠ ☞✁ ✂✁✝✁✍✁✎✠✗✝ ✖☎ �✗✍✎✔ ✎✠✎✍☎✔ ☎✝ ✁✝✎✠�✗✍✄✔✑ ✁✘☎� ☛✝☎ ✄✍✗✖☛�✎✠✗✝ ✖✂✓✂✔✍ ☎✎ ✓✂✔✕✁ ☎✎ ✠ ☞✁ ✔✎✠✂☛☞✁✎✠✗✝

✖☎ ☞✛✂✄✆✗�✛✎☎✔ ✌ ✄✍✗✖☛✠✔✁✝✎ ✖☎ ☞✂✓✖✗-✄✑ ✔✁✝✔ ☎��☎✎✔ ✝✁�✁✔✎☎✔✞ 

Dans ce contexte, nous avons travaillé sur deux objectifs principaux. Premièrement, nous 

avons étudié la réponse immune induite chez les veaux, les génisses et les vaches enceintes après 

immunisation avec une sous-unité vaccinale composé de différents antigènes recombinants de S. 
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aureus, formulés avec des adjuvants liposomaux préalablement évalués chez la souris par notre 

groupe. Deuxièmement, nous avons généré différentes formulations liposomales contenant 

✖✠��✁✍☎✝✎✔ ✠✂✂☛✝✗✔✎✠✂☛☞✁✝✎✔ �✗✂✡✠✝✁✔ ✠ ☞✂✁✝✎✠✂☎✝☎ recombinant de S. aureus, Clumping Factor 

(rClfA). Nous avons ensuite étudié leur capacité à induire une réponse immune efficace dans le 

modèle murin expérimental. De plus, nous avons évalué la capacité des formulations liposomales 

en tant que vecteur et a✖✡☛✘✁✝✎ ✖✁✝✔ ☞✂✁✖✂✠✝✠✔✎✍✁✎✠✗✝ ✎✍✁✝✔✖☎✍✂✠✌☛☎ ☎✎ ✠✝✎✍✁✖☎✍✂✠✌☛☎ ✖☛ ✘✁��✠✝✞ 

Dans le premier chapitre, nous présentons les résultats obtenus dans le bétail après 

immunisation avec une sous-unité prototype de vaccin contre S. aureus. Dans un premier essai, 

des g✁✝✠✔✔☎✔ �✂✁☎✔ ✖☎ ✁ ✠ ✂ ✂✗✠✔ ✗✝✎ ✁✎✁ ✠✂✂☛✝✠✔✁☎✔ ✁✘☎� � ✖✗✔☎✔ ✖✂✠✂✂☛✝✗✂☎✝☎✔ �✗✝✎☎✝✁✝✎ ☞☎✔

antigènes de S. aureus fibronectin-binding protein (rFnBPA) and rClfA. Une quatrième dose a 

été administrée un an plus tard et un rappel unique 21 jours avant le vêlage✞ ✑✂✠✂✂☛✝✗✂☎✝☎ �☛✎

✁☞✎☎✍✝✁✎✠✘☎✂☎✝✎ �✗✍✂☛☞✁ ✁✘☎� ✖☎✔ ☞✠✄✗✔✗✂☎✔ ✁✑✠✄✄✑ ✖☎ ☞✂✝✆✗-CpG, des liposomes avec ODN-

CpG (Lip + ODN-�✄✔✄ ✗☛ ✖☎ ☞✂✆✛✖✍✗✁✛✖☎ ✖✂✁☞☛✂✠✝✠☛✂ (Al(OH)3). La réponse humorale a été 

✁✘✁☞☛✁☎ ✖✁✝✔ ☞☎ ✔✁✝✂ ✎✗☛✎ ✁☛ ☞✗✝✂ ✖☛ ✄✍✗✎✗�✗☞☎ ✖✂✠✂✂☛✝✠✔✁✎✠✗✝ ☎t dans le lait au début de la 

lactation. Après les 3 premières doses, les groupes Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA et 

Al(OH)3+rFnBPA/rClfA ✗✝✎ ✁✎✎☎✠✝✎ ☞☎✔ ✄☞☛✔ �✗✍✎✔ ✝✠✘☎✁☛✁ ✖✂✓✂✔ ✖✁✝✔ ☞☎ ✔✁✝✂✞ ✟✄✍☎✔ ☞✁ ✌☛✁✎✍✠☎✂☎

dose, les deux formulations ont généré une augmenta✎✠✗✝ ✍✁✄✠✖☎ ✖☎✔ ✝✠✘☎✁☛✁ ✖✂✓✂✔ ✖✁✝✔ ☞☎ ✔✁✝✂✑

qui sont restés élevés 60 jours après le rappel. Une réponse IgG similaire a été observée après le 

✍✁✄✄☎☞ ☎��☎�✎☛✁ ✁✘✁✝✎ ☞☎ ✘☞☞✁✂☎✞ ✑✁ ✄✍✗✖☛�✎✠✗✝ ✖✂✓✂✔✍ ✖✁✝✔ ☞☎ ✔✁✝✂ ✁ ✁✎✁ ✔✎✠✂☛☞✁☎ ✖✁✝✔ ✎✗☛✔ ☞☎✔

groupes expérimentaux, mais seul Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA a pu induire une production 

✖✂✓✂✔✕ ✔✄✁�✠�✠✌☛☎✔✞ ✆✁✝✔ ☞☎✔ ✁�✆✁✝✎✠☞☞✗✝✔ ✖☎ ☞✁✠✎✑ ✖☎✔ ✝✠✘☎✁☛✁ ✁☞☎✘✁✔ ✖✂✓✂✔ ✗✝✎ ✁✎✁ ✍☎✎✍✗☛✘✁✔ ✖✁✝✔

✎✗☛✔ ☞☎✔ ✂✍✗☛✄☎✔ ☎✁✄✁✍✠✂☎✝✎✁☛✁✑ �✁✍✁�✎✁✍✠✔✁✔ ✄✁✍ ☛✝☎ ✄✍✗✖☛�✎✠✗✝ ✖✂✓✂✔✍✂✁✠✔ ☛✝☎ ✁✡✔☎✝�☎ ✖✂✓✂✔✕✞

Nous avons également démontré que, après le rappel pré-vêlage, les anticorps générés dans les 

groupes Lip+rFnBPA/rClfA et Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA ont la capacité de diminuer la 

fixation de S. aureus au fibrinogène. Ces résultats nous permettent de conclure que 

☞✂✠✂✂☛✝✠✔✁✎✠✗✝ ✁✘☎� ✖☎✔ ✄✍✗✎✁✠✝☎✔ ✍☎�✗✂✡✠✝✁✝✎☎✔ �✗✍✂☛☞✁☎✔ ✁✘☎� ✖☎✔ ☞✠✄✗✔✗✂☎✔ �✁✎✠✗✝✠✌☛☎✔

✁✖✡☛✘✁✝✎✔ ☎✎ ✖☎ ☞✂✝✆✗-CpG est une méthode viable pour générer une réponse humorale forte, 

✁✘☎� ✄✍✗✖☛�✎✠✗✝ ✖✂✓✂✔✕✁ ✔✄✁�✠�✠✌☛☎✔ ☎✎ ☞✂✠✝✖☛�✎✠✗✝ ✖✂☛✝☎ ✂✁✂✗✠✍e immunitaire. Ainsi, nous 

✁✘✗✝✔ ✔✁☞☎�✎✠✗✝✝✁ �☎✎ ✁✖✡☛✘✁✝✎ ✄✗☛✍ ☞✂✁✘✁☞☛☎✍ ✖✁✝✔ ☞✁ ✖☎✍✝✠☎✍☎ ✁✎✁✄☎ ✖☛ ✄✍✗✂✍✁✂✂☎

✖✂✠✂✂☛✝✠✔✁✎✠✗✝ ✁☛ �✗☛✍✔ ✖☎ ☞✁ ✂☎✔✎✁✎✠✗✝✞ 

Dans ce deuxième essai, des génisses et des vaches enceintes ont été immunisées au cours 

du dernier trimestre de la gestation. Les animaux ont été divisé de manière aléatoire en deux 

groupes. Le groupe traité a été immunisé par la formulation Lip+ODN-CpG+Rec, contenant les 

antigènes de S. aureus ✍✖✝☎�✟✑ ✍�☞�✟✑ ✍✂-toxin et ✍✂-toxin comme immunogènes. Le second 

groupe constitue le groupe contrôle non-immunisé. Le groupe traité a reçu deux doses avant le 

✘☞☞✁✂☎✞ ✑✁ ✍✁✄✗✝✔☎ ✆☛✂✗✍✁☞☎ ✁ ✁✎✁ ✁✘✁☞☛✁☎ ✖✁✝✔ ☞☎ ✔✁✝✂ ✎✗☛✎ ✁☛ ☞✗✝✂ ✖☛ ✄✍✗✎✗�✗☞☎ ✖✂✠✂✂☛✝✠✔✁✎✠✗✝

☎✎ ✖✁✝✔ ☞☎ ☞✁✠✎✑ ✡☛✔✌☛✂✠ ☛✝ ✂✗✠✔ ✁✄✍☎✔ ☞☎ ✘☞☞✁✂☎✞ ✑✂✁✖✂✠✝✠✔✎✍✁✎✠✗✝ de Lip+ODN-CpG+Rec a induit 
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☛✝☎ ✁☛✂✂☎✝✎✁✎✠✗✝ ✖✁✝✔ ☞☎ ✔✁✝✂ ✖☎✔ ✝✠✘☎✁☛✁ ✖✂✓✂✔ ✖✠✍✠✂✁☎✔ �✗✝✎✍☎ ☞☎✔ � ✁✝✎✠✂☎✝☎✔ ✎☎✔✎✁✔✑ ☛✝☎

✄✍✗✖☛�✎✠✗✝ ✠ ☞✁ �✗✠✔ ✖✂✓✂✔✍ ☎✎ ✖✂✓✂✔✕✑ ✁✘☎� ✖☎✔ ✝✠✘☎✁☛✁ ✄☞☛✔ ✁☞☎✘✁✔ ✄✗☛✍ ☞☎ ✄✍☎✂✠☎✍ ✠✔✗✎✛✄☎✞✆✁✝✔

�☎ ✂✍✗☛✄☎✑ ☞☎✔ ✝✠✘☎✁☛✁ ✖✂✓✂✔ ✎☎✝✖☎✝✎ à être plus élevés dans le lait au moment du vêlage. Enfin, 

nous avons démontré que les anticorps induits par les formulations Lip+ODN-CpG+Rec sont 

�✁✄✁✡☞☎✔ ✖✂✠✝✆✠✡☎✍ ☞✂✁�✎✠✘✠✎✁ ✆✁✂✗☞✛✎✠✌☛☎✔ ✖☎✔ ✎✗✁✠✝☎✔ ✂ ☎✎ ✂ ✖☎✔ ✔✗☛�✆☎✔ ✔✁☛✘✁✂☎✔ ✖☎ S. aureus. 

Sur la base ✖☎ �☎✔ ✍✁✔☛☞✎✁✎✔✑ ✝✗☛✔ �✗✝�☞☛✗✝✔ ✌☛✂✠☞ ☎✔✎ ✄✗✔✔✠✡☞☎ ✖✂✠✝✖☛✠✍☎ ☛✝☎ ✍✁✄✗✝✔☎

✠✂✂☛✝☎ ✆☛✂✗✍✁☞☎ ☎��✠�✁�☎ ✖✁✝✔ ☞☎ ✡✁✎✁✠☞✑ ✄✁✍ ☞✂✁✖✂✠✝✠✔✎✍✁✎✠✗✝ ✖☎ ✔✗☛✔-unités vaccinales utilisant 

des liposomes cationiques supplémentés en ODN-CpG comme adjuvant. Nous suggérons aussi 

✌☛☎ ☞✁ ✂✠✔☎ ☎✝ ✁☛✘✍☎ ✖☎ ✄✍✗✂✍✁✂✂☎✔ ✖☎ ✘✁��✠✝✁✎✠✗✝ ✄☞☛✔ ✄✍✁�✗�☎✔ ✄✗☛✍✍✁✠✎ ✁✂✁☞✠✗✍☎✍ ☞✂☎��✠�✁�✠✎✁

✖✂☛✝ ✝✗☛✘☎✁☛ ✘✁��✠✝. 

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-�✍✁ ✗☛ ☞✂✝�✞ ✖☎ ✂✁✝✠☎✍☎ ✁☞✎☎✍✝✁✎✠✘☎✞ ✑✁ �✁✍✁�✎✁✍✠✔✁✎✠✗✝ ✖☎✔

formulatio✝✔ ✁ ✂✗✝✎✍✁ ✌☛☎ ☞✂✁✖✖✠✎✠✗✝ ✖☎✔ ✖✠��✁✍☎✝✎✔ ✠✂✂☛✝✗✔✎✠✂☛☞✁✝✎✔ ✝☎ ✂✁✝✁✍✁✠✎ ✄✁✔ ✖☎

changement dans la morphologie des liposomes, qui maintiennent leur conformation sphérique et 

leur taille entre 150 et 450 nm. De même, il a été observé que ODN-CpG diminue la stabilité des 

☞✠✄✗✔✗✂☎✔✞ �☎✎ ☎��☎✎ ✄☎☛✎ ☞✎✍☎ �✗✝✎✍☎�✁✍✍✁ ✄✁✍ ☞✂✁✡✗☛✎ ✖☎ ✟✔✕-�✍✁ ✗☛ ✖☎ ☞✂✝�✞ ✖✁✝✔ ☞✁

formulation. De plus, nous avons démontré que les liposomes peuvent protéger les 

✗☞✠✂✗✖✁✔✗✁✛✝☛�☞✁✗✎✠✖☎✔ ✖☎ ☞✂✁�✎✠✗✝ ✖☎✔ ✆✗✟✔☎✔✑ ✄☎✍✂☎✎✎✁✝✎ ☞✂☛✎✠☞✠✔✁✎✠✗✝ ✖✂✝✆✗-CpG 

biocompatibles et à bas coût avec des liaisons naturelles, comme immunostimulant. 

Par la suite, nous avons étudié la capacité adjuvante des formulations dans un modèle 

expérimental murin. Nous avons étudié la réponse immune induite chez des souris femelles 

BALB✎� ✄✁✍ ☞✂✁✝✎✠✂☎✝☎ ☞✠✡✍☎ ✁✍�☞�✟✄ ☎✎ ☞☎✔ ✎✍✗✠✔ �✗✍✂☛☞✁✎✠✗✝✔ ☞✠✄✗✔✗✂✁☞☎✔ : Lip+ODN-

CpG+rClfA, Lip+AG2-C16+rClfA and Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA. Cette étude a été 

réalisée dans deux expériences indépendantes. Dans la première, en utilisant 2 doses administrées 

✠ � ✔☎✂✁✠✝☎✔ ✖✂✠✝✎☎✍✘✁☞☞☎✔✑ ✝✗☛✔ ✁✘✗✝✔ ✁✎☛✖✠✁ ☞✁ �✠✝✁✎✠✌☛☎ ✖☎ ☞✁ ✍✁✄✗✝✔☎ ✠✂✂☛✝☎ ✆☛✂✗✍✁☞☎ ✖✁✝✔

☞☎ ✔✁✝✂ ☎✎ ☞✁ ✂☛✌☛☎☛✔☎ ✘✁✂✠✝✁☞☎✑ ✡☛✔✌☛✂✠ � ✔☎✂✁✠✝☎✔ ✁✄✍☎✔ ☞✁ ✖☎✍✝✠☎✍☎ ✖✗✔☎ ✠✝✡☎�✎✁☎✞ ✆✁✝✔ ☞✁

deuxième expérience, dix jours après 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 

✄✍✗✖☛�✎✠✗✝ ✖✂✓✑-�✑ ✖✂✓✑-17 et d✂✓✖✗-✄ ✄✁✍ ☞☎✔ ☞✛✂✄✆✗�✛✎☎✔ ✌ �✆�
+ et CD8+. Cet essai a été répété 

avec des souris femelles C57BL/6J en incorporant deux groupes expérimentaux : 

Lip+OPM+rClfA et Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA. Les trois immunostimulants, ODN-CpG, 

AG2-C16 and OPM✑ ☞✗✍✔✌☛✂✠☞✔ ✔✗✝✎ �✗rmulés dans des liposomes, sont capables de stimuler la 

réponse humorale, caractérisée par des titres élevés en IgG dans le sang, comportant des niveaux 

✁☞☎✘✁✔ ✖✂✠✔✗✎✛✄☎✔ ✓✂✔✍ ☎✎ ✓✂✔✕✁ ✗☛ ✓✂✔✕� ✖✁✝✔ ☞☎✔ ☞✠✂✝✁☎✔ BALB/C ou C57BL/6J, 
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respectivement. Les formu☞✁✎✠✗✝✔ ☞✠✄✗✔✗✂✁☞☎✔ ✗✝✎ ✁✂✁☞☎✂☎✝✎ �✗✝✖☛✠✎ ✠ ✖☎✔ ✝✠✘☎✁☛✁ ✁☞☎✘✁✔ ✖✂✓✂✔

✖✁✝✔ ☞✁ ✂☛✌☛☎☛✔☎ ✘✁✂✠✝✁☞☎✑ ☎✝ ☞✂✁✡✔☎✝�☎ ✖✂✓✂✟ ✔✄✁�✠�✠✌☛☎✔✞ En ce qui concerne la réponse 

cellulaire, la formulation Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA ☎✔✎ �✁✄✁✡☞☎ ✖✂✠✝✖☛✠✍☎ ✖☎✔ ✄✍✗�✠☞✔ Th1, 

Th2 et Th17 et la production de lymphocytes Tc produ✠✔✁✝✎ ✖☎ ☞✂IFN-✄✞ �✗✝✔✠✖✁✍✁✝✎ ✌☛✂✠☞ ✔✂✁✂✠✎

✖✂☛✝ ✄✍✗�✠☞ ✖✁✔✠✍✁ ✄✗☛✍ ☞☎ �✗✝✎✍�☞☎ ✖☎✔ ✠✝�☎�✎✠✗✝✔ ✠ S. aureus✑ ✝✗☛✔ ✔☛✂✂✁✍✗✝✔ ☞✂☛✎✠☞✠✔✁✎✠✗✝ ✖☎

☞✂✁✖✡☛✘✁✝✎ 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✂✓✖✗-✄ 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 

✖✁✝✔ ☞✂✠✂✂☛✝✠✔✁✎✠✗✝ ✎✍✁✝✔�☛✎✁✝✁☎✞ ✌✗☛✎ ✖✂✁✡✗✍✖✑ ✝✗☛✔ ✁✘✗✝✔ ✁✘✁☞☛✁ in vitro la capacité des 

différentes formulations à transporter la sonde fluorescente Lucifer Yellow (LY) au travers 

✖✂✁✄✠✖☎✍✂☎✔ ✂☛✍✠✝✔ ✍☎�✗✝✔✎✠✎☛✁✔ ✁✁✞✂✄✞ �☎ ✎☎✔✎ ✁ ✂✗✝✎✍✁ ✌☛☎ ☞✂✠✝�✗✍✄✗✍✁✎✠✗✝ ✖☎ ✟✔✕-C16 dans 

les formulations liposomales augmente le passage de la sonde à travers les RME. Il est donc 

possible de considérer la formulation Lip+AG2-C16 comme un sys✎☎✂☎ ✖✂✁✖✂✠✝✠✔✎✍✁✎✠✗✝ ✎✗✄✠✌☛☎

pour des principes actifs. Nous avons ensuite étudié la capacité de différentes formulations, et de 

leurs composants individuels, à stimuler in vitro les kératinocytes et les fibroblastes de la peau. 

Les formulations qui contiennent OPM, comme immunostimulant, sont capables de stimuler 

☞✂☎✁✄✍☎✔✔✠✗✝ ✖☎ �✆✠✂✠✗✄✠✝☎✔ ☎✎ ✖☎ �✛✎✗✄✠✝☎✔ ✄✍✗✠✝�☞✁✂✂✁✎✗✠✍☎✔ ✄✁✍ ☞☎✔ �✠✡✍✗✡☞✁✔✎☎✔✞ ✂✝ ☎��☎✎✑ ✝✗☛✔

avions pu détecter des niveaux accrus de chimiokines attractrices de cellules Th1, Th17 et Tc 

ainsi que de polynucléaires neutrophiles, des cellule requises pour le contrôle de S. aureus au site 

✖✂✠✝�☎�✎✠✗✝✞ ✑☎✔ �✗✍✂☛☞✁✎✠✗✝✔ ✎☎✔✎✁☎✔ ✝✂✗✝✎ ✄✁✔ ✄☎✍✂✠✔ ✖☎ ✔✎✠✂☛☞☎✍ ☞☎✔ ✄✁✍✁✎✠✝✗�✛✎☎✔✞ �✗✂✄✎☎-tenu 

✖☎ �☎✔ ✍✁✔☛☞✎✁✎✔✑ ✝✗☛✔ ✔☛✂✂✁✍✗✝✔ ☞✂☛✎✠☞✠✔✁✎✠✗✝ ✖☎ �✗✍✂☛☞✁✎✠✗✝✔ �✗✝✎☎✝✁✝✎ ✖☎ ☞✂✝�✞ ✖✁✝✔ ☞☎✔

modèles de micro-✠✝✡☎�✎✠✗✝✔ ✗☛ ✖✂✠✂✂☛✝✠✔✁✎✠✗✝ ✠✝✎✍✁✖☎✍✂✠✌☛☎✞ ✆☎ ✂☞✂☎✑ ☞✂☛✎✠☞✠✔✁✎✠✗✝ ✖☎

�✗✍✂☛☞✁✎✠✗✝✔ �✗✝✎☎✝✁✝✎ ✠ ☞✁ �✗✠✔ ✖☎ ☞✂✝�✞ ☎✎ ✟✔✕-C16 peut être considérée de manière 

✁✄✄☞✠�✁✎✠✘☎ ✖✁✝✔ ☞✂✠✂✂☛✝✠✔✁✎✠✗✝ ✎✍✁✝✔�☛✎✁✝✁☎✞  

Les résultats présentés dans cette thèse démontrent que les liposomes cationiques 

constituent u✝ ✔✛✔✎☎✂☎ ✁✖✡☛✘✁✝✎ ✄✗☞✛✘✁☞☎✝✎✑ ✌☛✠ ✄☎✍✂☎✎ ☞✁ ✔✁☞☎�✎✠✗✝ ✖✂✠✂✂☛✝✗✔✎✠✂☛☞✁✝✎✔

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

Staphylococcus aureus, una bacteria comensal y patógena 

Staphylococcus aureus es un coco anaerobio facultativo, grampositivo, productor de 

catalasa, inmóvil 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 

elaboración de alimentos [1]. 

Esta bacteria se distribuye ampliamente, en números 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 antibióticos, S. aureus puede 

establecerse como parte de la flora residente [1]. De esta forma, es capaz de colonizar narinas, 

axilas, faringe y otras mucosas, así como la superficie epitelial en aproximadamente el 30% de la 

población, convirtiéndose así en un comensal de gran distribución mundial [2].  

Si bien, en individuos sanos, la continuidad de la piel y mucosas es usualmente una 

protección suficiente para evitar las infecciones estafilocócicas, éstas representan la principal vía 

de acceso de este patógeno, 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 así tres veces los estadios de hospitalización 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 patógeno en el ámbito 

veterinario, ya que S. aureus resulta el microorganismo más frecuentemente aislado de casos de 

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

 

Prevención y tratamiento de la infección 

El surgimiento de cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM) y el gran número 

de infecciones intra-hospitalarias colocan a los métodos de prevención como uno de los pilares 

fundamentales en el control de la propagación de este patógeno. Hasta el momento, la estrategia 

más efectiva es la adhesión a los principios básicos 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 jabón o 

la utilización regular de sanitizantes para manos de base alcohólica. Por otro lado, recomiendan 
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mantener las heridas limpias y cubiertas hasta su cicatrización, evitar el contacto con heridas y 

vendajes de otras personas, y no compartir artículos personales como toallas, ropa o cosméticos 

[8]. Asimismo, respecto al contacto del personal de salud con pacientes, se indica tanto el lavado 

y desinfección de manos frecuente como la utilización de guantes descartables y vestimenta que 

cubra la piel del trabajador, para minimizar el contacto con heridas infectadas, secreciones y 

materiales contaminados, y así evitar la propagación entre pacientes. En el caso de pacientes que 

serán sometidos a tratamientos quirúrgicos, las medidas preventivas más importantes son, el 

lavado antiséptico de las manos de los profesionales y del sitio quirúrgico del paciente, la 

utilización de técnicas quirúrgicas asépticas y la profilaxis con antimicrobianos [7]. Por su lado, 

respecto al control de SARM en centros de atención médica, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) elaboró una guía de recomendaciones que abarca desde las medidas mínimas para centros 

de salud con recursos limitados, hasta las medidas máximas que se deben aplicar para la 

erradicación del agente si se detectan pacientes infectados en unidades especiales como terapia 

intensiva, neonatología y ortopedia. Estas prácticas van desde el lavado antiséptico de manos y el 

uso de barreras de protección en el personal, hasta la realización de pruebas de detección de 

SARM en las heridas y posibles sitios de infección de todos los pacientes y trabajadores, y el 

aislamiento de los pacientes infectados y portadores [9]. 

Si bien, una vez detectada la infección en el paciente, el tratamiento depende de la 

patología producida, en la mayoría de los casos se basa en la terapia antibiótica sistémica y, en lo 

posible, en la identificación del foco infeccioso y su remoción de ser necesario. Dependiendo del 

tipo de patología la terapia antibiótica puede durar desde 7-14 días hasta meses y requerir la 

utilización de más de un antibiótico, por lo que resulta de suma importancia la detección temprana 

de la infección y la determinación de la posible resistencia a los antibióticos de la cepa de S. 

aureus responsable [10]. 

Staphylococcus aureus presenta una extraordinaria habilidad para desarrollar resistencia 

a los antibióticos a los que es expuesto. Es así como el uso desmedido de antibióticos, no sólo en 

medicina humana, sino también en el ámbito veterinario y en particular en la cría de animales, ha 

dado lugar a un rápido desarrollo de cepas resistentes a distintos antibióticos [11].  Por otro lado, 

a pesar de que existan guías para la prevención de las infecciones por SARM, el alto costo 

asociado a estos protocolos conlleva a que, en determinados países, muchos de ellos endémicos, 

estas guías no sean totalmente implementadas, por no contar con los recursos y financiación 

necesarios [12�14]. Es por esto, que es necesario el surgimiento de nuevas herramientas para la 

prevención de las infecciones causadas por S. aureus.  

 

Factores de virulencia de S. aureus y evasión del sistema inmune 

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

(Fig. 1), que contribuyen a la patogénesis de la infección. 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 logarítmica de crecimiento, mientras que los factores de secreción son 

liberados en la fase poslogarítmica (Fig. 1). Se ha propuesto que esta expresión bifásica 

organizaría el proceso infeccioso, permitiendo que inicialmente las adhesinas de superficie 

reconozcan las estructuras del huésped facilitando la colonización, para, posteriormente, 

multiplicarse y secretar toxinas y enzimas capaces de dañar directa o indirectamente al huésped. 

Asimismo, se ha propuesto que, para lograr la persistencia intracelular, S. aureus sería capaz de 

regular negativamente la expresión de los factores de virulencia, evadiendo la respuesta inmune 

del huésped y conduciendo a la cronicidad de la infección [16]. Si bien S. aureus presenta 

numerosos factores de virulencia, a continuación, se describirán aquellos asociados al desarrollo 

de la presente tesis. 

 

 

 

Dentro de los procesos de evasión de la respuesta inmune se destaca la capacidad de S. 

aureus de internalizarse en células epiteliales y fagocíticas no profesionales. Este mecanismo ha 

sido principalmente atribuido a la expresión de la proteína de superficie de unión a Fibronectina 

(FnBP), un factor de virulencia presente en la mayoría de las cepas patógenas [16,17]. La adhesión 

Fig. 1: Estructura del S. aureus. El panel A muestra las proteínas de superficie y secretadas. La síntesis 
de muchas de estas proteínas depende, como se muestra en la gráfica, de la fase de crecimiento en la 
que se encuentra la bacteria y están controladas por genes regulatorios. Los paneles B y C muestran un 
corte transversal de la pared celular. Muchas de las proteínas de superficie tienen una organización 
estructural semejante a la de Clf, incluyendo segmentos repetidos de aminoácidos, como se muestra en 
el panel C. 
Imagen adaptada de [15]. 
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�✠✡✍✠✝✁✂☎✝✗ ✌☛☎ ☞☎ ✄☎✍✂✠✎☎ ✔☛ ☛✝✠✁✝ ✁ ☞✁ ✠✝✎☎✂✍✠✝✁ ✂✁✂�✑ �✁✘✗✍☎�✠☎✝✖✗✑ �✗✂✗ ✔☎ ✖☎✔�✍✠✡✠✁ ✄✁✍✁

FnBP, su posterior internalización [18]. En cultivos in vitro de la bacteria en contacto con células 

polimorfonucleares se demostró que la expresión de Clf está asociada a propiedades 

antifagocíticas y, en presencia de fibrinógeno, este efecto es mayor [21]. Asimismo, se ha 

reportado que los anticuerpos específicos contra este factor de virulencia, obtenidos en ratones y 

bovinos inmunizados con Clf, son capaces de opsonizar la bacteria, inhibir su adhesión celular y 

favorecer su fagocitosis mediada por células polimorfonucleares, demostrando su importancia en 

la patogenia de S. aureus [16]. 

 

 

 

Por otro lado, S. aureus ☎✔ �✁✄✁☛ ✖☎ ✔☎�✍☎✎✁✍ ✖✠✘☎✍✔✁✔ ✎✗✁✠✝✁✔✞ ✂✝✎✍☎ ☎☞☞✁✔✑ ☞✁ ✂-toxina, 

✎✁✂✡✠✁✝ ✖☎✝✗✂✠✝✁✖✁ ✂-hemolisina o Hla, es una proteína tóxica para un amplio rango de células 

de mamíferos, incluyendo eritrocitos, células epiteliales, fibroblastos, monocitos, macrófagos y 

linfocitos. Este factor de virulencia se encuentra ampliamente distribuido en las cepas clínicas y 

su función principal es convertir el tejido del huésped en nutrientes para la bacteria que la expresa 

[16,22]. Se ha postulado que ☞✁ ✂-toxina puede actuar por dos mecanismos diferentes dependiendo 

de la concentración relativa alcanzada en el huésped y del tipo de célula expuesta. Por un lado, a 

bajas concentraciones, la toxina se uniría al receptor de superficie ADAM10, lo que 

desencadenaría la formación de un poro heptamérico (Fig. 3). Este poro permitiría una rápida 

Fig. 3: Mecanism�✂ ✄☎ ✆✝✝✞✟✠ ✄☎ ✡✆ ☛-toxina (Hla) de S. aureus. 1- La Hla es secretada como un 
monómero soluble en agua. 2- La Hla se une a la proteína de transmembrana ADAM10, la cual es un 
receptor celular para Hla. 3- La toxina forma un pre-poro, para esto se oligomeriza en un heptámero 
sobre la membrana plasmática. 4- El pre-poro se inserta en la membrana celular, dando lugar a la 
formación de un canal transmembrana.  
Imagen extraída de [24]. 
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liberación de ATP y de iones potasio y permitiría el ingreso de calcio extracelular a la célula, 

resultando en la fragmentación del ácido desoxirribonucleico (ADN) y, eventualmente, en la 

✁✄✗✄✎✗✔✠✔ �☎☞☛☞✁✍✞ �✗✍ ✗✎✍✗ ☞✁✖✗✑ ✁☞✎✁✔ �✗✝�☎✝✎✍✁�✠✗✝☎✔ ✖☎ ✂-toxina permitirían la absorción 

inespecífica de la toxina en la bicapa lipídica, formando grandes poros que permiten el ingreso 

descontrolado de calcio y resultando en una necrosis masiva y en la activación de otras reacciones 

celulares secundarias [23,24]. Asimismo, Goldmann y col. reportaron que S. aureus sería capaz 

de responder a los mecanismos microbicidas extracelulares de los mastocitos, aumentando la 

expresión de FnBP e induciendo un incremento, mediado por la interacción ✂-toxina-ADAM10, 

✖☎ ☞✁ ☎✁✄✍☎✔✠✁✝ ✖☎ ✂✍ ✠✝✎☎✂✍✠✝✁ ☎✝ ☞✁ �✁☞☛☞✁ ✆☛✁✔✄☎✖✑ ✍☎✔☛☞✎✁✝✖✗ ☎✝ ☛✝ ✁☛✂☎✝✎✗ ✖☎ ☞✁

internalización bacteriana por la vía FnBP-Fn-✂✄✂✍ ✠✝✎☎✂✍✠✝✁ [25]. ✟✖☎✂✕✔✑ ☞✁ ✂-toxina ha sido 

descripta como un factor clave en la supervivencia intracelular del patógeno, 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 inmunógeno, en estudios de inmunización 

en conejos y bovinos demostró inducir la producción de anticuerpos específicos capaces de inhibir 

su capacidad hemolítica. Asimismo, en un desafío experimental, la inmunización pasiva de 

ratones con anticuerpos generados en conejo, disminuyó los recuentos de S. aureus en pulmón, 

demostrando la importancia del bloqueo de este factor de virulencia en el control de la infección 

[16].  

�✗✍ ✔☛ ☞✁✖✗✑ ☞✁ ✂-toxina de S. aureus, también denominada hemolisina-✂ ☎✔ ☛✝a 

esfingomielinasa dependiente de magnesio, capaz de hidrolizar la esfingomielina presente en la 

membrana plasmática de las células del huésped, generando fosfocolina y ceramida. Dependiendo 

del largo de la cadena del ácido graso o el metabolismo, estas ceramidas pueden generar diferentes 

efectos sobre las células del huésped, incluyendo la activación de MAP quinasas, cambios en la 

forma celular e incluso, apoptosis [23]. El rol de esta toxina en la enfermedad no ha sido 

�☞✁✍✁✂☎✝✎☎ ✖✠☞☛�✠✖✁✖✗✞ ✟☎ �✗✝✗�☎ ✌☛☎ ☞✁ ✂-toxina es producida en grandes cantidades por cepas 

aisladas de casos de mastitis bovinas e infecciones epiteliales crónicas humanas [24]. Si bien, esta 

toxina no sería capaz de lisar por si sola la mayoría de las células del huésped, las dejaría 

susceptibles para la acción de otros agentes líticos, como por ejemplo la ✂-toxina. De hecho, 

debido a las diferencias en el contenido de esfingomielina en membrana, su efecto citotóxico 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]✞ ✂✝ ✄✁✍✎✠�☛☞✁✍✑ ✔☎ �✗✝✗�☎ ✌☛☎ ☞✁ ✂-toxina es citotóxica para queratinocitos, 

leucocitos polimorfonucleares, monocitos y linfocitos T humanos e inhibe la expresión de 

interleuquina-8 (IL-8), una citoquina proinflamatoria, en células endoteliales. Estos efectos 

podrían contribuir al escape de S. aureus del fagosoma y a la formación de biofilm [24]. Además, 
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en un ensayo de proliferación in vitro de linfocitos T de sangre periférica humanos que fueron 

estimulados con un superantígeno, la toxina del síndrome de shock tóxico 1 (TSST-1), se observó 

que la presencia de ✂-toxina en el cultivo inducía una disminución en la proliferación, 

demostrando su capacidad de actuar en la evasión de los mecanismos inmunes adaptativos, 

mediante la interacción con factores de virulencia accesorios [27]. A pesar de su alta prevalencia 

☎✝ �☎✄✁✔ �☞✏✝✠�✁✔✑ ☎✁✠✔✎☎✝ ✄✗�✗✔ ✁✝✎☎�☎✖☎✝✎☎✔ ✖☎ ☞✁ ☛✎✠☞✠☛✁�✠✁✝ ✖☎ ✂-toxina como inmunógeno. En 

estud✠✗✔ ✄✍☎✘✠✗✔ ✖☎ ✝☛☎✔✎✍✗ ✂✍☛✄✗✑ ✔☎ ☛✎✠☞✠☛✁ ☛✝ ✠✝✂☛✝✁✂☎✝✗ ☎✁✄☎✍✠✂☎✝✎✁☞ ✌☛☎ �✗✝✎☎✝✏✁ ☛✝✁ ✂-

toxina de S. aureus recombinante en la inmunización de vaquillonas, demostrándose que los 

anticuerpos específicos contra este factor de virulencia son capaces de bloquear su actividad 

hemolítica [28].  

 

La vacunación como una herramienta para la prevención 

El uso de la vacunación para prevenir enfermedades infecciosas es el éxito más grande 

de la medicina del último siglo. Para enfermedades como la viruela, la poliomielitis, la difteria y 

el sarampión, la implementación de la vacunación resultó en una reducción de la mortalidad 

causada por estas infecciones, de más del 99,9% en muchos países [29].  

Staphylococus aureus �☛☎ ✠✝�☞☛✠✖✗ ☎✝ ☞✁ ☞✠✔✎✁ ✖☎ ✒✄✁✎✁✂☎✝✗✔ ✄✍✠✗✍✠✎✁✍✠✗✔✚ ✍☎✔✠✔✎☎✝✎☎✔ ✁

antibióticos 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 protección en la fase preclínica, hasta el momento, ninguno ha superado la Fase III en 

pruebas clínicas (Tabla 1), por lo que no existen vacunas aprobadas para su uso en humanos contra 

este patógeno [31]. Por su lado, en el ámbito veterinario, existen 2 vacunas comerciales para el 

control de la mastitis bovina, causada por S. aureus, que se abordarán en la introducción del 

Capítulo 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 Clínica 3 (Tabla 1). Algunos autores asocian su falta de protección, por un 

lado, a su contenido de sólo dos antígenos individuales sugiriendo que para el diseño de una 

vacuna exitosa se requeriría la inclusión de múltiples antígenos, y por otro, a que la expresión de 

los polisacáridos capsulares (CP) de S. aureus se encuentra limitada a la fase estacionaria de su 

crecimiento [31,32]. Así también, otros autores han señalado que la discontinuidad de este 

candidato vacunal se debió a la inconsistencia existente entre lotes de producción, ya que en un 

primer ensayo de Fase 3, fue capaz de disminuir los casos de bacteriemia, en pacientes que 

recibían diálisis, hasta en un 57%, mientras que, en un segundo ensayo con un mayor número de 

pacientes, no se encontraron diferencias respecto al grupo placebo [33]. Otro candidato que no 

superó la fase 3, fue la vacuna V710 patrocinada por Merck que contaba con un único antígeno, 

la proteína de superficie reguladora de hierro B (IsdB). Este ensayo finalizó cuando un análisis 
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intermedio mostró un aumento estadísticamente 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 Antígenos Fasea Resultados 
V710 Merck IsdB 3 Se encontró una asociación entre 

su administración y el aumento de 
la mortalidad causada por 
infecciones posoperatorias con S. 
aureus, en pacientes sometidos a 
cirugía cardiotorácica. 

StaphVAX Nabi  CP5 y CP8 conjugados 
a exoproteina A de P. 
auriginosa 

3 No generó protección contra 
bacteriemias en pacientes que 
recibían hemodiálisis.  

SA4Ag Pfizer ClfA y MntCb 
recombinantes/CP5 y 
CP8 conjugados a 
CRM197

c 

2 Demostró seguridad, tolerabilidad 
e inmunogenicidad con 
producción de anticuerpos 
bactericidas. Actualmente en fase 
2b/3 en pacientes sometidos a 
cirugía de fusión espinal. 

SA3Ag Pfizer ClfA recombinante 
/CP5 y CP8 
conjugados a CRM197

c 

1 Indujo una respuesta inmune con 
producción de anticuerpos 
neutralizantes. Se canceló su 
estudio para dar lugar a la vacuna 
SA4Ag. 

rAT/rLukS-PV Varios ☛-toxina y Leucocidina 
de Panton-Valentine 
(LPV) recombinantes 

1 Demostró seguridad, tolerabilidad 
e inmunogenicidad con 
producción de anticuerpos 
neutralizantes de las toxinas. 

GSK2392103A GSK CP5 y CP8 conjugados 
a TTd/mutante 
inactivada de  
☛-toxina/ClfA y 
AS03B como 
adyuvante 

1 Demostró seguridad y 
tolerabilidad. Generó una 
respuesta inmune humoral robusta 
luego de una única dosis, con 
producción de anticuerpos 
funcionales. Actualmente, no se 
encuentra en desarrollo activo. 

NDV-3 NovaDigm 
Therapeutics 

Proteína de adhesión 
Als3p de Candida 
albicans (homóloga a 
proteínas de superficie 
de S. aureus) con 
adyuvante de aluminio. 

1 Demostró la capacidad de inducir 
la producción de IgG e IgA1 
específicas. También se demostró 
una respuesta de memoria T con 
producción de IFN-✂ ☎ �✁-17ª. 
Actualmente en fase 2. 

SA75 Vaccine 
Research 

International 

Bacteria completa 
inactivada 

1 No se encontraron efectos 
adversos significativos. La 
respuesta humoral se obtuvo con 
una única dosis y aumentó hasta 
la tercera o cuarta dosis. No 
continúa en desarrollo activo. 

a Fase hasta la que se han reportado resultados. 
b Lipoproteína transportadora de manganeso C. 
c Mutante no tóxica de la toxina diftérica obtenida de Corynebacterium diphtheriae C7. 
dToxoide tetánico. 
La tabla fue elaborada a partir de los datos reportados por [31,33,35✄38]. 
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Por otro lado, distintos autores señalan que la mayoría de las vacunas evaluadas hasta el 

momento se han centrado en la inducción de una fuerte respuesta humoral, sin embargo, el rol de 

los anticuerpos opsonizantes en las infecciones estafilocóccicas humanas es incierto, dado que un 

aumento en el título de anticuerpos específicos contra S. aureus no se correlaciona necesariamente 

con un aumento en la protección [4]. Más aún, 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 patógeno. Mientras que ratones deficientes en linfocitos B no resultaron ser más 

susceptibles a las infecciones sistémicas causadas por S. aureus respecto a animales wild type 

(WT), los ratones deficientes en linfocitos T, interferón-✄ (IFN-✄), factor de necrosis tumoral-✂ 

(TNF-✂) o IL-17A/F fueron, en todos los casos, hipersensibles a estas. Asimismo, en diferentes 

ensayos preclínicos, se ha demostrado que la protección generada por distintos candidatos 

vacunales depende de la inducción de linfocitos Th17 y la capacidad de estas células de 

incrementar la activación y el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección [4,32]. En 

conjunto, estos antecedentes señalan que la inducción de una inmunidad adaptativa de tipo 

Th1/Th17 debería estar en el foco del diseño 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 formulación de una vacuna, ha sido 

identificada como un factor crítico para el aumento de su eficacia. El término adyuvante deriva 

✖☎ ☞✁ ✄✁☞✁✡✍✁ ☎✝ ☞✁✎✏✝ ✒adjuvare✚ ✌☛☎ ✔✠✂✝✠�✠�✁ ✁✛☛✖✁✍✑ ✛ ☎✔ ✁✔✠✂✝✁✖✗ ✁ ☞✗✔ �✗✂✄✗✝☎✝✎☎✔ �✁✄✁�☎✔

de inducir una respuesta inmune humoral y/o celular en el huésped, específica hacia un antígeno 

coadministrado [39]. Las vacunas vivas generalmente no requieren adyuvantes, ya que imitan la 

infección natural y, por lo tanto, son "adyuvantes naturales". Sin embargo, la mayoría de las 

vacunas inactivadas o a subunidades requieren de adyuvantes, ya que en su obtención se eliminan, 

en parte o totalmente, las características patogénicas de los microorganismos responsables de 

desencadenar la respuesta inmune [40]. El adyuvante ideal debe ser estable y con una vida útil 

prolongada, biodegradable, económico, inmunológicamente inerte, promotor de una respuesta 

inmune apropiada según el tipo de protección requerida, capaz de reducir el número de dosis 

necesarias para generar memoria inmunológica e, incluso, debería ser capaz de cumplir su 

propósito 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 inflamación en el sitio de aplicación, hasta reacciones sistémicas como náuseas, fiebre o 

alergia, entre otros. Habitualmente, cuanto más potente es la acción del adyuvante, mayor es la 

toxicidad del mismo, por lo que minimizar la toxicidad es uno de los mayores desafíos 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 

(Hidróxido de aluminio, 
fosfato de aluminio o 

sulfato hidroxifosfato de 
aluminio) 

- DTPa 
- DTPa, polio y Hib 
- DTPc, Hib y Hepatitis 

B 
- DTPa, polio, Hib y 

Hepatitis B 
- Hepatitis A 
- Hepatitis B 
- VPH-6/11/16/18 
- Influenza (H5N1) 
- Neumocócica 

conjugada 

Aumenta la inflamación local, 
mejora la captación del 
antígeno por las APC. 
Estimula la producción de 
anticuerpos. 

RC-529 MPL (Monofosforil lípido 
A) sintético 

- Hepatitis B El reconocimiento de MPL por 
TLR4 favorece las respuestas 
inmunes humorales y 
celulares, en particular Th1. 

Virosomas Vesículas lipídicas 
esféricas que incluyen las 

glicoproteínas virales 
hemaglutinina (HA) y 

neuraminidasa (NA) de 
influenza. 

- Hepatitis A 
- Influenza (estacional) 

Aumenta la captación por las 
APC. Puede interactuar con 
los linfocitos B conduciendo a 
la activación de los linfocitos 
T. 

MF59TM Escualeno  
(emulsión aceite en agua). 

- Influenza (H1N1) 
- Influenza (H5N1) 
- Influenza (estacional) 

Aumenta el reclutamiento y 
activación de las APC. 
Promueve la captación del 
antígeno y la migración de 
células a los ganglios 
linfáticos. 

MontanideTM 
ISA51 

Aceite mineral y 
monooleato de manida 

(emulsión agua en aceite)  

- Cáncer pulmonar de 
células no pequeñas 

Induce una fuerte respuesta 
inmune con un perfil más 
seguro que el adyuvante de 
Freund, pero puede conducir a 
reacciones locales medias a 
severas. 

AS04 MPL y sales de aluminio - Hepatitis B 
- VPH-16/18 

Estimula a través de TLR-4 
incrementando la maduración 
de las APC y la activación de 
respuestas Th1. 

AS03 ☛-tocoferol (Vitamina E), 
escualeno y polisorbato 80 
(emulsión aceite en agua) 

- Influenza 
(H5N1/H1N1) 

Promueve la producción local 
de citoquinas y el 
reclutamiento de células de la 
inmunidad innata. 

AS01 Liposomas, MPL y QS-21 
(Quillaja saponaria 
Molina: fracción 21) 

- Malaria 
- Herpes zoster 

Estimula a través de la vía del 
TLR-4 y del inflamasoma 
NLRP3. Induce la producción 
temprana de IFN-✂✂

Incrementa la respuesta celular 
y humoral. 

Emulsión 
aceite en 

agua termo-
reversible 

Escualeno y surfactantes  
(emulsión aceite en agua) 

- Influenza (H1N1) No reportado 

DTPa, difteria pediátrica, tétanos y pertussis acelular; Hib, Haemophilus influenzae tipo b; DTPc, 
difteria pediátrica, 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 acción mediante distintos mecanismos. Algunos lo 

hacen mediante la generación de depósitos de antígeno en el lugar de la inyección, permitiendo 

su liberación lenta, de manera que continúan estimulando el sistema inmune por un periodo 

prolongado, aumentando el reclutamiento y activación de células presentadoras de antígeno 

(APC). Otros son capaces de favorecer el procesamiento y presentación 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 

dependerá del receptor al que se dirigió el estímulo. Los blancos de acción 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 patógenos (PAMP). La 

activación de diferentes RRP, mediante el reconocimiento de PAMP específicos, conduce a la 

producción de distintos patrones de citoquinas, que orientarán la respuesta inmune hacia el perfil 

necesario para el control de la infección cursante, o bien, hacia el perfil que se desea obtener en 

el proceso de inmunización [41,44,45]. 

Si bien en las últimas décadas se han evaluado diversos adyuvantes y sistemas de delivery 

de antígenos en inmunógenos experimentales, los adyuvantes utilizados en vacunas de uso 

humano son relativamente pocos (Tabla 2) y presentan algunas desventajas. Por ejemplo, si bien 

el hidróxido de aluminio (Al(OH)3) es el adyuvante más utilizado, es capaz de inducir una 

respuesta inmune humoral (Th2), pero fracasa en la inducción de la respuesta inmune celular 

(Th1). Por otro lado, los adyuvantes oleosos inducen una respuesta inmune más balanceada, 

aunque continúan siendo débiles en la inducción del perfil Th1, lo que sigue representando una 

dificultad para la obtención 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 utilización de una sal de aluminio o del AS03, 

ambos capaces de inducir principalmente una respuesta humoral, pero con falencias para 

desarrollar una respuesta celular [40]. Asimismo, muchos candidatos vacunales, en fase 

preclínica, han demostrado ser eficaces en el control de las infecciones causadas por S. aureus, 

sin embargo, no pueden trasladarse a fase clínica 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 inoculación [46,47].Por su lado, en el ámbito 

veterinario si bien existen un número 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 están formuladas principalmente 
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con sales de aluminio y emulsiones como el MontanideTM, y en menor medida con saponinas 

como la QS-21, carbómeros como el Carbopol®, entre otros [48]. A pesar de la gran cantidad de 

vacunas veterinarias en uso, la literatura sobre su evaluación es pequeña en comparación con la 

del campo de la vacunología 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 ámbito veterinario prevalece la importancia de la protección del grupo, por lo 

que comúnmente se carece de la información individual [49]. En conjunto, esto dificulta el acceso 

a información que asocie el uso de adyuvantes en vacunas veterinarias con la inducción de una 

respuesta inmune específica, lo que repercute en la posibilidad del diseño racional de nuevos 

adyuvantes dirigidos a la prevención de infecciones veterinarias. 

Dado que no existe un adyuvante universal, capaz de inducir una respuesta inmune acorde 

contra todo tipo de patógenos, la selección apropiada de la combinación de antígenos y 

adyuvantes se vuelve clave para la formulación de vacunas eficaces [40]. Por este motivo, una 

vacuna eficaz contra S. aureus puede requerir la utilización de un adyuvante distinto a los 

evaluados hasta el momento, que sea capaz tanto de inducir altos títulos de anticuerpos 

funcionales, como de estimular la inmunidad mediada por células, en particular los perfiles, Th1 

y Th17 [46]. Consecuentemente, existe la necesidad de desarrollar nuevos adyuvantes para ser 

incorporados en la formulación de candidatos vacunales en la profilaxis de S. aureus, que sean 

seguros, no tóxicos, y capaces de dirigir la respuesta inmune hacia un perfil que brinde protección 

[32].  

 

Los liposomas como adyuvante 

Entre los adyuvantes de nueva generación se encuentran los liposomas, que consisten en 

vesículas fosfolipídicas capaces de favorecer el desarrollo de respuestas inmunes específicas, 

principalmente favoreciendo la captura del antígeno y su presentación [50]. Sus principales 

ventajas como inmunoadyuvantes incluyen: (i) la capacidad de mimetizar patógenos al transportar 

grandes cantidades de antígenos a las APC, (ii) la posibilidad de co-encapsular antígenos junto 

con moléculas inmunoestimuladoras, (iii) la flexibilidad en cuanto a la modificación de sus 

propiedades físico-químicas con el propósito de mejorar su efectividad, y (iv) el hecho de ser 

biodegradables y no tóxicas [51]. 

Los liposomas son vesículas formadas por bicapas lipídicas que encapsulan en su interior 

un medio acuoso (Fig. 4). Si bien los fosfolípidos son la unidad fundamental para su formación, 

la composición de lípidos puede variar, desde fosfolípidos solos hasta combinaciones con otras 

moléculas anfipáticas como esteroles o largas cadenas orgánicas básicas o ácidas [52]. Los 

fosfolípidos presentan un excelente grado de biocompatibilidad, ya que son el componente 

principal de cualquier membrana celular. A su vez, presentan características como 

biodegradabilidad, falta de toxicidad y principalmente, capacidad anfipática, la cual permite que 
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al suspenderse en un exceso de agua espontáneamente den lugar a la formación de bicapas 

lipídicas concéntricas, separadas por el medio acuoso (Fig. 4) [53�56]. Los liposomas típicamente 

presentan una estructura esférica cerrada cuyo tamaño puede variar entre 0,025 µm y 2,5 µm. 

Dependiendo de su tamaño y número de bicapas lipídicas (Fig. 5), los liposomas pueden ser 

clasificados como vesículas multilaminares (MLV) o unilaminares de gran o pequeño tamaño 

(LUV o SUV, respectivamente) [52,56]. Asimismo, pueden ser divididos en liposomas catiónicos, 

aniónicos o neutros según su carga superficial [57]. Estas propiedades dependen de la estructura 

química de los anfifilos utilizados en la formulación, del buffer en que las vesículas se encuentran 

suspendidas, así como también del método de preparación empleado [58]. 

 

 

 

A partir del descubrimiento y caracterización de las estructuras y propiedades de los 

liposomas, su aplicación se ha vuelto de gran interés en una amplia variedad de áreas, desde la 

medicina y cosmetología, hasta la industria agroalimentaria, debido a su capacidad única de 

trasportar tanto moléculas hidrofílicas, en la cavidad acuosa, como hidrofóbicas, adsorbidas en 

las bicapas lipídicas, sin necesidad de someterlas a modificaciones químicas. Esta propiedad única 

de los liposomas los hace una herramienta altamente versátil, siendo el número creciente de 

formulaciones liposomales en el mercado, la prueba fehaciente de su enorme potencial [59�61]. 

 

 

Fig. 4: Representación esquemática de la estructura de un liposoma y del modelo de entrampamiento 
para componentes lipofílicos e hidrofílicos.  
Imagen adaptada de [56]. 
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Desde la primera vez que se reportó a los liposomas como adyuvantes [62] su formulación 

ha sido extensamente estudiada para aplicarse como sistema de transporte de antígenos en 

vacunas. Los liposomas pueden inducir tanto una respuesta inmune humoral como celular hacia 

antígenos proteicos y polisacáridos. El perfil y potencia de la respuesta inducida dependerá no 

sólo de las características del antígeno, sino también de las del liposoma empleado [63]. Por lo 

tanto, mediante la regulación de las propiedades fisicoquímicas de los liposomas es posible 

maximizar y dirigir la respuesta inmune antígeno específica hacia un perfil de interés. La 

superficie de los liposomas puede ser fácilmente modificada seleccionando los lípidos 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 formación de liposomas catiónicos (carga neta 

positiva) o aniónicos (carga neta negativa) [53]. Se ha descripto que los liposomas catiónicos, 

capaces de contener antígenos de manera soluble, inducen una respuesta inmune adaptativa 

superior a la alcanzada con liposomas neutros que contienen la misma concentración antigénica. 

Esta diferencia podría deberse a la mayor eficiencia de los liposomas catiónicos para entregar el 

antígeno en el citoplasma de macrófagos y APC, células con una superficie aniónica [64]. Así 

también, se ha demostrado que el tamaño de los liposomas catiónicos puede afectar la respuesta 

✠✝✂☛✝☎ �☎☞☛☞✁✍ ✄☎✍✗ ✝✗ ☞✁ ✆☛✂✗✍✁☞✞ ✟☎ ✆✁ ✍☎✄✗✍✎✁✖✗ ✌☛☎ ☞✠✄✗✔✗✂✁✔ ✂✁✛✗✍☎✔ ✁ ✕ ✂✂ ✖☎ ✖✠✕✂☎✎✍✗

inducen de manera efectiva la producción de IL-10, mientras que liposomas de 500 nm 

promueven la producción de mayores niveles de IFN-✄ ☎✝ ☎✔✄☞☎✝✗�✠✎✗✔✞ ✟ ✔☛ ✘☎☛✑ ✔☎ ☎✝�✗✝✎✍✁ ✌☛☎

SUV catiónicas son capaces de inducir una mayor respuesta celular citotóxica que MLV [53]. Si 

Fig. 5: Clasificación de los liposomas basada en el tamaño y el número de bicapas lipídicas 
(laminaridad).  Dónde: GUV: vesícula unilaminar gigante; LUV: vesícula unilaminar grande; MLV: 
vesícula multilaminar; MVV: vesícula multivesicular; OLV: vesícula oligolaminar; SUV: vesícula 
unilaminar pequeña. 
Imagen adaptada de [56]. 
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bien, en general, está claro que las características fisicoquímicas del liposoma pueden influenciar 

la respuesta inmune, los parámetros ideales para optimizar un adyuvante liposomal a demanda 

aún no se han podido definir con claridad. Esto, si bien puede justificarse por el gran número de 

combinaciones de lípidos que pueden ser considerados para la obtención de un liposoma, se debe 

principalmente a que la capacidad adyuvante de los liposomas es una característica multifactorial 

y no depende únicamente de su composición, lo que dificulta su comprensión [65].  

Por otro lado, la capacidad de los liposomas para co-transportar moléculas, permite 

incorporar en las formulaciones vacunales moléculas inmunoestimulantes. La elección y la 

combinación de estos compuestos juegan un papel importante en el control del tipo de respuesta 

inmune inducida después de la vacunación. La forma en la que el sistema inmune responde suele 

reflejar el origen de los PAMP utilizados. Así, por ejemplo, los PRR que reconocen ligandos de 

origen bacteriano a menudo inducen una respuesta Th1, 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 citotóxicos (Tc), capaz de combatir una infección 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 

combinación de fosfolípidos naturales o sintéticos con el agregado de fosfolípidos de envoltura 

de virus, glicoproteínas de espículas virales y otras proteínas virales, los que actúan como PAMP. 

En el caso del virosoma autorizado, este incluye las glicoproteínas virales hemaglutinina (HA) y 

neuraminidasa (NA) de influenza [66]. Por otro lado, se encuentra el adyuvante AS01, basado en 

liposomas y dos inmunoestimulantes, MPL y QS-21, el primero capaz de ser reconocido y 

estimular por la vía del TLR-4 y el segundo capaz de estimular el inflamasoma a través de la 

proteína NLRP3 [43]. Respecto a la utilización de liposomas en el ámbito 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 realizó el diseño de un adyuvante basado en liposomas 

catiónicos, compuestos por dipalmitoil fosfatidil colina (DPPC), colesterol y estearilamina (EA). 

Las evaluaciones realizadas en ratones BALB/c utilizando un antígeno modelo (albumina sérica 

bovina) y, añadiendo como inmunoestimulante, oligonucleótidos con motivos CpG (ODN-CpG), 

mostraron la generación de una respuesta inmune humoral con altos títulos de anticuerpos, con 

un predominio de la subclase IgG2a respecto a IgG1, estimulación de respuesta celular con 

producción de IFN-✄ ✛ �✁✍☎✝�✠✁ ✖☎ ☎�☎�✎✗✔ ✁✖✘☎✍✔✗✔ [67]. Estos resultados condicen con otros 

autores quienes han reportado que la combinación de liposomas con ODN-CpG permite obtener 

respuestas más 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 preñadas 

tras la inmunización con una formulación a subunidades, formulada con los adyuvantes 

liposomales previamente evaluados en ratón por nuestro grupo.  

Por otro lado, generar diversas formulaciones liposomales que contengan distintos 

inmunoestimulantes junto al antígeno de superficie de S. aureus, rClfA y estudiar su capacidad 

de inducir una respuesta inmune eficiente en un modelo experimental murino. Así también, se 

evaluó la capacidad de las distintas formulaciones liposomales como vehículo y adyuvante en 

la administración transdérmica e intradérmica de vacunas.   

La información obtenida a partir de los diseños realizados y evaluados podrá ser aplicada 

tanto al diseño 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 patógeno.
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OBJETIVOS 
 

Objetivo General  

Diseñar 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 Específicos  

1. Diseñar y evaluar un esquema de inmunización hacia S. aureus en terneras.  

2. Evaluar un esquema de inmunización en vaquillonas y vacas preñadas, utilizando la 

formulación seleccionada con base en los resultados previos. 

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

manano y/o surfactantes aminoacídicos (SAA) de tipo Gemini. 

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

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

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

subunidades administradas de forma tópica. 
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CAPÍTULO 1 
Prueba de un candidato vacunal en un modelo bovino para el control de la mastitis 

causada por S. aureus.
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INTRODUCCIÓN 

 

Mastitis bovina de etiología infecciosa y sus efectos sobre la ubre 

La mastitis es definida como la inflamación de la glándula mamaria caracterizada por el 

movimiento de leucocitos y proteínas séricas de la sangre al sitio afectado, pudiendo tener una 

etiología 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 

mayoría 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 categorías: patógenos 

contagiosos, que se transmiten de vaca a vaca, principalmente durante el proceso de ordeño, y 

patógenos ambientales, que se encuentran en todo el hábitat de las vacas lecheras. Staphylococcus 

aureus es uno de los patógenos contagiosos más prevalentemente aislado en los casos de mastitis 

infecciosas en todo el mundo [71]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La ubre está conformada por cuatro glándulas mamarias independientes (Fig. 6), 

denominadas cuartos. Estos cuartos están delimitados por un lado por el ligamento suspensor 

medio, que actúa como barrera anatómica entre los cuartos derechos e izquierdos, mientras que 

la separación entre los cuartos delanteros y traseros está dada por la presencia de un tabique 

delgado de tejido conectivo. A pesar de estas diferencias anatómicas en la separación de los 

distintos cuartos, no existe conexión directa entre ninguno de ellos, pudiendo así los procesos 

infecciosos intramamarios ocurrir en un único cuarto. La glándula mamaria madura (Fig. 7) 

presenta un pezón 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 

Fig. 6: Representación esquemática 
de la sección transversal de los 
cuatro cuartos de la ubre, que ilustra 
su anatomía macroscópica. 
Imagen adaptada de [72]. 
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porción de la ubre que se considera funcional y dentro de él se encuentran numerosas unidades 

productoras de leche, denominadas alvéolos. Los alvéolos son estructuras esféricas de 50 a 250 

µm de diámetro, 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 está irrigado por pequeños capilares sanguíneos, 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 están conectados a un 

sistema de ductos que conducen la leche a la cisterna de la glándula y, posteriormente, a la cisterna 

del pezón, dónde se almacena entre los episodios de lactancia u ordeñe, debido a que el canal del 

pezón se encuentra cerrado por la contracción del músculo del esfínter. Tanto los alvéolos como 

los conductos y cisternas de toda la glándula están cubiertos por células mioepiteliales, que, por 

su naturaleza contráctil regulada por la oxitocina y el estímulo mecánico, facilitan el proceso de 

eyección de la leche [73].  

 

 

 

Fig. 7: Representación esquemática del desarrollo de una mastitis en un cuarto infectado. 
Microorganismos como el S. aureus invaden la ubre a través de la cisterna del pezón. Posteriormente, 
se multiplican dentro del cuarto infectado, pudiendo dañar las células epiteliales que recubren los 
alvéolos. Como respuesta, se produce una gran infiltración de neutrófilos que atacan y fagocitan a las 
bacterias, así como de otras células inmunes, en un intento por controlar la infección. Asimismo, las 
células epiteliales, en contacto con el lumen de la glándula mamaria, secretan compuestos 
antimicrobianos. Una vez que las células inmunes efectoras comienzan a combatir al patógeno, se 
observa un daño considerable en el tejido, como la presencia de alvéolos atrofiados. 
Imagen adaptada de [74]. 



Capítulo 1  Introducción 

Página | 36  
  

La mastitis es causada cuando las bacterias patógenas ingresan al ambiente estéril de la 

glándula mamaria (Fig. 7). Normalmente, el canal del pezón está bien cerrado por los músculos 

del esfínter, evitando la entrada de patógenos. A su vez, el canal está recubierto con queratina, un 

material ceroso derivado del epitelio escamoso estratificado que obstruye la migración de 

bacterias y contiene agentes antimicrobianos. Sin embargo, durante el ordeñe se producen dos 

efectos que aumentan la vulnerabilidad de la glándula mamaria, por un lado, el tapón de queratina 

es expulsado, y por otro, aumenta la distensión del canal del pezón. Posterior a cada evento de 

lactancia u ordeñe, el esfínter requiere aproximadamente 2 horas para volver a la posición 

contraída, dejando el canal abierto para el ingreso de bacterias [74].  

Una vez dentro del pezón, si la infección se instaura, las bacterias comienzan a 

multiplicarse dentro de la glándula 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 neutrófilos, al sitio de infección. Los neutrófilos contienen 

gránulos intracelulares que almacenan péptidos bactericidas, proteínas, enzimas y proteasas, y 

actúan por diversos mecanismos para combatir la infección, como la liberación del contenido sus 

gránulos, la fagocitosis, e incluso la netosis [74,75]. Los compuestos liberados por los neutrófilos 

no sólo destruyen las bacterias, sino que también pueden dañar las células epiteliales [74,76]. El 

daño del tejido generado por la respuesta inmune, sumado al daño 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 producción de leche [73,74]. Los neutrófilos, 

después de llevar a cabo el proceso de fagocitosis, sufren un proceso de apoptosis constitutiva. 

Los neutrófilos apoptóticos son reconocidos por los macrófagos residentes, quienes los eliminan 

del sitio de inflamación, previniendo el daño tisular al inhibir la liberación de su contenido [75]. 

Las células epiteliales mamarias muertas y desprendidas, además de los leucocitos muertos, se 

secretan en la leche, lo que produce un aumento en el recuento de células somáticas (RCS) en 

leche [74].  

Como mecanismo de evasión de la respuesta inmune, S. aureus es capaz de sobrevivir 

dentro de neutrófilos y células epiteliales, logrando que la infección persista [77]. Si esto ocurre, 

puede producirse una inflamación interna dentro del epitelio mamario, que normalmente no puede 

detectarse mediante un examen externo. Los alvéolos de la glándula mamaria se dañan y 

comienzan a perder integridad anatómica (Fig. 7). La barrera sangre/leche se rompe y hace que 

los componentes del fluido extracelular entren en la glándula y se mezclen con la leche, incluso 

cuando se ha producido un daño extenso en la barrera, se puede llegar a detectar sangre. Esto 

conduce a cambios visibles en la ubre, como una mayor inflamación externa y enrojecimiento de 

la glándula. Por otro lado, se producen cambios en la calidad de la leche, caracterizados por la 

disminución en la concentración de lactosa y caseína, cambios en la conductividad debido a la 

variación en la concentración de minerales como los iones cloruro, sodio y potasio, variaciones 
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en el contenido de agua, así como el aumento del RCS, la presencia de coágulos y escamas 

visibles. Esto marca la etapa inicial de los síntomas clínicos, pudiendo llegar incluso, en las 

infecciones más 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 

producción lechera en el mundo, ocasionando grandes pérdidas económicas. Los costos 

relacionados con las infecciones intramamarias pueden dividirse entre: aquellos asociados con el 

tratamiento de la infección, los derivados del aumento de la mortalidad debido al sacrificio 

prematuro de animales y su reemplazo, y los costos indirectos asociados a la disminución de la 

producción y deterioro de la calidad de leche [79]. 

Si bien a nivel mundial se han realizado numerosos estudios sobre los efectos económicos 

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 metodológicas como el cálculo de los 

costos y beneficios, basados en datos provenientes de diferentes fuentes, regiones, y/o diferentes 

niveles (cuarto, animal, granja y región). Asimismo, a pesar del hecho de que la mastitis puede 

ser causada por diferentes patógenos capaces de generar distintos grados de daño en la ubre, son 

pocos los estudios sobre el efecto económico que incluyen este factor [79]. 

En Argentina, un estudio realizado en el año 2015 sobre rodeos ubicados en la Cuenca 

Central de Córdoba, estimó una pérdida directa diaria de 0,99 dólares/vaca/día. Adicionalmente, 

estos autores reportaron que el 50% de los establecimientos tenían un costo total superior a 1 

dólar/vaca/día, incluyendo en este cálculo tanto las pérdidas asociadas directamente a la 

producción de leche, como los gastos asociados al control y prevención de los casos de mastitis. 

Así, el costo total de la mastitis en esta región representa, en promedio, el 16% de los ingresos 

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

 

Prevención y tratamiento de los casos de mastitis 

Existe un conjunto de medidas para la prevención y el control de los casos de mastitis, 

✖☎✝✗✂✠✝✁✖✗ ✒�rograma ✖☎ ☞✗✔ ✍� ✄☛✝✎✗✔✚ ✁10-Point Program), el cual fue redactado por el 

National Mastitis Council e implementado en numerosos países [81]. Este programa cuenta con 

una guía que establece las pautas que deberían 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 determinación del RCS aceptable. 

2. Manejo adecuado del ambiente, el cual debe permanecer limpio, seco y confortable. 
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3. Procedimientos adecuados de ordeño. Este punto busca asegurar la higiene a lo largo 

de todo el proceso e incluye la desinfección y sellado post ordeño de los pezones. 

4. Mantenimiento y uso adecuado del equipo de ordeño. 

5. Registro de datos adecuado. Deben incluirse todos los datos asociados al animal que 

presente el caso de mastitis; identificación, cuarto afectado, agente causal, entre otros. 

6. Manejo apropiado de las mastitis clínicas durante la lactancia. En este punto se debe 

considerar el estudio de los casos de mastitis para la selección de una terapia 

antimicrobiana apropiada. 

7. Manejo adecuado y eficaz de las vacas secas. Este punto incluye, entre otras, 

consideraciones respecto a la nutrición adecuada en este periodo y a la terapia 

antibiótica aplicada al secado. 

8. Implementación de medidas de bioseguridad contra los patógenos contagiosos y 

descarte de las vacas con mastitis crónicas. 

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

10. Revisión periódica de las prácticas de control de mastitis. 

 

 En Argentina, en la última década, se crearon distintos programas nacionales que han 

tenido como finalidad el delineamiento de estándares y medidas que aseguren la obtención de 

productos de alta calidad láctea. Dentro de las medidas gubernamentales más recientes, se 

encuentra la creación de la Dirección Nacional Láctea en el año 2018, ahora dependiente del 

Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca. En 2019, se creó el programa de Buenas Prácticas 

Lechera, controlado por esta Dirección, que daría lugar a un material de referencia elaborado en 

�✗✝✡☛✝✎✗ �✗✝ ☎☞ ✓✝✔✎✠✎☛✎✗ ✗✁�✠✗✝✁☞ ✖☎ ✌☎�✝✗☞✗✂✏✁ ✟✂✍✗✄☎�☛✁✍✠✁ ✁✓✗✌✟✄✑ ✖☎✝✗✂✠✝✁✖✗ ✒✔☛✏✁ ✖☎

✡☛☎✝✁✔ ✄✍✕�✎✠�✁✔ ✄✁✍✁ ☎✔✎✁✡☞☎�✠✂✠☎✝✎✗✔ ☞☎�✆☎✍✗✔✚ [82]. Asimismo, en este marco, desde la página 

web de la Dirección Nacional Láctea, se fomenta la realización de un curso en línea gratuito para 

la mejor comprensión de los conceptos desarrollados en este material. ✑✁ ✒✔☛✏✁ ✖☎ ✡☛☎✝✁✔

prácticas para est✁✡☞☎�✠✂✠☎✝✎✗✔ ☞☎�✆☎✍✗✔✚ ✠✝�☞☛✛☎ ☛✝ ✄☞✁✝ ✖☎ �✗✝✎✍✗☞ ✛ ✄✍☎✘☎✝�✠✁✝ ✖☎ ✂✁✔✎✠✎✠✔

✖☎✔✁✍✍✗☞☞✁✖✗ ☎✝ �✗✝�✗✍✖✁✝�✠✁ �✗✝ ☎☞ ✒�✍✗✂✍✁✂✁ ✖☎ ☞✗✔ ✍� ✄☛✝✎✗✔✚ ✖☎☞ ✗✁✎✠✗✝✁☞ ✞✁✔✎✠✎✠✔ �✗☛✝�✠☞ 

[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 año 2015, asoció las pérdidas económicas del tambo, principalmente, con las mastitis 

subclínicas. La incidencia de este tipo de mastitis podría estar ligada al grado de aplicación de las 

medidas de control y prevención. En relación a esto, observaron que casi un 20% de los 

productores solo utilizaba como medida de control el tratamiento de casos de mastitis clínicas y 

alrededor del 60% no contemplaba la aplicación de desinfección post ordeño de pezones, medida 

profiláctica de conocida eficacia en la reducción de los niveles de mastitis [80]. 
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Resumidamente, a nivel mundial las medidas de prevención y tratamiento de los casos de 

mastitis, causadas tanto por S. aureus como por otros agentes, están basadas en higiene y terapia 

antibiótica. 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 económicas. 

Asimismo, el uso inadecuado o desmedido de antibióticos en la producción lechera y cárnica 

representa una gran preocupación para la salud pública, debido al posible surgimiento de 

patógenos zoonóticos resistentes. Si bien se utilizan diferentes clases de antibióticos en el manejo 

de la salud animal y en la medicina humana, la selección 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 antibióticos, resultando en 

casos de infecciones intramamarias crónicas que resultan en la eliminación del animal. Esto, 

sumado a su notoria capacidad para adquirir resistencia a los antimicrobianos comúnmente 

utilizados en medicina humana, como la meticilina y la vancomicina, y el surgimiento de cepas 

multirresistentes, colocan al uso de antibióticos en la producción lechera en el centro de atención 

de organismos de salud pública [84]. A diferencia de la transmisión zoonótica 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 transmisión de cepas bovinas a humanos [85].  Algunos autores han 

concluido que la transferencia zoonótica 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 espontáneas [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 patógeno. 

 

Vacunas disponibles y su capacidad protectora 

Si bien diversos grupos de investigación han desarrollado una variedad de inmunógenos 

experimentales contra S. aureus tanto en el campo medicinal como veterinario, ninguno de ellos 

ha resultado completamente eficaz en prevenir la infección por este microorganismo. Por este 

motivo, solo dos vacunas específicas contra S. aureus constituidas por lisados bacterianos o 

células enteras, se encuentran disponibles comercialmente y autorizadas para uso exclusivamente 

veterinario, en la prevención 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 está compuesta por un lisado de 5 cepas, incluyendo los serotipos capsulares CP5, CP8 y 

SP336, formulado con un adyuvante basado en el hidróxido 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 

más tarde y refuerzos sucesivos cada 6 meses hasta el parto. Respecto al grupo control sin vacunar, 

los animales vacunados presentaron una reducción del 45%, en el número de casos de nuevas 

infecciones intramamarias causadas por S. aureus durante la preñez y el parto. Además, en 

relación a los casos de infecciones que se volvieron crónicas, los animales vacunados presentaron 

una reducción del 30% respecto al grupo control [92]. En estudios posteriores realizados en 

vaquillonas primíparas, la eficacia de la vacuna Lysigin® fue comparada contra dos formulaciones 

experimentales que contenían, 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 días, 

durante la etapa tardía de gestación y fueron desafiados con una cepa heteróloga de S. aureus por 

vía intramamaria, en los días 6 a 8 de comenzada la lactancia, en un único cuarto. Todos los 

animales se infectaron luego del desafío y no se observaron diferencias en la tasa de eliminación 

(o clearance) de S. aureus entre los grupos. A su vez, después del desafío, en ninguno de los 

grupos vacunados se observó un RCS más bajo o que presentaran una mayor producción 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 duración de las mastitis clínicas respecto a los controles [93]. 

Posteriormente, se estudió la respuesta humoral inducida por esta vacuna en vaquillonas preñadas. 

Los animales inmunizados presentaron, en sangre, niveles de IgG1 e IgG2 específicos contra los 

3 serotipos de S. aureus incorporados significativamente mayores a los alcanzados por el grupo 

control. Sin embargo, en leche, sólo se detectó un aumento en los niveles de IgG anti-S. aureus 

CP8 y SP336 [94]. Seguidamente, el mismo grupo realizó un ensayo a campo en el que 

inmunizaron vacas en lactancia con dos dosis subcutáneas de Lysigin® distanciadas en 14 días, 

tiempo entre dosis recomendado por el fabricante, y observaron la aparición de infecciones 

intramamarias naturales causadas por S. aureus. Los resultados demostraron que este esquema de 

administración no reduciría la incidencia de nuevas infecciones. Además, tampoco pudieron 

detectar diferencias en los niveles de IgA, IgG1, IgG2 e IgM en leche, entre los animales 

vacunados y los controles sin inmunizar. Basándose en este conjunto de datos, los autores 

sugieren que los niveles de anticuerpos opsonizantes inducidos por la vacuna en leche, serían 

insuficientes para facilitar la fagocitosis y la eliminación de S. aureus de la glándula 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 sería clave el comienzo 

temprano del plan de inmunización, así como la administración repetida de distintos refuerzos, 

para mantener niveles adecuados de anticuerpos circulantes capaces de colaborar con la 

eliminación de la infección [91]. 
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Otra vacuna disponible comercialmente es STARTVAC®, la cual fue lanzada en el año 

2009 por LABORATORIOS HIPRA, S.A., Girona, España. 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 Exopolisacárido (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 estudió la capacidad de esta 

vacuna para reducir o prevenir la aparición 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 vacunación indicado por 

el fabricante: una primera dosis se suministró 45 días previos a la fecha estimada de parto, una 

segunda dosis 10 días previos al parto y una tercera transcurridos 52 días de lactancia. Los 

animales fueron monitoreados durante 21 meses, observándose una reducción moderada de la 

incidencia de nuevos casos de mastitis asociados a estos patógenos, y una menor duración de estas 

infecciones en los animales vacunados respecto de los controles sin vacunar. A su vez, los autores 

detectaron que la eficacia dependía del grupo etario de los animales, en particular para S. aureus, 

siendo mayor la protección 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 vacunación no representó 

ninguna mejora respecto a la salud de las ubres, la producción láctea o la supervivencia de los 

animales [96]. Resultados semejantes se obtuvieron en un ensayo realizado en Alemania, donde 

la vacunación con STARTVAC® en un rodeo lechero no demostró consistencia en la mejora de 

los parámetros de salud mamaria [97]. En otro estudio realizado en 7 establecimientos lecheros 

de Reino Unido, la administración de STARTVAC® siguiendo el régimen sugerido por el 

fabricante no se asoció con una disminución en la incidencia de casos de mastitis clínica o 

subclínica en los primeros 120 días de lactancia. Sin embargo, las vacas vacunadas fueron 

significativamente menos propensas a experimentar mastitis clínicas severas y produjeron 

significativamente más leche que los controles no vacunados [98]. Otros autores evaluaron el 

efecto de la inmunización con STARTVAC® en vacas y vaquillonas, sobre la respuesta inmune 

desarrollada luego del desafío experimental intramamario con una cepa de S. aureus heteróloga 

inactivada. La respuesta inmune inducida por la vacunación contra S. aureus estaría 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 concentración de 

anticuerpos específicos contra SAAC en el suero de leche de los animales vacunados respecto a 

los no vacunados [99]. Esto podría estar relacionado a una mayor eficiencia en la opsonización 

de la bacteria S. aureus, y por consiguiente a la disminución de los casos clínicos severos o los 

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

Las infecciones intramamarias causadas por S. aureus son principalmente de tipo 

subclínicas, por lo tanto, una vacuna eficaz debería reducir la tasa de infección. Las vacunas 

disponibles en el mercado pueden reducir la gravedad de las mastitis clínicas, pero parecen ser 

incapaces de prevenir nuevas infecciones. La consecuencia práctica de esto es que, hasta la fecha, 

las vacunas no proporcionan una protección totalmente efectiva contra los casos de mastitis 

causados por este patógeno. Las razones por las que se han obtenido estos resultados 

relativamente pobres son diferentes y están relacionadas tanto con las bacterias como con el 

huésped [100].  

En el caso de las limitaciones asociadas al patógeno, 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 antígenos durante diferentes fases de crecimiento. La 

regulación de la expresión de estos factores de virulencia, se lleva a cabo por el sistema de 

percepción de quórum denominado sistema agr (accesory gene regulator). Durante la transición 

de la fase de crecimiento exponencial a la estacionaria, este sistema es el responsable del descenso 

en la transcripción de genes que codifican algunas proteínas de superficie, induciendo en 

simultáneo un aumento en la expresión de ciertas toxinas extracelulares [101]. Debido a esto, 

existe un acuerdo generalizado entre los autores que han trabajado en el desarrollo de 

inmunógenos para el control de la infección intramamarias por S. aureus, sobre la necesidad de 

combinar antígenos en vacunas multivalentes, para generar respuestas inmunes capaces de 

intervenir en las distintas etapas de la patogénesis estafilocóccica [102]. Si bien la estrategia de 

preparación de inmunógenos 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 inmunógenos 

multicomponentes compuestos por antígenos 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 cuáles serían los antígenos ideales a incluir en una vacuna multivalente, por lo que su 

elección representa uno de los mayores desafíos, considerando que una selección inadecuada 

puede afectar significativamente la eficacia de la vacunación [100]. 

Otro de los motivos propuestos por los cuales los inmunógenos evaluados hasta el 

momento no han resultado completamente eficaces, es que una protección adecuada no se lograría 

solamente con la estimulación de una respuesta inmune humoral, sino que también debería estar 

acompañada de una respuesta local mediada por células [102]. La estimulación de linfocitos T 

capaces de producir IFN-✄ ☎✝ ✍☎✔✄☛☎✔✎✁ ✁☞ ☎✝�☛☎✝✎✍✗ �✗✝ ☎☞ ✄✁✎✁✂☎✝✗ ✆✁ ✔✠✖✗ ✄✍✗✄☛☎✔✎✁ �✗✂✗ ☛✝✁

de las claves para la erradicación de los estafilococos intracelulares a través de la activación de 

células fagocíticas [103]. Por otro lado, en ensayos de inmunización y desafío realizados en 
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modelo murino de mastitis, se observó una relación significativa entre la presencia de linfocitos 

T CD8+ y la disminución en los recuentos de bacterias recuperadas luego de la infección, lo que 

llevó a sugerir que la inducción de respuestas citotóxicas sería una estrategia prometedora en el 

diseño de vacunas contra mastitis estafilocóccicas [104]. Otros autores sugieren que la vía de 

administración del inmunógeno, así como el adyuvante utilizado para la formulación deberían 

inducir la producción de anticuerpos con capacidad opsónica, y el reclutamiento de neutrófilos 

activados [105]. Cabe destacar que la respuesta inmune requerida para el control de la mastitis 

bovina causada por S. aureus sería semejante a la requerida en el control de infecciones cutáneas 

y de tejidos blandos en el hombre, requiriendo ambas también de la activación 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 infección como en la 

evasión del sistema inmune, formulada con un adyuvante capaz de generar una respuesta inmune 

humoral y celular balanceada, podría ser la clave para la obtención de una mayor eficacia. 

Asimismo, la inclusión de inmunopotenciadores capaces de desencadenar respuestas inmunes 

innatas tempranas que colaboren en la generación de respuestas inmunes adaptativas robustas y 

duraderas podría ser crucial para obtener una vacuna capaz de reducir la tasa de nuevas 

infecciones. 

 

La importancia del calendario de vacunación 

La mastitis bovina fue identificada como una patología de alta incidencia en el ganado 

lechero hace más de 75 años. En un principio, se creyó que las infecciones intramamarias ocurrían 

cuando el animal atravesaba las etapas de gestación tardía, parto o lactancia temprana. Sin 

embargo, posteriormente se demostró una alta prevalencia de infecciones intramamarias en 

vaquillonas, incluso previo a realizarse su primera inseminación. Así, por ejemplo, un trabajo 

realizado en los 90, detectó que un 86,7% de los cuartos de vaquillonas no inseminadas se 

encontraban infectados. En este estudio, S. aureus fue uno de los tres patógenos más comúnmente 

aislados tanto en vaquillonas no inseminadas como preñadas. Estos resultados, demostraron que 

la infección de las glándulas mamarias por patógenos como S. aureus puede ocurrir a una edad 

muy temprana, pudiendo perjudicar el crecimiento y desarrollo mamario e influir en la futura 

producción lechera [108]. Asimismo, se conoce que la mayoría del ganado lechero tiene 

inmunidad preexistente contra S. aureus al primer parto, demostrado por los altos títulos de 

anticuerpos específicos contra S. aureus y varias de sus proteínas de evasión encontrados en estos 

animales. Esto puede deberse a la exposición natural a este patógeno 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 infección por este 

patógeno no protege contra infecciones posteriores. Por lo tanto, la vacunación de animales ya 
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expuestos a S. aureus puede conducir la activación de una respuesta inmune preexistente no 

protectora, en lugar de dar lugar a la inducción de una respuesta inmune protectora [109].  

A pesar de esta evidencia, las vacunas disponibles comercialmente para la prevención de 

la mastitis bovina, cuentan con dos calendarios de vacunación muy distintos. Por un lado, y en 

concordancia con lo antes expuesto, Lysigin® aconseja la inmunización 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 aplicación de dos dosis previas al parto a los 45 y 10 días previos 

de la fecha estimada y un refuerzo a los 52 días de comenzada la lactancia. Sin embargo, cabe 

recordar que sólo el ensayo experimental donde se probó la vacuna Lysigin® siguiendo las 

recomendaciones del fabricante demostró una disminución en la aparición de nuevas infecciones 

[92], dejando entrever la importancia del comienzo de un plan de inmunización desde edades 

tempranas.  

En nuestro grupo de trabajo, se ha evaluado, previamente, un inmunógeno compuesto por 

células lisadas de S. aureus, suplementado con antígenos recombinantes considerados relevantes 

en la infección estafilocóccica, y formulado con Iscom MatrixTM. Esta formulación indujo la 

producción de anticuerpos específicos en sangre y leche, los cuales resultaron eficientes en la 

opsonización del microorganismo, y en la neutralización de sus factores de virulencia in vitro 

[28]. Sin embargo, este inmunógeno, como la mayoría de los previamente evaluados [102], se 

administró en el último tercio de la gestación de vaquillonas primíparas, resultando de gran interés 

su evaluación de un plan de inmunización en terneras. 

 

Para el desarrollo de este capítulo, se sostuvo como hipótesis que una vacuna que incluya 

múltiples antígenos, formulados con un adyuvante adecuado, permitiría la generación de una 

respuesta inmune beneficiosa contra componentes que cumplan un rol determinante en distintas 

etapas de la infección por S. aureus. A su vez, se consideró que, para lograr una disminución de 

la incidencia de nuevas infecciones intramamarias, así como una atenuación de los efectos 

patogénicos que tienen lugar durante la misma, es clave la selección de un plan de 

inmunización adecuado. 

Frente a esta hipótesis, se decidió evaluar la respuesta inmune generada en terneras tras la 

inmunización con una formulación a subunidades. Para ello, se diseñó un inmunógeno 

prototípico que incluyó los antígenos recombinantes FnBPA (rFnBPA) y ClfA (rClfA), 

formulado con los adyuvantes previamente evaluados por nuestro grupo en un modelo murino. 

Los animales incluidos en este ensayo fueron estudiados durante dos años, periodo en el que 

recibieron dos refuerzos. Uno de estos refuerzos se realizó previo a su primer parto, lo que 

permitió estudiar los efectos del plan de inmunización en la respuesta inmune humoral cuando 

el animal presenta una mayor susceptibilidad a contraer una infección intramamaria.  
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Con base en estos resultados, se seleccionó el adyuvante que demostró mejoras significativas 

en la respuesta inmune y se lo evaluó en conjunto con un inmunógeno multicomponente 

compuesto por los antígenos recombinantes rClfA, rFnBPA, r✁-toxina y r✂-toxina, en un 

esquema de inmunización comenzado en la etapa tardía de gestación, en vaquillonas y vacas 

preñadas. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivos específicos tratados en el presente capítulo: 

1. Diseñar y evaluar un esquema de inmunización hacia S. aureus en terneras.  

1.1. Diseñar una formulación combinada que contenga los antígenos recombinantes FnBPA 

(rFnBPA) y ClfA (rClfA) de S. aureus y un adyuvante basado en liposomas. 

1.2. Realizar un plan de inmunización en terneras.  

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

2. Evaluar un esquema de inmunización en vaquillonas y vacas preñadas, utilizando la 

formulación seleccionada con base en los resultados previos. 

2.1. Obtener la formulación elegida incluyendo los antígenos recombinantes rFnBPA, rClfA, 

r✂-toxina y r✂-toxina de S. aureus. 

2.2. Realizar un esquema de inmunización en vaquillonas y vacas de primer parto. 

2.3. Caracterizar la respuesta inmune humoral inducida por la formulación.
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

1. Diseñar y evaluar un esquema de inmunización hacia S. aureus en terneras.  

 

1.1. Diseñar una formulación combinada que contenga los antígenos rFnBPA y rClfA de S. 

aureus y un adyuvante basado en liposomas. 

1.1.1. Composición del inmunógeno experimental: Se obtuvieron los antígenos 

recombinantes rFnBPA y rClfA, por inducción de la expresión en Escherichia coli, 

a partir de clones previamente disponibles en el laboratorio [28,110]. El 

inmunógeno experimental consistió ☎✝ ☛✝✁ ✂☎☛�☞✁ ✖☎ ✍�� ✂✂✎dosis de cada uno de 

los antígenos recombinantes [28]. 

1.1.2. Formulación de los inmunógenos 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 inyección etanólica. Los tres 

componentes, en proporción 7:2:2 mol/mol, se disolvieron en una mezcla de 

etanol/isopropanol (1:1 v/v), esta mezcla se denominó fase orgánica. 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 antígenos evaluados. La fase orgánica fue 

incorporada por inyección a la fase acuosa en proporción 1:9 v/v [67,111,112]. La 

segunda formulación consistió en liposomas suplementados con ODN-CpG. Para 

esto, a la preparación de liposomas se le agregaron oligonucleótidos con la 

✔☎�☛☎✝�✠✁� ✄✂-tcgtcgtttgtcgttttgtcgtt-�✂✑ ✌☛☎ ✆✁✝ ✖☎✂✗✔✎✍✁✖✗ ✔☎✍

inmunomoduladores en bovinos [113]. Las concentraciones finales de cada 

componente en las formulaciones resultaron: Lip 4mM, rFnBPA 100 µg/ml, rClfA 

100 µg/ml, ODN-CpG 7,5 ng/ml. La tercera formulación fue preparada utilizando 

15% de Al(OH)3 ✁✟☞✆✛✖✍✗✂☎☞✁✄ como control de la respuesta inmune mediada por 

un adyuvante comercial autorizado.  

1.2. Realizar un plan de inmunización en terneras. 

1.2.1. Animales experimentales y cronograma de vacunación: Se seleccionaron 53 

terneras de 6 a 8 meses de edad, pertenecientes al tambo de la Estación 

Experimental INTA Rafaela (Santa Fe, Argentina). Antes de comenzar con el 

esquema de vacunación, se tomaron muestras de sangre por punción en la vena 

yugular y se determinó 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 antígenos incorporados en las 

siguientes formulaciones: Lip+rFnBPA/rClfA (n=8); Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA (n=8); ODN-CpG+rFnBPA/rClfA (n=7) e 

Al(OH)3+rFnBPA/rClfA (n=7); mientras que los 2 grupos control recibieron: 

Lip+ODN-CpG (n=7) e Al(OH)3 (n=7). Se administraron 3 dosis por vía subcutánea 

en la tabla del cuello, a los 0, 15 y 45 días. Pasado un año de la última dosis, se 

administró una cuarta dosis para verificar la posibilidad de activar una respuesta 

inmune de memoria.  El día 21 previo a la fecha estimada de parto de cada animal 

(aproximadamente 18 meses desde el comienzo del plan de inoculación), se 

administró un refuerzo por vía subcutánea en el área supramamaria. 

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

yugular de todos los animales cada 15 días desde el día 0 al día 75 de comenzado 

el plan y a los 0, 15 y 60 días de la cuarta dosis. Así también se tomaron 4 muestras 

adicionales, cada 15 días, a partir de la administración 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 obtención del 

suero. Por otro lado, se generaron muestras compuestas de leche tomando 500 µL 

de leche de cada cuarto. Las muestras de leche fueron centrifugadas y el 

sobrenadante obtenido fue separado. Alternativamente, una fracción de cada 

muestra compuesta fue acidificada y centrifugada para la obtención del suero de 

leche. Todas las muestras obtenidas fueron conservadas a -20°C hasta su 

utilización.  

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

1.3.1. Determinación de anticuerpos específicos: La producción de anticuerpos (IgG, 

IgG1 e IgG2) específicos para rFnBPA y rClfA fue determinada mediante ELISA 

indirecto. Placas de poliestireno de 96 pocillos (GBO, Frickenhausen, DEU) fueron 

sensibilizadas con 0,5 µg/pocillo de rFnBPA o rClfA. Los sueros fueron analizados 

en una dilución 1/1000 y los sueros de leche en 1/100. La unión de los anticuerpos 

se evaluó mediante incubación 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 ratón (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) seguido de la incubación con un anticuerpo anti-IgG 

murino conjugado a peroxidasa (Jackson, Baltimore, MD, USA). El revelado se 

realizó mediante la utilización de una solución de TMB (ready-to-use, Invitrogen, 

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y la reacción de color se detuvo con H2SO4 
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2N. La densidad óptica se midió a 450 nm usando un lector de microplacas 

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

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

anticuerpos, generados tras la inmunización con las formulaciones experimentales, 

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

bloquear la unión de S. aureus Reynolds a fibrinógeno (Fb).  

i. Purificación de anticuerpos específicos: Cada suero obtenido a los 15 días del 

refuerzo pre-parto fue incubado en contacto con una membrana de nitrocelulosa 

previamente sensibilizada con rFnBPA y rClfA y bloqueada con PBS 1X-BSA 

2%. Posteriormente, se realizaron una serie de lavados con PBS 1X-Tween 

0,05% y los anticuerpos fueron eluídos por incubación de las membranas con 

una solución de Glicina-HCl 0,1M (pH 2,3) y NaCl 0,15M. Las muestras de 

anticuerpos recuperadas fueron neutralizadas mediante el agregado de Tris 1M 

(pH 8).  

ii. Ensayo de bloqueo: La capacidad de los anticuerpos purificados para bloquear 

la unión del Fb se evaluó como se describió anteriormente [114] con algunas 

modificaciones. Brevemente, placas de ELISA de 96 pocillos de fondo plano se 

sensibilizaron con 5 µg/pocillo de Fb en buffer carbonato de sodio (pH 9.6). El 

fibrinógeno se purificó a partir de plasma bovino mediante precipitación con 

etanol [115]. Los sitios restantes se bloquearon mediante incubación 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 suspensión 1x109 UFC/ml de 

cada S. aureus Reynolds y se pre-incubaron durante 1 hora a 37 °C con agitación 

suave. Como control positivo, se realizó la misma pre-incubación de las 

bacterias sin el agregado de suero. Las placas recubiertas se incubaron primero 

con 100 µl de bacterias pre-incubadas, luego con un suero de ratón 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 añadió el sustrato enzimático 

(TMB, Invitrogen) y la reacción se detuvo mediante la adición de H2SO4 0,5 N. 

La absorbancia se leyó a 450 nm y los resultados se expresaron como porcentaje 

de unión con respecto al control positivo (bacteria sin opsonizar) considerado 

como capacidad de unión máxima. 

 

2. Evaluar un esquema de inmunización en vaquillonas y vacas preñadas, utilizando la 

formulación seleccionada con base en los resultados previos.  
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2.1. Obtener la formulación elegida incluyendo los antígenos recombinantes rFnBPA, rClfA, 

r✂-toxina y r✂-toxina de S. aureus. 

2.1.1. Composición del inmunógeno experimental: Se obtuvieron los antígenos 

recombinantes rFnBPA, rClfA y r✂-toxina por inducción de la expresión en 

Escherichia coli, a partir de clones previamente disponibles en el laboratorio 

[28,110]. Además, se obtuvo un cuarto antígeno recombinante correspondiente a la 

fracción madura de la ✂-toxina, también generado por nuestro grupo de trabajo, 

mediante el clonado de su secuencia codificante en el plásmido pET32a y su 

posterior expresión en E. coli BL21(DE3) (no publicado). El inmunógeno 

experimental consistió ☎✝ ☛✝✁ ✂☎☛�☞✁ ✖☎ ✍�� ✂✂✎dosis de cada uno de los antígenos 

recombinantes (Rec) [28].  

2.1.2. Formulación del inmunógeno experimental: El inmunógeno 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 capítulo. 

2.2.  Realizar un esquema de inmunización en vaquillonas y vacas de primer parto. 

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

23 vaquillonas primíparas y/o vacas con sólo 1 parto previo sin registros previos de 

mastitis, en el último trimestre de gestación. Las mismas se dividieron al azar en 

dos grupos. Uno de ellos se inoculó con 2 dosis de la formulación Lip+ODN-

CpG+Rec por vía subcutánea en el área del ganglio supramamario, a los 45 y 15 

días antes de la fecha probable de parto (Grupo Experimental, n=11), mientras que 

el restante actuó como control sin inmunizar (Grupo Control, n=12). Al momento 

de la segunda dosis vacunal las glándulas mamarias de todos los animales incluidos 

en el experimento se examinaron clínicamente por palpación y se tomaron muestras 

de secreción pre-parto para determinar la presencia de infección intramamaria por 

S. aureus. Todos los animales incluidos en el ensayo se encontraban libres de 

infección y sin signos clínicos de inflamación. 

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

coccígea antes de cada inmunización, y de sangre y leche a los 15, 30 y 45 días 

luego de la segunda dosis, correspondientes a los 0, 15 y 30 días post-parto. Las 

muestras de sangre se dejaron coagular a temperatura ambiente y luego se 

centrifugaron para la obtención 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 fracción de cada muestra compuesta 
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fue acidificada y centrifugada para la obtención de suero de leche. Todas las 

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

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

2.3.1. Determinación de anticuerpos específicos: La presencia de anticuerpos (IgG, IgG1 

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

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

presente capítulo.  

2.3.2. Evaluación de la funcionalidad de los anticuerpos: D✁✖✁ ☞✁ ✠✝�✗✍✄✗✍✁�✠✁✝ ✖☎ ✂-

✎✗✁✠✝✁ ✛ ✂-toxina en el inmunógeno experimental, se realizó un ensayo de inhibición 

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

i. �✁✂✫✥✄✭☎✥ ✦✫ ✁-✂✯✆✭✥✝ ✞ ✂-toxina nativa de S. aureus: Se trabajó con las cepas 

de S. aureus 207 y 226 aisladas de casos de IIM, productoras ✖☎ ✂-✎✗✁✠✝✁ ✛ ✂-

toxina, respectivamente. Las mismas se cultivaron en caldo Tripteína Soya a 

37°C y transcurrido el tiempo adecuado se centrifugaron para recuperar el 

sobrenadante de cultivo. Este último fue filtrado con un filtro de 0,22 µm para 

eliminar restos de bacterias enteras y se procedió a la purificación de las toxinas 

siguiendo el protocolo descripto por otros autores [116]. El producto se 

conservó a -20°C hasta su utilización. El extracto proteico obtenido se evaluó 

por SDS-PAGE al 15%, seguido de tinción con azul de Coomasie. 

ii. Inhibición de actividad hemolítica: Se tomaro✝ ✄�� ✂☞ ✖☎ ✂☞✁✡☛☞✗✔ ✍✗✡✗✔ ✁✔✁✄

✄✍✗✘☎✝✠☎✝✎☎✔ ✖☎ �✗✝☎✡✗ ✄✁✍✁ ☞✁ ☎✘✁☞☛✁�✠✁✝ ✖☎ ✂-✎✗✁✠✝✁ ✗ ✖☎ �✁✍✝☎✍✗ ✄✁✍✁ ✂-toxina 

y se diluyeron en solución diluyente de GR ✁✄✁✍✁ ✂-toxina: NaCl 150 mM, 

KH2PO4 20 mM, BSA 1 mg/mL, pH 7,4 [117]✟ ✄✁✍✁ ✂-toxina: MgSO4.7H2O 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, ✍�� ✂☞ ✖☎ ☛✝✁ ✖✠☞☛�✠✁✝ ✍✎�✕�� ✖☎☞ ✄☛✍✠�✠�✁✖✗ ✖☎ ✂-toxina, o 

✁☞✎☎✍✝✁✎✠✘✁✂☎✝✎☎ ✍�� ✂☞ ✖☎ ☛✝✁ ✖✠☞☛�✠✁✝ ✍✎✍✁� ✖☎☞ ✄☛✍✠�✠�✁✖✗ ✖☎ ✂-toxina. 

Seguidamente, se agregaro✝ ✍�� ✂☞ ✖☎ los sueros de los animales a evaluar en 

una dilución 1/50. Todas las diluciones se realizaron en la solución diluyente de 

GR correspondiente según la toxina en evaluación. Se incubó durante 1 hora a 

37°C y luego se agregaro✝ ✍�� ✂☞ ✖☎ ☞✁ ✔☛✔✄☎✝✔✠✁✝ ✖☎ ✔✁✞ ✟☎ ✠✝�☛✡ó durante 2 

horas a 37°C, y posteriormente, toda la noche (ON, por sus iniciales en inglés) 

a 4°C. Como control de hemólisis máxima, se incubaron GR en presencia de 

toxina y ausencia de suero. Como control de inhibición de la hemólisis se 

incubaron GR en ausencia tanto de toxina como de suero. Completada la 

incubación, se recuperaron los sobrenadantes y se realizó la lectura de su 

absorbancia a 545 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de 
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hemólisis respecto al control de hemólisis máxima. Finalmente, se realizó un 

análisis de correlación de Spearman entre el porcentaje de hemólisis medido en 

las muestras y los niveles de cada inmunoglobulina detectados en las mismas. 

Este análisis se realizó con el programa GraphPad Prism versión 5.00 para 

Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com). 

Tratamiento estadístico: La distribución 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 Estándar de la Media (EEM) para cada grupo. En caso de distribuciones no 

normales, se aplicó la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Mann-Whitney para la 

comparación entre grupos. En este caso los resultados fueron reportados como mediana ± rango 

intercuartil (RI) para cada grupo. El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 

Prism versión 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 aprobación tanto del Comité Asesor de Ética y Seguridad de la 

Investigación (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), resolución 

número 18-006.
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RESULTADOS 

 

1. Diseñar y evaluar un esquema de inmunización 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-rClfA en suero. 

Las terneras incorporadas en el esquema de inmunización recibieron una primera serie de 

3 dosis administradas a los 0, 15 y 45 días de comenzado el plan. No se observaron efectos 

adversos en el sitio de inoculación a lo largo de todo el protocolo. 

Se evaluaron los niveles de IgG en suero específicos para rFnBPA (Fig. 8-A) y rClfA 

(Fig. 8-B), alternativamente, a lo largo de todo el protocolo. Ningún animal presentó anticuerpos 

contra los antígenos recombinantes previos al plan de inmunización. Los adyuvantes solos, 

Al(OH)3 y Lip+ODN-CpG, fueron incapaces de inducir per se la producción de anticuerpos 

específicos a lo largo de todo el protocolo. La administración de las proteínas recombinantes con 

un adyuvante comercial, Al(OH)3+rFnBPA/rClfA, indujo una respuesta inmune humoral 

específica hacia ambas, comprobando su antigenicidad. Esta formulación indujo una producción 

de anticuerpos significativamente mayor a su grupo control, Al(OH)3, para rFnBPA entre los días 

30 y 75 (p<0,001), y para rClfA desde el día 30 al 60 (p<0,001). 

Por otro lado, se puede decir que los animales en el grupo Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA, una vez administradas las dos primeras dosis, mantuvieron altos niveles de 

anticuerpos específicos para ambas proteínas, siendo mayores que los alcanzados por los grupos 

Lip+ODN-CpG, Lip+rFnBPA/rClfA y ODN-CpG+rFnBPA/rClfA, entre los días 30-75 de 

comenzado el plan (p<0,001, en todos los casos). La administración 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 formulación Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA indujo niveles 

similares de IgG a los alcanzados por la formulación Al(OH)3+rFnBPA/rClfA a lo largo de todo 

el protocolo, excepto al día 45 cuando los niveles de IgG anti-rClfA resultaron mayores con la 

formulación liposomal (p<0,01). Finalmente, ningún grupo presentó altos niveles de anticuerpos 

pasados 270 días de comenzado el plan.  

Una vez transcurrido un año de la tercera dosis (día 410) se administró una cuarta dosis 

y se evaluaron los niveles de IgG específicos para cada proteína. Como se puede observar en la 

Fig. 8, a los 15 días de inoculados (día 425), los animales en el grupo Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA fueron capaces de generar mayores niveles de IgG, para ambas proteínas, 

que los grupos Lip+ODN-CpG y ODN-CpG+rFnBPA/rClfA (p<0,001, en ambos casos). A este 

tiempo, los niveles de IgG alcanzados por el grupo Al(OH)3+rFnBPA/rClfA fueron mayores a los 

de su control, Al(OH)3, para ambas proteínas, rFnBPA (p<0,01) y rClfA (p<0,05). En este punto, 
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no se encontraron diferencias significativas entre los grupos Al(OH)3+rFnBPA/rClfA, 

Lip+rFnBPA/rClfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA. A dos meses de administrada la cuarta 

dosis, día 470, los niveles de anticuerpos en el grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA mostraron 

niveles incrementados de anticuerpos, aunque sin diferencia estadística respecto a los otros grupos 

evaluados. 
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1.1.2. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA y anti-rClfA en suero. 

Se determinaron los niveles de IgG1 e IgG2 específicos para cada proteína (Fig. 9) a los 

15 días de administrada la tercera dosis (Día 60) y a los 15 días de la cuarta dosis (Día 425).  

Respecto a la producción de IgG1, todas las formulaciones experimentales fueron capaces 

de incrementar los niveles de anticuerpos específicos tanto para rFnBPA (Fig. 9-A) como para 

rClfA (Fig. 9-C) al día 60. A este tiempo, el grupo Al(OH)3+rFnBPA/rClfA presentó los mayores 

niveles de anticuerpos. Sin embargo, luego de administrada la cuarta dosis, los grupos Lip+ 

rFnBPA/rClfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA alcanzaron niveles similares de IgG1 a los 

Fig. 8: Niveles de IgG específica en sueros de terneras inmunizadas con rFnBPA y rClfA incorporadas 
en diferentes formulaciones, por ELISA indirecto, durante el esquema de inmunización de cuatro dosis. 
Los sueros se probaron en una dilución 1/1000 contra cada antígeno: A- IgG anti-rFnBPA; B- IgG anti-
rClfA. Como control se utilizaron sueros de terneras inmunizadas con formulaciones sin los antígenos 
(líneas punteadas). Se realizó un análisis estadístico ANOVA de dos vías. 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 vacunación. 
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alcanzados por el grupo Al(OH)3+rFnBPA/rClfA en este mismo tiempo. Cabe destacar que tanto 

la formulación Al(OH)3+rFnBPA/rClfA como Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA indujeron niveles 

de IgG1 significativamente mayores a sus controles a los dos tiempos evaluados, para ambas 

proteínas con distintos grados de significancia, como se puede observar en los respectivos 

gráficos. 

En relación a la producción de IgG2 específicos para rFnBPA (Fig. 9-B) o para rClfA 

(Fig. 9-D), al día 60 ningún grupo fue capaz de generar diferencias significativas respecto a sus 

grupos controles. Sin embargo, al día 425, la formulación Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA fue 

capaz de incrementar significativamente los niveles de IgG2 para ambas proteínas (p<0,05), 

mientras que una cuarta dosis de la formulación Al(OH)3+rFnBPA/rClfA resultó en un aumento 

de los niveles de IgG2 que resultó significativo sólo contra rClfA (p<0,01) (Fig. 2-D).   
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1.2. Respuesta humoral generada a partir del refuerzo pre-parto. 

Fig. 9: Niveles de IgG1 e IgG2 específicas en sueros de terneras inmunizadas con rFnBPA y rClfA 
incorporadas en diferentes formulaciones, mediante ELISA indirecto, evaluados en los días 60 y 425 
del esquema de inmunización (correspondiente a 15 días después de la tercera y cuarta dosis, 
respectivamente). Los sueros se probaron en una dilución 1/1000 contra cada antígeno: A- IgG1 anti-
rFnBPA; B- IgG2 anti-rFnBPA; C- IgG1 anti-rClfA; D- IgG2 anti-rClfA. Como control se utilizaron 
sueros de terneras inmunizados con formulaciones sin antígenos. Se realizó un análisis estadístico 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 
líneas. 
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1.2.1. Niveles de IgG anti-rFnBPA y anti-rClfA en suero. 

Se realizó el seguimiento de las terneras que se incluyeron en el plan de inmunización 

hasta su primer parto cuando recibieron un refuerzo pre-parto (aproximadamente 18 meses desde 

el comienzo del plan de inmunización). Veinticinco animales debieron ser excluidos en esta etapa 

debido a distintos factores ajenos al estudio, como fallos en la inseminación, abortos o muerte. 

Por este motivo los grupos quedaron conformados de la siguiente manera: Al(OH)3 (n=5), 

Lip+ODN-CpG (n=3), Al(OH)3+rFnBPA/rClfA (n=2), Lip+rFnBPA/rClfA (n=3), ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA (n=2) y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA (n=4). 

Luego del refuerzo, administrado aproximadamente 21 días previo a la fecha estimada de 

parto, se evaluaron los niveles de IgG específica hacia rFnBPA (Fig. 10-A) y rClfA (Fig. 10-B) 

en suero, hasta pasados 21 días del parto. El grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA demostró un 

rápido incremento en los niveles de anticuerpos para ambas proteínas, que fue sostenido a lo largo 

del tiempo de observación, 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 

aplicación de una única dosis.  

 

0

1

2

3

D
O

 (
4
5
0
 n

m
)

-21 -7 +7 +21

Tiempo a la fecha estimada de parto

0

1

2

3

-21 -7 +7 +21

Al(OH)3

Lip+ODN-CpG

Al(OH)3+rFnBPA/rClfA

Lip+rFnBPA/rClfA

Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA

ODN-CpG+rFnBPA/rClfA

Dosis administrada

D
O

 (
4
5
0
 n

m
)

Tiempo a la fecha estimada de parto

A BIgG anti-rFnBPA IgG anti-rClfA

 

 

1.2.2. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA y anti-rClfA en suero. 

Se estudiaron los niveles de IgG1 e IgG2 específica para ambas proteínas en muestras 

obtenidas al día -7, correspondiente a 15 días post-refuerzo (Fig. 11).  

Fig. 10: Niveles de IgG específica en sueros de vaquillonas primíparas después del refuerzo pre-parto 
con rFnBPA y rClfA incorporadas en diferentes formulaciones, por ELISA indirecto. El refuerzo se 
administró aproximadamente 21 días antes de la fecha de parto esperada. Los sueros se probaron en 
una dilución 1/1000 contra cada antígeno: A- IgG anti-rFnBPA; B- IgG anti-rClfA. Como control se 
utilizaron sueros de terneras inmunizadas con formulaciones sin antígenos. Se realizó un análisis 
estadístico de Mann-�✁✞✂✠☎✄ ☎✆✆✆ ✁✆✝☎✆ ✝✠✆ ✝�✞☎✆✆✆✝✞✟✠ ☎✠✂✆☎ ✆✟✝☎✡✡�✂ ✠✆✝☎�✂ ✝�✠ ✝✠ ✠✡☛☞ ✌✍ ✝✍

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. 
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La producción de anticuerpos IgG1 específicos para ambas proteínas (Fig. 11-A) fue 

estimulada por las formulaciones Lip+rFnBPA/rClfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA. Sin 

embargo, sólo el grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA generó niveles significativamente 

✔☛✄☎✍✠✗✍☎✔ ✍☎✔✄☎�✎✗ ✁ ✔☛ ✂✍☛✄✗ �✗✝✎✍✗☞ ✁✄��✑�✄✄✞ Respecto a los niveles de IgG2 (Fig. 11-B), sólo 

la formulación Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA fue capaz de inducir un aumento en este subtipo, 

en 2 de 4 animales. Sin embargo, este incremento sólo resultó significativo para anti-rClfA 

✁✄��✑�✄✄✞ Asimismo, una tendencia hacia la estimulación de la producción de IgG1 específica 

para ambas proteínas fue evidenciada en las formulaciones Al(OH)3+rFnBPA/rClfA y ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA. 
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1.2.3. Niveles de IgG anti-rFnBPA y anti-rClfA en leche. 

Se recolectaron muestras de leche a los días +7 y +21, dado que en este periodo ya todos 

los animales se encontraban en lactancia.  

Se analizaron los niveles de IgG específicos para rFnBPA (Fig. 12-A) y rClfA (Fig. 12-

B) en suero de leche, resultando los animales del grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA los que 

tendieron a presentar mayores niveles de IgG para ambas proteínas. Sin embargo, estas diferencias 

no resultaron significativas. 

1.2.4. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA y anti-rClfA en leche. 

A su vez, se estudiaron los niveles de IgG1 (Fig. 12-C) e IgG2 específicos para ambas 

proteínas, sobre las muestras de suero de leche tomadas al día +7, dado que fue el tiempo en el 

que se encontraron los mayores niveles de IgG. Sólo el grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA 

✄✍☎✔☎✝✎✁ ✝✠✘☎☞☎✔ ✂✁✛✗✍☎✔ ✖☎ ✓✂✔✍ �✗✂✄✁✍✁✖✗ �✗✝ ☎☞ ✂✍☛✄✗ �✗✝✎✍✗☞ ✁✄��✑�✄✄. No se detectó IgG1 

específica en las muestras obtenidas de animales pertenecientes a otros grupos experimentales. 

Fig. 11: Niveles de IgG1 e IgG2 específicas en sueros de vaquillonas primíparas después del refuerzo 
pre-parto con rFnBPA y rClfA incorporadas en diferentes formulaciones, por ELISA indirecto. Las 
muestras analizadas fueron obtenidas al día -7, correspondiente a 15 días después de aplicado el 
refuerzo. Los sueros se probaron en una dilución 1/1000 contra cada antígeno: A- IgG1 anti-rFnBPA y 
anti-ClfA; B- IgG2 anti-rFnBPA y anti-rClfA. Se realizó un análisis estadístico de Mann-Whitney para 
hacer una comparación en✂✁✌ ✂✟✝✌✡✡�✂ ✄✁✝☎�✂ ✝�✍ ✝✍ ✍✡☛✂ ☎✌ ✞✝✌✂✂✁✂ ✡✂ ✞✌✄✆✂✍✂ ✄✌ ✡�✂ ✝✂✡�✁✌✂

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. 
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Respecto a la presencia de IgG2, ningún grupo presentó niveles detectables de esta 

inmunoglobulina en suero de leche (datos no mostrados). 
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1.3. Funcionalidad de los anticuerpos. 

1.3.1. Capacidad de bloqueo. 

Se evaluó la capacidad de los anticuerpos presentes en las muestras de suero obtenidas al 

día -7, 15 días luego del refuerzo pre-parto, de evitar la unión de S. aureus Reynolds a fibrinógeno 

in vitro. Para esto, en primera instancia se purificaron los anticuerpos específicos presentes en las 

muestras mediante el contacto individual de cada suero con una membrana de nitrocelulosa 

sensibilizada con los antígenos estudiados. Luego de una serie de lavados los anticuerpos fueron 

eluídos resultando una muestra enriquecida en anticuerpos anti-rFnBPA y anti-rClfA para cada 

animal. Estas muestras fueron finalmente evaluadas mediante un ELISA diseñado 

específicamente para la determinación de la capacidad de bloqueo.  

Fig. 12: Niveles de IgG e IgG1 específicas en suero de leche de vaquillonas primíparas después del 
refuerzo pre-parto con rFnBPA y rClfA incorporadas en diferentes formulaciones, por ELISA indirecto. 
La IgG se evaluó a los días +7 y +21 y la IgG1 el día +7. El refuerzo se administró aproximadamente 
21 días antes de la fecha prevista de parto. El suero de leche se probó en una dilución 1/100 contra cada 
antígeno: A- IgG anti-rFnBPA; B- IgG anti-rClfA; C- IgG1 anti-rFnBPA y anti-rClfA. Se realizó un 
análisis estadístico de Mann-�✁✆✂✍✌✄ ☎✂✁✂ ✁✂✝✌✁ ✝✍✂ ✝�✞☎✂✁✂✝✆✟✍ ✌✍✂✁✌ ✂✟✝✌✡✡�✂ ✄✁✝☎�✂ ✝�✍ ✝✍ ✍✡☛☞

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. 
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Como se puede observar en la Fig. 13, la pre-incubación de S. aureus Reynolds con los 

anticuerpos obtenidos de los animales en los grupos Lip+rFnBPA/rClfA y Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA tendieron a disminuir la unión de la bacteria a Fb. 

 

2. Evaluar un esquema de inmunización en vaquillonas y vacas preñadas, utilizando la 

formulación 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 IgG anti-rFnBPA, anti-rClfA, anti-r✁-toxina y anti-r✂-toxina en suero. 

Las vaquillonas y vacas preñadas, incorporadas en el esquema de inmunización, 

recibieron 2 dosis de una formulación compuesta por rFnBPA, rClfA, r✂-toxina, r�-toxina y 

Lip+ODN-CpG, (Lip+ODN-CpG+Rec), administradas a los 0 y 30 días de comenzado el plan, 

correspondientes respectivamente a los 45 y 15 días previos a la fecha estimada de parto. No se 

observaron efectos adversos en el sitio de inoculación a lo largo de todo el protocolo.  

Se evaluaron los niveles de IgG en suero específicos para cada una de las proteínas 

recombinantes (Fig. 14) alternativamente, hasta pasado un mes de la fecha probable de parto. 

Ningún animal presentó anticuerpos contra los antígenos rFnBPA y rClfA previos al plan de 

inmunización, sin embargo, se detectaron bajos niveles de anticuerpos anti-✍✂-toxina y anti-✍✂-

toxina en algunos animales, sin diferencias significativas entre los dos grupos evaluados. El grupo 

Fig. 13: Análisis funcional in vitro de los anticuerpos presentes en sueros de vaquillonas primíparas 
después del refuerzo pre-parto con rFnBPA y rClfA incorporadas en diferentes formulaciones. La 
capacidad de los anticuerpos para bloquear la unión de S. aureus Reynolds al fibrinógeno (Fb) se probó 
con las muestras del día -7, correspondiente a 15 días post refuerzo. El refuerzo se administró 
aproximadamente 21 días antes de la fecha de parto esperada. Los anticuerpos purificados se diluyeron 
1/200 en una suspensión de 1x109 UFC/ml de S. aureus Reynolds. Se usó la suspensión bacteriana sin 
anticuerpos como control positivo de unión a Fb. Los resultados se expresaron como porcentaje de 
unión con respecto al control positivo considerado como capacidad máxima de unión (100%). Se 
realizó un análisis estadístico de Mann-Whitney para hacer una comparación entre los grupos con un 
✍✡☛✂ ☎✌ ✞✝✌✂✂✁✂ ✡✂ ✞✌✄✆✂✍✂ ✄✌ ✡�✂ ✁✌✂✝✡✂✂✄�✂ obtenidos para tres a cinco sueros en cada grupo (de 
acuerdo con las especificaciones del punto 1.2.1 de Resultados) y el RI. 
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control fue incapaz de inducir per se la producción de anticuerpos específicos a lo largo de todo 

el protocolo.  
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Respecto al grupo inmunizado con la formulación Lip+ODN-CpG+Rec se puede decir 

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

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

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

aplicación de la primera dosis se logró inducir la producción de anticuerpos específicos, la 

aplicación de la segunda dosis consigue aumentar sus niveles, obteniéndose un pico máximo al 

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

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

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

p<0,01, para el resto de los antígenos). 

Fig. 14: Niveles de IgG específica en sueros de vaquillonas inmunizadas con rFnBPA, rClfA, ✁�-toxina 
y ✁✁-toxina incorporadas en la formulación Lip+ODN-CpG+Rec, por ELISA indirecto, durante un 
esquema de inmunización de dos dosis al pre-parto. Los sueros se probaron en una dilución 1/1000 
contra cada antígeno: A- IgG anti-rClfA; B- IgG anti-rFnBPA; C- IgG anti-✁�-toxina; D- IgG anti-✁✁-
toxina. Como control se utilizaron sueros de vaquillonas no inmunizadas. Se realizó un análisis 
estadístico ANOVA de dos vías. 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 
vacunación. 
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2.1.2. Niveles de IgG1 e IgG2 anti-rFnBPA, anti-rClfA, anti-r✁-toxina y anti-r✂-toxina en 

suero. 

Se determinaron los niveles de IgG1 e IgG2 específicos para cada proteína (Fig. 15) a los 

15 días de administrada la segunda dosis (Día 0). 

Respecto a la producción de IgG1, la formulación experimental fue capaz de incrementar 

los niveles de anticuerpos específicos para los cuatro antígenos, rFnBPA (Fig. 15-A), rClfA (Fig. 

15-B), ✍✂-toxina (Fig. 15-C) ✛ ✍✂-toxina (Fig. 15-D), respecto al grupo control (p<0,001, en todos 

los casos). También se detectó un aumento, aunque de menor magnitud, en los niveles de IgG2 

en el grupo tratado respecto al grupo control para las cuatro proteínas (p<0,01, para rFnBPA; 

p<0,001, para el resto de los antígenos).  
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2.1.3. Niveles de IgG anti-rFnBPA, anti-rClfA, anti-r✁-toxina y anti-r✂-toxina en leche. 

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

correspondientes a los días 0, +15 y +30 post-parto. En esta etapa se incluyeron sólo las muestras 

Fig. 15: Niveles de IgG1 e IgG2 específicas en sueros de vaquillonas inmunizadas con rFnBPA, rClfA, 
✁�-toxina y ✁✁-toxina incorporadas en la formulación Lip+ODN-CpG+Rec, mediante ELISA indirecto, 
evaluados al momento del parto (correspondiente a 15 días después de la segunda dosis). Los sueros se 
probaron en una dilución 1/1000 contra cada antígeno: A- IgG1 e IgG2 anti-rClfA; B- IgG1 e IgG2 
anti-rFnBPA; C- IgG1 e IgG2 anti-✁�-toxina; D- IgG1 e IgG2 anti-✁✁-toxina. Como control se utilizaron 
sueros de vaquillonas no inmunizadas. Se realizó un análisis estadístico 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.  
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de aquellos animales que se encontraban en lactancia, motivo por el cual el número de muestras 

al día 0 resultó menor, al corresponder algunas de ellas a animales aún en pre-parto. 

Se analizaron los niveles de IgG específicos para rFnBPA (Fig. 16-A), rClfA (Fig. 16-B), 

✍✂-toxina (Fig. 16-C) ✛ ✍✂-toxina (Fig. 16-D) en suero de leche. Los 5 animales tratados que 

pudieron ser incorporados al día 0 tendieron a presentar mayores niveles de IgG que los controles, 

para dos de las cuatro proteínas evaluadas, rFnBPA y rClfA. Mientras que sólo 1 de los 5 presentó 

un aumento en los niveles de IgG anti-✍✂-toxina y anti-✍✂-toxina en leche, para este tiempo. Al 

día +15, el grupo Lip+ODN-CpG+Rec presentó una pequeña tendencia al aumento respecto al 

grupo control para los antígenos rFnBPA y rClfA, con un descenso para el día +30. Sólo un animal 

del grupo tratado permaneció con niveles elevados de IgG contra tres de los cuatro antígenos, 

hasta el último tiempo evaluado. En ningún caso, las diferencias observadas resultaron 

significativas. 

 

IgG anti-rFnBPA

0 +15 +30
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

D
O

 (
4
5
0
 n

m
)

Tiempo a la fecha estimada de parto

IgG anti-rClfA

0 +15 +30
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

Control

Lip+ODN-CpG+Rec

Tiempo a la fecha estimada de parto

D
O

 (
4
5
0
 n

m
)

IgG anti-r -toxina

0 +15 +30
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

Tiempo a la fecha estimada de parto

D
O

 (
4
5
0
 n

m
)

IgG anti-r -toxina

0 +15 +30
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

Tiempo a la fecha estimada de parto

D
O

 (
4
5
0
 n

m
)

A B

C D

 

 

Fig. 16: Niveles de IgG específicas en suero de leche de vaquillonas inmunizadas con rFnBPA, rClfA, 
✁�-toxina y ✁✁-toxina incorporadas en la formulación Lip+ODN-CpG+Rec, por ELISA indirecto, a 
partir del momento del parto. Los sueros de leche se probaron en una dilución 1/100 contra cada 
antígeno: A- IgG anti-rClfA; B- IgG anti-rFnBPA; C- IgG anti-✁�-toxina; D- IgG anti-✁✁-toxina. Se 
realizó un análisis estadístico 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 IgG2 anti-rFnBPA, anti-rClfA, anti-r✁-toxina y anti-r✂-toxina en 

leche. 

Debido a los bajos niveles de IgG detectados en suero de leche, no se realizó la 

determinación de los subtipos IgG1 e IgG2 específicos para cada antígeno, en estas muestras. 

2.2. Funcionalidad de los anticuerpos. 

2.2.1. Inhibición de la actividad hemolítica. 

Se decidió evaluar la capacidad de los anticuerpos presentes en las muestras de suero, 

obtenidas al día 0, 15 días luego de la segunda dosis, de inhibir la hemólisis causada por las 

toxinas nativas, obtenidas de dos cepas de S. aureus, una productora de ✂-toxina y otra de ✂-

toxina. Para esto, en primera instancia una dilución de cada uno de los sueros evaluados se puso 

en contacto con cada una de las toxinas. Pasado un tiempo determinado de incubación, los sueros 

junto a las toxinas se pusieron en contacto con GR de conejo o carnero según se tratara de la 

evaluación de la ✂-toxina o ✂-toxina, respectivamente. Luego de una incubación ON, se tomaron 

los sobrenadantes y, mediante la lectura de su absorbancia a 545 nm, se evaluó el porcentaje de 

hemólisis en cada muestra en función de un control de hemólisis máxima, en el cual los GR fueron 

puestos en contacto con las toxinas en ausencia de suero. 
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Como se puede observar en la Fig. 17, la pre-incubación de la ✂-toxina con los sueros 

obtenidos de los animales del grupo Lip+ODN-CpG+Rec disminuyó el porcentaje de hemólisis 

respecto al grupo control (p<0,01). 

Fig. 17: Capacidad de los sueros de vaquillonas inmunizadas con la formulación Lip+ODN-CpG+Rec, 
de inhibir la actividad hemolítica de las proteínas �-✂��✆✍✂ ✄ ✁-toxina obtenidas a partir de dos cepas 
de S. aureus productoras. Para este ensayo se utilizaron los sueros obtenidos al día 0, correspondiente 
a 15 días post segunda dosis. Los sueros fueron pre-incubados en una dilución 1/50 con cada toxina y 
posteriormente incubados ON en contacto con glóbulos rojos de conejo (�-✂��✆✍✂✁ � ✝�✁✄✌✁� ✂✁-toxina). 
Las toxinas sin pre-incubar con las muestras fueron puestas en contacto con los respectivos glóbulos 
rojos como control de hemólisis, considerado el 100% de hemólisis. En la gráfica se observa el 
porcentaje de hemólisis en cada muestra, calculada en función de los valores obtenidos para los 
controles de hemólisis. Se realizó un análisis estadístico 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.  
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Por otro lado, al realizar el estudio de la inhibición de la actividad de la ✂-toxina, se 

observó una tendencia a la disminución en el porcentaje de hemólisis en los animales tratados 

respecto a los controles, aunque sin diferencia estadística. Sin embargo, debe resaltarse que 8 de 

11 animales del grupo Lip+ODN-CpG+Rec presentaron un porcentaje de hemólisis menor al 

25%, mientras que 4 de 12 alcanzaron estos niveles en el grupo control. 

 

En la Fig. 18, se resumieron en una matriz los resultados de la respuesta humoral, 

específica hacia ✂-toxina y ✂-toxina, junto con la inhibición de la hemólisis, obtenidos en las 

muestras de suero de los animales al día 0, correspondiente al momento del parto. En los 

resultados obtenidos para la ✂-toxina, se evidencia que los tres animales del grupo control que 

presentaron un porcentaje de hemólisis igual o menor al 50%, correspondían a animales en los 

Fig. 18: Matriz de resultados de la respuesta humoral hacia �-toxina o ✁-toxina, en suero al día 0, 
correspondiente a 15 días 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 hemólisis obtenidos. 
En verde se observan los valores cercanos a 0% (bajo porcentaje de hemólisis) y en rojo los valores 
cercanos a 100% (alto porcentaje de hemólisis). Al final de las tablas se observan los resultados del 
análisis de correlación de Spearman realizado para cada inmunoglobulina en relación al porcentaje de 
hemólisis obtenido para cada toxina. Rs: coeficiente de correlación de Spearman. *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001, probabilidad de la correlación. 
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que se detectaron niveles de IgG anti-r✂-toxina cercanos a 0,5 DO. Respecto al grupo tratado, un 

único animal mostró un porcentaje de hemólisis mayor al 50%, a pesar de presentar anticuerpos 

específicos contra r✂-toxina. Al analizar los resultados obtenidos para ✂-toxina, se observa que en 

3 de los 4 animales del grupo control, que presentaron un porcentaje de hemólisis menor al 25%, 

los niveles de IgG anti-r✂-toxina fueron cercanos a 0,5 DO. Asimismo, semejante a lo observado 

para ✂-toxina, los 3 animales tratados con un porcentaje de hemólisis mayor al 50%, presentaban 

anticuerpos específicos contra r✂-toxina. 

En estas matrices, también se puede observar los resultados obtenidos en el análisis de 

correlación de Spearman, donde se compararon los niveles de las distintas inmunoglobulinas con 

el porcentaje de hemólisis 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 hemólisis observado. En el caso del porcentaje de hemólisis generado por ✂-toxina, 

se encontró una fuerte correlación con los niveles de IgG (Rs = -0,806; p<0,001) y una moderada 

correlación 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 ✂-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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DISCUSIÓN 

 

En el presente capítulo se evaluó la capacidad de una vacuna a subunidades que incluyó 

distintos antígenos 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 evaluó la respuesta inmune generada en un grupo de terneras que comenzaron el plan 

de inmunización 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 antígenos recombinantes, rFnBPA 

y rClfA, formulados con distintos adyuvantes: Al(OH)3, Lip, ODN-CpG o la combinación 

Lip+ODN-CpG. Con base en la respuesta inmune humoral obtenida con cada formulación a lo 

largo de este primer protocolo, se escogió este último adyuvante para continuar con la segunda 

instancia. En esta etapa, se inmunizaron vaquillonas y vacas preñadas con cuatro antígenos 

recombinantes, rFnBPA, rClfA, ✍✂-✎✗✁✠✝✁ ✛ ✍✂-toxina formulados con el adyuvante Lip+ODN-

CpG, y se evaluó la respuesta inmune humoral generada en estos animales hasta pasado un mes 

del parto. La inmunogenicidad de todos los antígenos incorporados, con excepción de ✍✂-toxina, 

fue probada por nuestro grupo en ensayos previos [28,110]. En conjunto, se buscó identificar un 

adyuvante capaz de generar una respuesta inmune apropiada para combatir las infecciones por S. 

aureus en bovinos, así como también, conocer los efectos del plan de inmunización implementado 

sobre esta respuesta inmune.  

 

De la respuesta inmune generada en terneras.  

En esta primera etapa, se evaluó la respuesta inmune humoral generada en terneras 

inmunizadas con los antígenos recombinantes rClfA y rFnBPA. Este inmunógeno fue formulado, 

alternativamente, con un adyuvante comercial, AlhydrogelTM o un adyuvante basado en liposomas 

catiónicos previamente evaluados por nuestro grupo en un modelo murino [67]. A su vez, se 

evaluó el efecto de la incorporación de ODN-CpG como inmunoestimulante en las formulaciones. 

La secuencia de oligonucleótidos utilizada para este fin corresponde al ODN-CpG 2007, 

específico para los TLR9 bovino y porcino, sintetizada con enlaces naturales de tipo fosfodiéster 

[113]. A pesar de la susceptibilidad de estos oligonucleótidos a la acción de ADNasas, existe un 

consenso entre autores que sugieren que su incorporación en liposomas, puede brindar un método 

válido para protegerlos de la degradación y prolongar su vida media [120]. En el capítulo 2 de la 

presente tesis, se desarrolla una discusión más profunda sobre los beneficios de la utilización de 

oligonucleótidos con enlaces naturales, así como de la capacidad de los liposomas utilizados en 

nuestros ensayos de proteger a estos ODN-CpG de la degradación mediada por nucleasas. Aunque 

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

ganado bovino es bien conocido [121], existe poca información sobre el uso conjunto de ambos 
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componentes en esta especie. Hasta donde conocemos, el único reporte en bovinos de su uso 

combinado, es el inmunoestimulante comercial ZelnateTM (Bayer HealthCare LLC, MO, USA). 

Este inmunoestimulante, en lugar de utilizar un ODN-CpG, está formulado con liposomas 

catiónicos combinados con ADN plasmídico bacteriano rico en motivos CpG no metilados. El 

uso del mismo está destinado a reducir el uso de antibióticos en el tratamiento de la enfermedad 

respiratoria bovina causada por Mannheimia haemolytica, buscando estimular las defensas 

propias del animal. Su utilización está 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 catiónicos combinados con ODN-CpG con enlaces fosfodiéster en la inmunización 

antígeno específica de bovinos. 

Por otro lado, hemos encontrado sólo 2 reportes de la utilización de planes de 

inmunización contra S. aureus en bovinos aplicados a temprana edad [92,109]. A pesar de los 

beneficios observados en la aplicación de este tipo plan, respecto a la inmunización de animales 

en etapas tardías, la mayoría de los nuevos desarrollos de vacunas para la prevención 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 aplicación de un programa de 

vacunación a partir de una edad temprana, buscando la prevención de las infecciones 

intramamarias antes del comienzo de la lactancia. 

En una primera etapa de este plan de inmunización, se evaluó 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 

días de comenzado el plan y un refuerzo al año de completado este esquema. Luego de la segunda 

dosis, se observó un incremento significativo en la respuesta inmune humoral, medida en suero, 

en los animales que recibieron las formulaciones Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA e 

Al(OH)3+rFnBPA/rClfA. La aplicación de la tercera dosis no incrementó los niveles de IgG 

específica respecto a los alcanzados post segunda dosis. Previamente, se han reportado resultados 

similares para una vacuna a subunidades, probada en terneros, usando un adyuvante catiónico 

liposomal (CAF01) y un cóctel de proteínas recombinantes de Mycobacterium avium subsp 

paratuberculosis [123]. Los autores observaron que la aplicación de la segunda dosis de la vacuna 

indujo una fuerte producción de anticuerpos específicos hacia los cinco antígenos de la vacuna, 

mientras que la aplicación de una tercera dosis no tuvo efecto en el incremento de sus niveles 

[123]. En nuestro trabajo, también se observó que los animales en los grupos Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA e Al(OH)3+rFnBPA/rClfA presentaron niveles de IgG en suero que 

permanecieron más 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/rClfA y ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA disminuyeron hasta alcanzar niveles cercanos a los preinmunes en esa etapa. 

Aunque ningún grupo presentó anticuerpos específicos 270 días después de comenzado el plan 
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de inmunización, una única dosis, administrada a un año de completada la serie de 3 dosis (día 

410), indujo un rápido aumento de los niveles de IgG específica en los animales de los grupos 

Lip+rFnBPA/rClfA, Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA e Al(OH)3+rFnBPA/rClfA, demostrando la 

capacidad de estas formulaciones de inducir memoria inmunológica. 

Asimismo, se evaluaron los niveles de IgG1 e IgG2 presentes en las muestras. Estos 

subtipos se estudiaron debido a su capacidad opsónica y a sus diferencias en cuanto a su 

disponibilidad. Mientras que el subtipo IgG1 es transportado selectivamente desde circulación a 

secreción láctea en condiciones normales, el subtipo IgG2 es transportado unido a los neutrófilos 

durante la diapédesis producida cuando ocurre un proceso infeccioso en la glándula mamaria 

[124]. Los ensayos realizados demostraron que todos los grupos experimentales presentaban IgG1 

específica para cada antígeno en los sueros obtenidos a los 15 días de administradas la segunda y 

cuarta dosis. Sin embargo, en el caso de la IgG2 específica para ambas proteínas, solo se 

detectaron altos niveles en los animales inmunizados con Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA 

después de administrada la cuarta dosis. La diferencia encontrada para este grupo, entre la casi 

nula producción de IgG2 producida luego de la tercera dosis y su incremento luego de la cuarta, 

podría deberse a la diferencia en la edad de los animales, ya que algunos autores sugieren que los 

niveles de IgG2 podrían aumentar conforme el ganado crece [125]. Además, la dispersión 

observada entre animales, en los niveles de IgG2 específica, podría explicarse por una variabilidad 

interindividual en la capacidad de responder al estímulo del ODN-CpG, característica de las 

poblaciones exogámicas, lo que sugiere que la sensibilidad a este inmunoestimulante podría estar 

parcialmente controlada por la genética del individuo [126,127]. Por otro lado, teniendo en cuenta 

que en los días 60 y 425, en los grupos Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA e 

Al(OH)3+rFnBPA/rClfA, 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 contribución de otra subclase. 

Sin embargo, existe una falta de consenso entre los autores en la identificación de otras subclases 

de IgG bovina, además de IgG1 e IgG2 y, en consecuencia, una falta de reactivos disponibles 

comercialmente para su determinación [128�130]. 

Luego de administrado el refuerzo pre-parto, los animales del grupo Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA presentaron un rápido aumento, en suero, de los niveles de IgG específica 

para rFnBPA y rClfA. Los niveles de IgG alcanzados por esta formulación se mantuvieron 

elevados durante el período de parto y hasta, al menos, 45 días después de la administración del 

refuerzo, correspondientes a 3 semanas post-parto. Aunque se contó con un número reducido de 

animales en esta etapa, se deben resaltar estos resultados, ya que sugieren que un único refuerzo, 

aproximadamente 21 días antes del parto, sería suficiente para aumentar rápidamente los niveles 

específicos de IgG en suero en un período de alta susceptibilidad a las infecciones intramamarias 

[124]. Con respecto a las subclases de IgG en este punto, la formulación Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA indujo un incremento significativo en el nivel de IgG1 específico para 
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ambos antígenos y una tendencia a una mayor producción de IgG2, siendo este aumento 

significativo para rClfA. Asimismo, los resultados del ensayo in vitro de capacidad de bloqueo, 

demostraron que las formulaciones liposomales serían eficientes en la inducción de anticuerpos 

capaces de inhibir la unión de S. aureus al Fb bovino, mientras que los anticuerpos inducidos por 

la formulación Al(OH)3+rFnBPA/rClfA no bloquearon esta unión. Esto resulta de gran interés, 

ya que estos anticuerpos podrían ser capaces de inhibir su adhesión celular, cuando ésta es 

mediada por mecanismos que involucren la formación de un puente de Fb [18].  

Respecto a la presencia de anticuerpos en leche luego de aplicado el refuerzo pre-parto, 

se observó una tendencia a alcanzar mayores niveles de IgG en el grupo Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA, 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 concentración de IgG2 es extremadamente baja en leche proveniente de glándulas 

mamarias sanas [131]. Sin embargo, este subtipo se considera la principal opsonina capaz de 

favorecer la fagocitosis mediada por neutrófilos en la glándula mamaria infectada [124,132]. 

Existe evidencia que demuestra que en las primeras 4 horas de desarrollada la infección 

intramamaria, se produce un transporte masivo de IgG2 de sangre a leche. De esta forma, se 

incrementa la actividad opsónica en leche durante la fase aguda de la inflamación mamaria, 

produciéndose un aumento de la IgG2 en leche 6-12 horas antes de que se produzca el pico de la 

respuesta mediada por neutrófilos [124]. En este primer ensayo, si bien no se detectó IgG2 en 

leche, la presencia de este subtipo en el suero de los animales del grupo Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA, sugiere que, en condiciones inflamatorias, estos animales podrían presentar 

un aumento en su capacidad fagocítica y eliminación bacteriana en la glándula mamaria. Sin 

embargo, el posible paso de esta subclase a leche y su contribución en el control de la infección 

deben ser evaluados mediante un desafío experimental. Cabe aclarar, que la falta de un análisis 

estadístico adecuado en la mayoría de las determinaciones realizadas al refuerzo pre-parto, se 

debe al reducido número de animales que pudo ser incluido en esta etapa, resultado de diversos 

factores propios de estudios de extensa duración como este [92]. 

Los resultados obtenidos demuestran que es posible utilizar un ODN-CpG con enlaces 

naturales, combinado con liposomas, en la formulación de vacunas para el ganado bovino. La 

utilización del liposoma como vehículo le brindaría una protección al ODN-CpG contra el efecto 

de ADNasas, permitiendo utilizar un oligonucleótido natural sin perder el efecto 

inmunoestimulante, como se ha demostrado previamente en ratones [68,120]. Se debe agregar, 

además, que no se observaron efectos adversos en los animales inmunizados con esta formulación 

a lo largo de todo el protocolo. En conjunto, el adyuvante formulado con liposomas catiónicos 

con ODN-CpG, demostró ser capaz de estimular la respuesta inmune humoral en niveles 

semejantes a los alcanzados por un adyuvante comercial, pero con una mejor producción de IgG2 

y un bloqueo eficiente de la unión de S. aureus a Fb. Por estos motivos, se escogió continuar con 
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la evaluación del adyuvante Lip+ODN-CpG en el plan de inmunización aplicado a vaquillonas y 

vacas preñadas. 

 

De la respuesta inmune generada en vaquillonas y vacas preñadas. 

En esta segunda etapa, se evaluó la respuesta inmune humoral generada en vaquillonas y 

vacas preñadas inmunizadas con 4 antígenos recombinantes, rFnBPA, rClfA, ✍✂-✎✗✁✠✝✁ ✛ ✍✂-

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 asignó al grupo control, el cuál 

permaneció sin inmunizar a lo largo de todo el ensayo.  

La mayoría 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 preñado o en lactancia 

[115]. En esta etapa, el plan de inmunización se aplicó a animales preñados, implementado un 

esquema semejante a los utilizados por otros autores [93�95]. Las vaquillonas y vacas preñadas, 

pertenecientes al grupo tratado, fueron inmunizadas con 2 dosis de Lip+ODN-CpG+Rec a los 45 

y 15 días previos a la fecha estimada de parto. Si bien esta formulación consiguió inducir una 

respuesta humoral en suero, específica contra los 4 antígenos, desde la administración de la 

primera dosis, se observó que la administración de la segunda dosis contribuyó al aumento de los 

niveles de IgG, alcanzándose su pico máximo al momento del parto, considerado el momento de 

mayor susceptibilidad a las infecciones intramamarias [124]. Este mismo efecto, ante la 

aplicación de una segunda dosis, ha sido observado por otros autores que han probado la vacuna 

comercial STARTVAC® [99]. Como se mostró en los resultados, los animales del grupo 

Lip+ODN-CpG+Rec mantuvieron niveles de IgG específica 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, dónde se observó que una vacuna a subunidad que contenía los antígenos ✍✂-

toxina, rFnBPA y rClfA, formulados con un complejo inmunoestimulante (ISCOM-Matrix, 

Isconova), fue altamente inmunogénica al administrarse en dos dosis a vaquillonas preñadas, lo 

que desencadenó una respuesta humoral alta durante el primer mes después del parto [110]. 

Asimismo, otro ensayo realizado por nuestro grupo, demostró que al administrar una formulación 

que contenía los mismos antígenos recombinantes, junto a un lisado de S. aureus Reynolds y el 

adyuvante ISCOM-Matrix, siguiendo el mismo plan de inmunización, se conseguía inducir una 

respuesta inmune humoral con altos niveles de anticuerpos específicos. La cinética de la respuesta 

observada fue semejante a la encontrada en la presente tesis, alcanzando el pico máximo 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 ✂-toxina recombinante como 

antígeno prototípico para una vacuna a subunidades para bovinos, demostrándose su potencial 

como inmunógeno. Existe un reporte previo de una vacuna experimental en bovinos, que incluyó 
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entre los antígenos ☛✝ ✂-toxoide de S. aureus, lográndose inducir una respuesta inmune humoral 

específica, 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 formulación Lip+ODN-CpG+Rec, se 

observó una producción de IgG1 e IgG2 específicas aumentada en suero, respecto al grupo 

control, al momento del parto. Para los cuatro antígenos, los niveles de IgG1 específica 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 

inmunización al pre-parto, la vacuna comercial STARTVAC®, induce una fuerte producción de 

IgG1 específica contra la cepa de S. aureus incorporada en la formulación, sin un aumento de la 

producción de IgG2 respecto al grupo control [99]. Como contraparte, la vacuna Lysigin® al ser 

administrada en bovinos, utilizando un plan de inmunización al pre-parto, indujo un aumento de 

IgG1 e IgG2 específica contra las 3 cepas incluidas en la formulación 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 contenía tres de 

los antígenos incorporados en la formulación Lip+ODN-CpG+Rec, ✍✂-toxina, rFnBPA y rClfA 

[110].  

Posteriormente, se estudió la capacidad de los anticuerpos generados con el plan de 

inmunización, de inhibir la actividad hemolítica de las toxinas nativas, ✂-✎✗✁✠✝✁ ✛ ✂-toxina de S. 

aureus. Se observó que la formulación Lip+ODN-CpG+Rec fue capaz de generar una respuesta 

inmune humoral capaz de reducir significativamente la capacidad de hemólisis de la ✂-toxina, 

✗✡✔☎✍✘✕✝✖✗✔☎ ☛✝✁ ✎☎✝✖☎✝�✠✁ ✔✠✂✠☞✁✍ ✄✁✍✁ ☞✁ ✂-toxina. Además, se demostró que esta disminución 

de la actividad hemolítica, estaría correlacionada con el aumento de los niveles de 

inmunoglobulinas específicas contra las toxinas recombinantes utilizadas en la formulación. 

Hasta donde conocemos, la capacidad de los anticuerpos específicos, generados en bovinos, 

contra la r✂-toxina de reconocer y bloquear la actividad hemolítica 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 incluyó un ✂-toxoide recombinante indujo la producción de anticuerpos 

neutralizantes capaces de inhibir la lisis de glóbulos rojos de conejo mediada por la toxina nativa 

[134]. Resultados semejantes fueron observados en un estudio de inmunización realizado en 

conejos por otros autores [135]. Asimismo, existen diversos reportes de la evaluación de 

moléculas inhibidoras y anticuerpos monoclonales, con la finalidad de inhibir la actividad de la 

✂-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 ✂-toxina, y a pesar de la 

alta prevalencia de ✂-toxina en cepas de S. aureus causantes de mastitis clínicas, existen pocos 

estudios que tengan por finalidad inhibir su actividad [138]. En nuestro conocimiento, el único 
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estudio previo que evaluó la inducción de anticuerpos específicos en bovinos capaces de inhibir 

la actividad de ✂-toxina, fue realizado por nuestro grupo. En este estudio, un grupo de vaquillonas 

✄✍☎�✁✖✁✔ �☛☎ ✠✝✂☛✝✠☛✁✖✗ �✗✝ ☛✝ ✠✝✂☛✝✁✂☎✝✗ ☎✁✄☎✍✠✂☎✝✎✁☞ ✌☛☎ �✗✝✎☎✝✏✁ ☞✁ ✍✂-toxina, utilizada 

en la presente tesis, demostrándose que los anticuerpos específicos generados eran capaces de 

bloquear la actividad hemolítica de la ✂-toxina nativa [28]. Por otro lado, se ha encontrado un 

reporte de la obtención de un anticuerpo de dominio simple anti-✂-toxina, seleccionado utilizando 

como antígeno la proteína nativa obtenida de un aislado de S. aureus de un caso confirmado de 

mastitis bovina, capaz de inhibir la actividad hemolítica de este factor de virulencia. Los autores 

sostienen que este anticuerpo neutralizante podría utilizarse como tratamiento para disminuir o 

prevenir el daño causado por la ✂-toxina durante la infección [139]. Finalmente, al evaluar los 

datos obtenidos en el ensayo de inhibición en el presente trabajo, en conjunto con los niveles de 

anticuerpos, se observó que en la mayoría de los animales del grupo control, que presentaron una 

alta inhibición de la actividad hemolítica, se detectaron niveles aumentados de anticuerpos 

específicos contra la toxina inhibida. Esto se encontraría asociado a la preexistencia de 

anticuerpos específicos contra las toxinas, posiblemente debido a la exposición natural de los 

animales a S. aureus. Estudios previos de otros autores, han demostrado la presencia, previa a la 

inmunización, de anticuerpos contra diversos antígenos de S. aureus [110,140,141].  

Respecto a la presencia de anticuerpos en leche, en el grupo Lip+ODN-CpG+Rec se 

observó una tendencia al aumento en los niveles de IgG específica, principalmente anti-rFnBPA 

y anti-rClfA, al día 0. Sin embargo, a diferencia del protocolo aplicado en terneras, estos niveles 

decaen rápidamente alcanzando valores cercanos al grupo control a partir del día 15 post-parto. 

Estos resultados difieren de los encontrados previamente por nuestro grupo. En un ensayo previo, 

se demostró que, al administrar al pre-parto una formulación que contenía los antígenos 

recombinantes rFnBPA, rClfA ✛ ✍✂-toxina, junto a un lisado de S. aureus Reynolds y el adyuvante 

ISCOM-Matrix, se conseguía inducir un aumento en los niveles de IgG específica en leche contra 

los tres antígenos recombinantes por igual. Si bien los resultados demostraron una gran dispersión 

en la respuesta entre animales, el grupo que recibió esta formulación mantuvo niveles elevados 

de anticuerpos específicos, al menos, hasta el día 21 post-parto [28]. Resultados semejantes fueron 

encontrados al evaluar una formulación que contenía sólo antígenos recombinantes como 

inmunógeno 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 

inmunógeno. Por ejemplo, en un estudio donde se caracterizó la respuesta inmune humoral 

inducida por la vacuna comercial Lysigin®, los autores observaron un aumento en los niveles de 

IgG específica en leche, luego de la segunda dosis, sólo 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 

subcutáneas de una vacuna formulada con dos antígenos recombinantes de S. aureus y un 
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adyuvante de tipo aceite en agua combinado con un hidrogel de alginato, resultó en títulos de 

anticuerpos mayores para uno de los dos antígenos. En este estudio, los autores determinaron los 

títulos de los subtipos IgG en leche para ambos antígenos, obteniéndose para uno de ellos un título 

medio de IgG1 cercano a 7,5 y para otro de 500 [141]. En la presente tesis, la medición de los 

niveles de IgG en leche se realizó a una dilución fija de 1/100, existiendo así posibilidad de no 

haber detectado anticuerpos específicos en muestras que podrían tener títulos inferiores.  

Los resultados obtenidos en este capítulo demuestran que la respuesta inducida por una 

vacuna que contenga antígenos recombinantes S. aureus formulados con el adyuvante Lip+ODN-

CpG, sería dependiente del plan de inmunización utilizado. Así, se observó que la implementación 

de un plan de inmunización desde edades tempranas podría presentar una mejora en los niveles 

alcanzados de IgG2 específica en suero, así como en los niveles de anticuerpos en leche, respecto 

a la tradicional inmunización al pre-parto. Hasta dónde llega nuestro conocimiento, este sería el 

primer reporte de un estudio que compara la respuesta inmune humoral inducida por una misma 

formulación, 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 

días, a los 6 meses de edad, seguido de refuerzos sucesivos cada 6 meses hasta el parto. En un 

estudio en el que se siguió este esquema, la vacunación condujo a una reducción del 45% en el 

número de nuevos casos de infecciones intramamarias causadas por S. aureus, durante la preñez 

y el parto, y en una reducción del 30% en la aparición de nuevos casos crónicos respecto al grupo 

control [92]. Sin embargo, la administración de la misma vacuna en vaquillonas primíparas, si 

bien redujo la severidad y duración de las mastitis clínicas 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 exposición natural a este patógeno durante la cría del animal [109]. En concordancia, distintos 

trabajos han informado niveles detectables de anticuerpos específicos contra diferentes antígenos 

de S. aureus en terneros, por exposición 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 infección por S. aureus no protege contra infecciones posteriores, los autores sostienen que la 

inmunización de animales ya expuestos al patógeno podría conducir a un incremento de la 

respuesta inmune preexistente, con el mismo perfil efector generado ante la primera exposición, 

en lugar de inducir una respuesta inmune protectora [109]. Si bien se requiere de la realización de 

estudios posteriores de eficacia, los resultados obtenidos en la presente tesis, en conjunto con 

estos antecedentes, permiten sugerir a la vacunación desde edad temprana, seguida de un refuerzo 

antes de cada parto, como un complemento útil para controlar el surgimiento de nuevos casos de 

mastitis estafilocócica en el tambo. 
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CONCLUSIONES 

 

En este primer capítulo se estudió la respuesta inmune inducida en bovinos por una 

vacuna prototípica a subunidades contra S. aureus, formulada con un adyuvante liposomal 

complementado con un ODN-CpG, como inmunoestimulante.  

Respecto a la inoculación de terneras con las proteínas recombinantes de S. aureus, 

rFnBPA y rClfA, se logró inducir una respuesta inmune humoral específica, sin producir efectos 

adversos en los animales. Si bien las formulaciones Lip+rFnBPA/rClfA y ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA no fueron capaces de inducir una respuesta humoral con altos niveles de 

anticuerpos, la utilización conjunta de liposomas y ODN-CpG, en la formulación Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA, generó, a lo largo del protocolo, niveles de IgG tan altos como los 

alcanzados por un adyuvante comercial, Al(OH)3+rFnBPA/rClfA. Asimismo, esta formulación 

liposomal demostró generar memoria inmunológica en los animales inmunizados, permitiendo la 

aplicación de un único refuerzo previo al parto, capaz de mantener altos niveles de anticuerpos a 

lo largo del período de mayor susceptibilidad a las infecciones intramamarias. Según el análisis 

de los subtipos de IgG, si bien todas las formulaciones experimentales fueron capaces de estimular 

la producción de IgG1 específica para los antígenos evaluados, sólo la formulación Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA fue capaz de inducir, en una instancia post-refuerzo la producción de IgG2 

en un 50% de los animales evaluados. Luego del refuerzo pre-parto, la formulación Lip+ODN-

CpG+rFnBPA/rClfA generó un rápido aumento de los niveles de IgG específicas en suero para 

ambas proteínas, 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 observó una 

estimulación de la producción de IgG1 en todos los grupos experimentales, mientras que sólo en 

2 de los 4 animales del grupo Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA se observó un aumento en la 

producción de IgG2 específica para ambas proteínas. Respecto a la respuesta humoral en leche, 

se encontró que todos los grupos experimentales presentaron IgG específica para ambas proteínas. 

Sin embargo, la formulación Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA demostró una tendencia a generar 

los mayores niveles tanto de IgG como de IgG1 específica en estas muestras. La presencia del 

subtipo IgG2 no fue detectada en las muestras de suero de leche de ningún grupo experimental. 

Por último, al estudiarse la funcionalidad de los anticuerpos generados luego del refuerzo pre-

parto, se observó que la respuesta humoral inducida en los animales inoculados con las 

formulaciones Lip+rFnBPA/rClfA y Lip+ODN-CpG+rFnBPA/rClfA podría disminuir la unión 

de S. aureus a Fb. En esta primera etapa, se pudo concluir que la inmunización con proteínas 

recombinantes formuladas con un adyuvante basado en liposomas catiónicos y un ODN-CpG, es 

un método viable para la inducción de una fuerte respuesta inmune humoral, con producción de 

IgG2 específica y generación de una respuesta inmune de memoria. Esto permitió seleccionar este 
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adyuvante para su evaluación en vaquillonas y vacas preñadas, en un plan de inmunización 

aplicado en la etapa tardía de gestación. 

En cuanto al plan de inmunización realizado al pre-parto, se concluye que la 

administración de la formulación Lip+ODN-CpG+Rec induce una respuesta inmune humoral 

específica hacia los 4 antígenos evaluados, rFnBPA, rClfA, r✂-✎✗✁✠✝✁ ✛ ✍✂-toxina. Si bien una 

única dosis fue capaz de inducir la producción de IgG específica, la administración de la segunda 

dosis resultó en un aumento de los niveles de estos anticuerpos en suero, permaneciendo elevados 

hasta 30 días post-parto. Al observar los subtipos de IgG inducidos en sangre, se observó un 

aumento en los niveles de ambos, IgG1 e IgG2, en el grupo tratado, sin embargo, para los 4 

antígenos se observó una predominancia del subtipo IgG1. Respecto a los niveles de IgG 

específicos encontrados en leche, si bien en los animales del grupo Lip+ODN-CpG+Rec se 

detectó una tendencia hacia mayores niveles al momento del parto, estos no permanecieron 

estables en el tiempo, alcanzando valores cercanos al grupo control desde el día 15 post-parto. 

Los niveles de anticuerpos en leche resultaron demasiado bajos, por lo que no se realizó el estudio 

de los subtipos de IgG en estas muestras. Finalmente, se evaluó la funcionalidad de los anticuerpos 

obtenidos, demostrándose que la respuesta humoral lograda por la formulación Lip+ODN-

CpG+Rec, sería capaz de inhibir la actividad hemolítica de la ✂-toxina nativa de S. aureus. Una 

tendencia semejante fue observada en este grupo al evaluarse la inhibición de la actividad de ✂-

toxina. Se debe resaltar que éste representa el primer reporte de la utilización de esta r✂-toxina 

como antígeno en una vacuna a subunidades, pudiéndose demostrar su potencial como 

inmunógeno para ser incluido en una formulación final. 

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente capítulo permiten concluir, por un 

lado, que es posible inducir una respuesta inmune humoral específica en bovinos, a partir de la 

administración de una vacuna a subunidades basada en antígenos recombinantes y, como 

adyuvante, liposomas catiónicos suplementados con un oligonucleótido natural con motivos CpG 

no metilados. Por otro lado, los resultados obtenidos en el presente trabajo, permiten sugerir la 

implementación de planes de vacunación que comiencen a temprana edad, seguida de múltiples 

inmunizaciones antes del parto, como una herramienta que podría resultar exitosa en la búsqueda 

de una nueva vacuna, capaz de reducir la incidencia de las infecciones intramamarias causadas 

por S. aureus. 
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CAPÍTULO 2 
Estudio de la capacidad de nuevas formulaciones liposomales cargadas con distintos 

inmunoestimulantes para actuar como vehículo y adyuvante.
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INTRODUCCIÓN 

 

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

Ya casi un siglo ha pasado de la implementación 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 empírico, produciendo productos seguros y efectivos, pero sin una comprensión 

clara de cómo funcionaban. Sin embargo, en las últimas décadas, el aumento de información 

disponible sobre el funcionamiento del sistema inmune innato y su importancia para iniciar y 

configurar la respuesta inmune adaptativa han conducido a una nueva generación de adyuvantes 

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

 

 

 

Los inmunoestimulantes son sustancias que inducen la activación o incrementan la 

actividad del sistema inmune, principalmente a través de su unión a RRPs presentes en células de 

Fig. 19: Activación del sistema inmune por vacunas a subunidades formuladas con un sistema de 
delivery e inmunoestimulantes. El sistema de delivery sitúa al antígeno y al inmunoestimulante frente 
a una APC. 1El inmunoestimulante activa directamente a la APC a través de su reconocimiento por un 
RRP. Esta activación conduce en la APC a un aumento en la expresión de moléculas del complejo 
mayor de histocompatibilidad (CMH) y secreción de moléculas protectoras innatas y citoquinas 
proinflamatorias que reclutan otras células inmunes. 2Los antígenos del patógeno proporcionan los 
epitopes específicos que son procesados y presentados por la APC a los linfocitos T CD4+ vírgenes, 
3a través del CMH de clase II. 4Los linfocitos T CD4+ que reconocen el epitope, experimentan 
expansión clonal y diferenciación a distintos perfiles de Th y 5proporcionan ayuda a los linfocitos B 
específicos, 6que también pueden unirse directamente al antígeno por sus inmunoglobulinas de 
superficie, dando lugar al cambio de isotipo y a su conversión a células plasmáticas secretoras de 
anticuerpos antígeno específicos. Al mismo tiempo, también se generan linfocitos B de memoria que, 
tras una exposición secundaria al antígeno, proliferan fácilmente y se diferencian en células 
plasmáticas. 7Las APC activadas también pueden interactuar directamente con los linfocitos T CD8+ 
que reconocen los epitopes presentados por el CMH de clase I, 8mientras los linfocitos Th le brindan 
señales coestimulatorias que permiten su diferenciación a linfocitos T citotóxicos efectores (CTL). 
Imagen adaptada de [144]. 
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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 estimulación de los TLR. Por ejemplo, se ha demostrado 

que la vacuna contra la fiebre amarilla, que se basa en un virus vivo atenuado, interactúa con al 

menos cuatro TLR. Resultados semejantes se encontraron para vacunas como la BCG y la 

Influvac (influenza). Por esta razón, los agonistas de TLR y otros RRPs son considerados 

inmunoestimulantes atractivos para su inclusión en adyuvantes que puedan incorporarse, por 

ejemplo, en vacunas formuladas con antígenos purificados incapaces de inducir una respuesta 

inmune efectiva por sí solos [142�144]. 

La mayoría de los adyuvantes de nueva generación incluidos en vacunas ya autorizadas 

o en desarrollo clínico se componen tanto de un sistema de delivery como de un 

inmunoestimulante (Fig. 19). La implementación de estos sistemas tiene varios beneficios claros: 

1) estabilizar la formulación de la vacuna, ya que los inmunoestimulantes son, a menudo, 

inestables en solución acuosa; 2) brindar la localización conjunta del antígeno y el 

inmunoestimulante, asegurando la activación de la misma célula que ha encontrado el antígeno; 

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 combinación 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 

antígenos poco inmunogénicos o ineficaces en individuos inmunocomprometidos, induciendo una 

protección más prolongada, generando un tipo específico de respuesta inmune (en mucosas o 

mediada por células), direccionando la respuesta inmune hacia un perfil de linfocitos T específico 

(Th1, Th2 o Th17), mejorando la afinidad y avidez de los anticuerpos, reduciendo la dosis de 

antígeno o el número de dosis necesarias para lograr una protección total [144]. Por lo tanto, es 

importante seleccionar tanto el sistema de delivery como los inmunoestimulantes apropiados, 

capaces de brindar las señales necesarias para activar la respuesta inmune adecuada para el control 

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

 

ODN-CpG, un inmunoestimulantes capaz de inducir una respuesta Th1 

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 mamíferos también se hallan dinucleótidos 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 liberación de ADN 

bacteriano, reconozcan los motivos CpG no metilados y disparen una respuesta inmune 

protectora, que incremente la capacidad del huésped de eliminar el patógeno [44,145,146].  
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Las características propias del ADN bacteriano lo vuelven capaz de activar directamente 

tanto a células dendríticas, como a linfocitos B, contribuyendo a la inducción de la respuesta 

inmune tanto innata como adaptativa. A partir de la endocitosis de estos PAMP y su posterior 

unión al TLR9 se produce una cascada inmunoestimulatoria que incluye la maduración, 

diferenciación y proliferación de linfocitos B y T, células Natural Killer, monocitos, macrófagos 

y células dendríticas. En conjunto, estas células secretan citoquinas y quemoquinas tanto 

proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-18 y TNF-✂✄ �✗✂✗ ☎✔✎✠✂☛☞✁✖✗✍✁✔ ✖☎☞ ✄☎✍�✠☞ ✌✆✍ ✁✓FN-✄ ☎ ✓✑-12) 

[147]. La capacidad inmunoestimulante del ADN bacteriano puede ser imitada mediante la 

utilización de oligodesoxinucleótidos sintéticos que presenten motivos CpG no metilados (ODNs-

CpG) (Fig. 20). 

 

 

 Se ha demostrado que la adición de ODN-CpG a un antígeno proteico, mejora la 

producción de anticuerpos hacia este último. Sin embargo, es necesario prolongar la 

biodisponibilidad y duración de la acción del ODN, ya que, incluso utilizando oligonucleótidos 

resistentes a nucleasas, su vida media in vivo no supera los sesenta minutos, debido a su rápida 

eliminación por adsorción a proteínas séricas. Un método potencial para protegerlos, aumentar su 

Fig. 20: Mecanismo por el que los ODN-CpG estimulan la respuesta inmune innata y adaptativa. Los 
ODN-CpG activan directamente a las células dendríticas y linfocitos B, mediante su unión al TLR9 
presente en el endosoma de estas células. La respuesta inmune resultante se caracteriza por la 
producción de citoquinas proinflamatorias y citoquinas asociadas al perfil Th1, así como de 
inmunoglobulinas polirreactivas. Al mejorar la función de las APC, los ODN-CpG facilitan la 
generación de respuestas inmunes adaptativas humorales y celulares contra antígenos vacunales 
coadministrados. 
LB: linfocito B; CD: célula dendrítica; LTc: linfocito Tc. 
Imagen adaptada de [145]. 
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vida media e incrementar su captación por las células del sistema inmune, involucra encapsularlos 

en liposomas [68,148]. A su vez, el antígeno y el ODN-CpG deben estar colocalizados en la 

misma APC para generar una respuesta inmune antígeno específica más potente, por lo que la 

utilización 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 

combinación de liposomas con CpG permite obtener respuestas más potentes que con ambos 

adyuvantes por separado y con una marcada tendencia a un perfil Th1 [68]. 

Los ODN-CpG comerciales y más utilizados en la formulación de vacunas son 

sintetizados con enlaces fosforotioato resistentes a la acción 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, inducción de artritis, destrucción de folículos linfoides, producción de IgM específica 

anti-ODN-CpG, falla renal, entre otras [120,151]. Asimismo, Haas y col. han reportado que 

existen diferencias en la interacción con TLR9, asociadas a las características del esqueleto del 

oligonucleótido. En este trabajo, los autores demostraron que en oligonucleótidos con enlaces 

fosfodiéster el efecto agonista de TLR9 se debe no sólo a la presencia de motivos CpG sino al 

esqueleto mismo, ya que, al utilizar el esqueleto del oligonucleótido libre de bases, éste es capaz 

de generar un estímulo basal. Este estímulo basal se vio incrementado al incluir las bases al 

esqueleto, aún en ausencia de motivos CpG, mientras que la adición de estos últimos resultó en 

el mayor estímulo de TLR9. 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 adición de motivos 

CpG para revertirlo y generar un efecto antagónico de TLR9 [152]. Considerando los posibles 

efectos adversos de los ODN-CpG con enlace fosforotioato, así como su incapacidad de imitar 

fielmente el mecanismo de acción de las secuencias CpG naturales, y el alto costo de los ODN-

CpG modificados, para el desarrollo de la presente tesis se optó por el uso de una secuencia con 

enlace fosfodiéster. 

El oligonucleótido 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 está ampliamente reportado en la bibliografía, conociéndose así su capacidad 

tanto de incrementar la respuesta inmune humoral hacia un antígeno vacunal como de inducir una 

respuesta celular, caracterizada principalmente por un perfil de tipo Th1 con producción de IFN-

✄✑ ☞✗ ✌☛☎ ✄✗✖✍✏✁✑ ✁ ✔☛ ✘☎☛✑ ✠✝�✍☎✂☎✝✎✁✍ ☞✁ ✍☎✔✄☛☎✔✎✁ ✂☎✖✠✁✖✁ ✄✗✍ 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 

dendríticas y macrófagos. El MR contiene múltiples dominios de unión a carbohidratos e 
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internaliza una variedad de glicoproteínas. El receptor se une a una gama de oligosacáridos con 

diferentes afinidades: D-manosa = L-fucosa >> D-N-acetilglucosamina � D-glucosa >> D-xilosa 

>>> galactosa. El tráfico intracelular del MR permite una captación de antígenos altamente 

eficiente. Después de la unión del ligando, el complejo se internaliza rápidamente en endosomas 

tempranos, donde los ligandos se disocian y el receptor se recicla rápidamente a la superficie 

celular. A su vez, el MR juega un rol importante en la fagocitosis de microorganismos no 

opsonizados que exponen glicoproteínas manosiladas [153]. 

Oligosacáridos como los mananos, los cuales están 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 utilización 

de mananos como inmunoestimulantes está 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 extraídos de 

levaduras serían capaces de inducir una fuerte respuesta citotóxica hacia antígenos proteicos, y 

de estimular tanto la respuesta celular como humoral específica. En ensayos in vivo se observó 

que tras la inmunización de ratones con antígenos manosilados fue posible inducir una respuesta 

de tipo Th1 con activación de la respuesta citotóxica [155,156]. Por lo tanto, la utilización 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 conjugación directa del antígeno a un manano, es posible optar por 

la inclusión de este inmunoestimulante en liposomas, el cual permitiría su co-transporte junto a 

cualquier antígeno de nuestra elección. Dado que el manano es un polisacárido extremadamente 

hidrofílico, es incapaz de recubrir la superficie liposomal por simple incubación. Por lo tanto, es 

necesaria la hidrofobización de este oligosacárido, mediante su conjugación con un ácido graso, 

dando lugar por ej. al O-palmitoilmanano (OPM). Esta modificación permite que, ante la 

incubación del OPM con liposomas pre-armados, se dé lugar a la interacción entre las colas 

lipídicas y la bicapa externa del liposoma, anclando el oligosacárido a la vesícula y dejándolo 

expuesto al exterior [157]. Mediante su incorporación en la superficie liposomal se busca que los 

liposomas sean captados por el MR. Este reconocimiento no sólo daría lugar a la maduración 

fenotípica y funcional de las células dendríticas, sino que también mejoraría la captación del 

antígeno presente en la formulación y por consiguiente su presentación [158,159]. 

 

Surfactantes aminoacídicos de tipo gemini, ¿una nueva generación de inmunoestimulantes? 

Los surfactantes aminoacídicos (SAA) son lipopéptidos con características 

biocompatibles y biodegradables. Dentro de esta clasificación, se encuentran los SAA de tipo 

gemini. Estos están formados por dos unidades de lipopéptidos, cada una de ellas con una cabeza 
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de aminoácidos y una cadena hidrófoba. Estas subunidades son capaces de unirse, bajo ciertas 

condiciones, por una cadena espaciadora cercana a la región aminoacídica, dando lugar a un diacil 

lipopéptido, denominado gemini. Los gemini muestran un mejor rendimiento en comparación con 

sus contrapartes monoméricas y han atraído gran interés como agentes para el delivery controlado 

de drogas debido a su capacidad de interactuar con ácidos biliares, membranas fosfolipídicas, 

oligosacáridos y con la albúmina sérica [160].  

Estructuralmente los SAA de tipo gemini presentan ciertas semejanzas con los 

lipopéptidos bacterianos. Estos últimos, son PAMPs presentes en la pared celular bacteriana y 

generalmente consisten en estructuras cortas de aminoácidos unidos a ácidos grasos a través de 

enlaces éster o amida. Las lipoproteínas de bacterias gram positivas contienen dos cadenas de 

ácidos 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 saturación, sin embargo, 

se encuentran con mayor frecuencia formados por ácido palmítico (que contiene 16 carbonos). 

En función del número de cadenas de acilo, estos lipopéptidos son reconocidos por distintos 

heterodímeros de TLR2. Así, los heterodímeros TLR1/2 permiten identificar lipoproteínas o 

lipopéptidos triacílicos, mientras que la heterodimerización con TLR6 está involucrada en la 

detección de diacil lipopéptidos. Además, la señalización 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 vehículo para 

mejorar la absorción de drogas o como agentes de transfección por su capacidad de englobar 

moléculas de ADN, poco se ha estudiado de ellos como posibles inmunoestimulantes [160]. 

Existen algunos reportes bibliográficos que señalan que la incorporación de gemini a liposomas 

puede mejorar la fusión con la membrana celular, la captación celular, la selectividad, la eficiencia 

de transfección, así como disminuir la toxicidad de la formulación [162]. 

En la presente tesis se evaluó como inmunoestimulante el SAA de tipo gemini, 

denominado AG2-C16.  Este fue diseñado y sintetizado por el Laboratorio de Química Aplicada 

(LaQuimAp, FBCB-UNL) y se caracteriza por ser un lipopéptido monomérico de bajo peso 

molecular. La región polar es un pentapéptido denominado AG2 de secuencia WWCOO (donde: 

W- triptófano, C- cisteína; O- ornitina), mientras que el N-terminal se encuentra hidrofobizado 

con una cadena de 16 carbonos (ácido palmítico) [163]. La cisteína presente en el pentapéptido 

permite que a pH fisiológico dos monómeros dimericen por la oxidación de los grupos sulfhidrilos 

presentes en este residuo, dando lugar a la formación 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 monómero dos cargas positivas, siendo este entonces un lipopéptido catiónico. Esta 

característica resulta de especial interés en el diseño de adyuvantes liposomales, ya que se ha 

descripto que una carga positiva en su superficie beneficiaría el contacto con las APCs y por 

consiguiente mejoraría su capacidad adyuvante [64]. Cabe resaltar que el lipopéptido utilizado 
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está compuesto por aminoácidos y ácidos grasos naturales por lo que es 100% biocompatible y 

biodegradable. 

 

La vía de administración, otro factor responsable de la respuesta inmune inducida por una 

vacuna. 

La ruta de administración escogida puede influir en la respuesta inmune obtenida 

mediante un plan de inmunización, principalmente debido a los diferentes grados de perfusión 

tisular, de sangre y linfa, presente en los distintos tejidos. Las características del tejido pueden 

determinar si los componentes de una vacuna se eliminan por mecanismos de defensa innatos o 

si son llevados hasta órganos linfáticos 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 años, se demostró 

que la primera vía resultaba más inmunogénica que la segunda [165]. Estos antecedentes 

demuestran que una vía de administración 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 transcutánea para la administración de vacunas. Los queratinocitos y células de 

Langerhans en la epidermis, así como los fibroblastos, células dendríticas y mastocitos en la 

dermis, contribuyen todos a la inmunocompetencia de la piel. Ante señales de peligro, los 

queratinocitos producen una amplia variedad de citoquinas, quemoquinas y péptidos 

antimicrobianos, que pueden activar a células dendríticas dérmicas y células de Langerhans 

[164,166]. Se ha documentado que la administración de antígenos vacunales a través de la piel, 

es capaz de generar una respuesta sistémica y en mucosas robusta con producción de IgG e IgA 

específicas. A su vez, ciertos autores han reportado que la inmunización transcutánea es capaz de 

inducir la activación de linfocitos T CD4+ y CD8+ específicos [166]. Por estos motivos, las vías 

intradérmica y transdérmica pueden presentar una ventaja a la hora de diseñar una vacuna para el 

control de las infecciones causadas por S. aureus.  

Por otro lado, el diseño de una vacuna libre de aguja podría potencialmente reducir el 

riesgo de enfermedades transmitidas por agujas, mejorar el acceso a la vacunación mediante la 

simplificación de los procedimientos ya que no se requeriría de personal capacitado, y ayudar en 

la implementación de regímenes de múltiples vacunas gracias a la reducción del dolor, la evitación 

de casos de fobia a las agujas y por consiguiente el aumento en el cumplimiento de los pacientes, 

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

 

Sosteniendo como hipótesis que el agregado de distintos inmunoestimulantes, así como la 

elección de una vía de aplicación adecuada, podrían inducir una respuesta inmune balanceada 

entre los perfiles Th1, Th2 y Th17, necesaria para el control efectivo de las infecciones 
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causadas por S. aureus, en el presente capítulo, se propuso estudiar diversos adyuvantes 

liposomales formulados individualmente con ODN-CpG, OPM o AG2-C16, así como con 

distintas combinaciones de ellos. Como antígeno modelo en estas formulaciones se utilizó una 

proteína de superficie de S. aureus recombinante, rClfA.   

Dentro de los estudios llevados a cabo, se realizó la caracterización estructural de las distintas 

formulaciones, así como el estudio de la capacidad de las distintas formulaciones para inducir 

una respuesta inmune eficiente en un modelo experimental murino. Así también, se evaluó la 

capacidad de las distintas formulaciones liposomales como vehículo y adyuvante en la 

administración transdérmica e intradérmica de vacunas.   

 

 



Capítulo 2  Objetivos 

Página | 85  
  

OBJETIVOS 

 

Objetivos específicos tratados en el presente capítulo: 

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

manano y/o SAA de tipo Gemini. 

3.1. Diseñar las distintas formulaciones liposomales con el agregado de los distintos 

inmunoestimulantes y ClfA recombinante (rClfA) de S. aureus como antígeno modelo. 

3.2. Caracterizar las formulaciones obtenidas.  

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

en vacunas a subunidades contra un antígeno de S. aureus.  

4.1. Obtener las distintas formulaciones a evaluar, incluyendo al antígeno recombinante 

rClfA de S. aureus como antígeno modelo. 

4.2.  Realizar un plan de inmunización 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 vehículo de vacunas a subunidades 

administradas de forma tópica.  

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 MÉTODOS 

 

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

palmitoil manano y/o SAA de tipo Gemini.  

 

3.1. Diseño de las distintas formulaciones liposomales con el agregado de los distintos 

inmunoestimulantes y rClfA recombinante de S. aureus como antígeno modelo.  

3.1.1. Obtención de liposomas: Se obtuvieron liposomas (Lip) utilizando DPPC, 

colesterol y estearilamina por el método de inyección etanólica. Los tres 

componentes, en proporción 7:2:2 mol/mol, se disolvieron en una mezcla de 

etanol/isopropanol (1:1 v/v), esta mezcla se denominó fase orgánica.  Por otro lado, 

se obtuvo una fase acuosa formada por buffer acetato de sodio 50 mM (BAc), pH 

4,3. La fase orgánica fue incorporada por inyección a la fase acuosa en proporción 

1:9 v/v, resultando una suspensión liposomal de concentración lipídica 8 mM 

[67,111,112]. 

3.1.2. Obtención del OPM:  El OPM fue obtenido a partir de la conjugación de mananos 

de Saccharomyces cerevisiae y cloruro de palmitoílo. 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 µl de 

cloruro de palmitoílo al 98% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) se diluyeron en 

1 mL de DMF. Inmediatamente se adicionó la solución de cloruro de palmitoílo a 

la solución de mananos. Se colocó el reactor en agitación y se llevó la mezcla a 

60°C. Al alcanzar la temperatura se adicionaron 100 µl de piridina anhidra al 10% 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). El reactor se dejó ON a 60°C y en agitación 

continua. La mezcla resultante se colocó en 100 mL de etanol absoluto, se agitó 

vigorosamente y se dejó precipitar ON a -20°C. El precipitado se recolectó por 

centrifugación y se lavó dos veces de esta misma manera, la primera con etanol 

absoluto y la segunda dietiléter. Luego del último lavado, el precipitado se dejó 

secar en estufa a 37°C para su posterior conservación [157]. A los fines de 

comprobar la conjugación y obtención del OPM se utilizó la técnica de 

cromatografía en capa delgada (TLC) [168], la cual se aplicó al comienzo y el final 

del proceso. La detección de cambios en el perfil de corrida de la muestra a los 

distintos tiempos, permitió determinar cualitativamente el avance efectivo de la 

reacción, confirmando la adición de colas lipídicas a los mananos y por 

consiguiente su hidrofobización, al menos de forma parcial.  
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3.1.3. Obtención de SAA de tipo Gemini: El lipopéptido AG2-C16, empleado en los 

ensayos, fue diseñado y sintetizado por el grupo de investigación del Laboratorio 

de Química Aplicada (LaQuimAp), de la FBCB, UNL. La síntesis fue realizada en 

fase sólida mediante la química 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 e✔✄☎�✏�✠�✗ ✄✁✍✁ ✂☛✍✠✝✗✔ ✖☎ ✔☎�☛☎✝�✠✁ ✄✂-

tccatgacgttcctgacgtt-�✂ [120] sintetizado con enlaces fosfodiéster por Invitrogen 

(Waltham, MA, USA), OPM y/o AG2-C16 diluidos en BAc, incluyéndose en esta 

fracción el antígeno rClfA cuando debía ser incorporado a la formulación. Las 

concentraciones finales de cada componente en las distintas formulaciones 

resultaron: Lip 4mM; ODN-CpG 7,5 nmol/ml; AG2-C16 400 µM; OPM 2 mg/ml; 

rClfA 200 µg/ ml. Las distintas formulaciones obtenidas se incubaron a 4°C por 1 

semana, realizándose una observación periódica de su estabilidad. 

3.2. Caracterización de las formulaciones obtenidas. 

3.2.1. �✫✂✫✁✩✭✥✝✄✭☎✥ ✦✫ ✂✝✩✝✂✯✄ ☎✁✫✦✯✩✭✥✝✥✂✫✄ ✞ ☎✯✂✫✥✄✭✝✬ ✆ (PZ): Una dilución de cada 

una de las muestras fue analizada mediante DLS (Dynamic Light Scattering) con el 

objetivo de determinar el tamaño predominante, así como la dispersión de tamaño 

de los liposomas en suspensión [112] y el PZ. Estas determinaciones se realizaron 

utilizando el quipo Zetasizer (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK). 

3.2.2. Microscopia electrónica de transmisión (MET): Se colocaron 40 µl de formulación 

sobre papel parafilm. Sobre la gota formada se colocó una rejilla porta muestra de 

cobre que se dejó en contacto con la muestra durante 15 segundos. Posteriormente 

se secó el exceso de muestra con papel absorbente y se colocó la rejilla en contacto 

con el agente de contraste, ácido túngstico, 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 adquisición de 

imágenes. A partir de las imágenes obtenidas se realizaron mediciones del diámetro 

de las membranas lipídicas. Este procedimiento fue realizado con cada una de las 

formulaciones obtenidas. 

3.2.3. Microscopia electrónica de barrido (MEB): Una gota de cada formulación evaluada 

fue sometida a criofijación por congelamiento mediante vapores de nitrógeno, 

utilizando el sistema CryoMEB (Leica Microsystems, Wetzlar, DEU). 

Posteriormente, se realizó la criofractura, sublimación (eliminación de cristales de 

agua) y metalización con platino de la muestra para obtener una superficie 

conductora. Completado el tratamiento de la muestra, esta se transfirió a la platina 



Capítulo 2  Materiales y Métodos 

Página | 88  
  

del microscopio Thermo Scientific VolumeScope (Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA) para la adquisición de imágenes a -115 °C. 

3.2.4. Evaluación de la protección del ODN-CpG a la acción de ADNasas: Dado que el 

ODN-CpG utilizado en los ensayos presenta sensibilidad a la acción de ADNasas, 

se evaluó la protección a la degradación conferida por las formulaciones 

liposomales. Este ensayo se realizó utilizando la RQ1 ADNasa (Promega, WI, 

USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, 17 µl de ODN-CpG 

7,5 nmol/ml libres o incorporados en liposomas, se incubaron con 2 µl del buffer 

de reacción 10X específico de la enzima y 1 µl de RQ1 ADNasa, durante 1 hora a 

37°C. Luego, 1µl de solución stop de RQ1 ADNasa se agregó para terminar la 

reacción. Se tomaron 10 µl de cada el tubo que fueron incubados a 65°C durante 10 

minutos para completar la inactivación de la ADNasa (con choque térmico, cCT), 

mientras que los otros 10 µl se mantuvieron a temperatura ambiente (sin choque 

térmico, sCT) de manera de evaluar el efecto del choque térmico en la estabilidad 

de la formulación. 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 utilización de las formulaciones obtenidas como 

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

 

4.1. Obtener las distintas formulaciones a evaluar, incluyendo al antígeno rClfA de S. aureus 

como antígeno modelo.  

4.1.1. Composición del inmunógeno experimental: Se obtuvo el antígeno recombinante, 

rClfA, a partir de clones previamente disponibles en el laboratorio [28,110]. El 

✠✝✂☛✝✁✂☎✝✗ ☎✁✄☎✍✠✂☎✝✎✁☞ �✗✝✔✠✔✎✠✁ ☎✝ ✕�� ✂✂✎✂☞ ✖☎ ☎✔✎☎ ✁✝✎✏✂☎✝✗✞ 

4.1.2. Formulación de los inmunógenos 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. Así, el inmunógeno 

experimental fue formulado en liposomas conteniendo, alternativamente, ODN-

CpG, OPM, AG2-C16 o combinaciones de estos como inmunoestimulantes.  

4.2. Realizar un plan de inmunización en ratones. 

4.2.1. Animales experimentales, cronograma de vacunación 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 inmunización, que fueron 

mantenidos en el bioterio del Laboratorio de Inmunología 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: rClfA, Lip+ODN-CpG+rClfA, Lip+AG2-

C16+rClfA, o Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA (n=5/grupo). Los grupos control 

recibieron las distintas formulaciones libres de rClfA. Los animales recibieron 2 

dosis de las formulaciones, por vía intradérmica, una cada 3 semanas, ✖☎ ✄� ✂☞ ✖☎

�✗✍✂☛☞✁�✠✁✝ ✁✍� ✂✂ ✍�☞�✟✄ y se sacrificaron a los 24 días de la segunda dosis. Se 

tomaron muestras de sangre por punción de la vena submandibular y muestras de 

lavados vaginales mediante lavados con PBS, de todos los animales antes de la 

aplicación de la primera dosis y a los 10 días de cada una de ellas. Los animales 

fueron sacrificados por sangrado bajo anestesia, como se describió 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 

utilización. Las muestras de lavado vaginal se centrifugaron para la obtención del 

sobrenadante y se les añadieron inhibidores de proteasas previo a su conservación 

a -80°C hasta su utilización. 

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 inmunización, que fueron mantenidos en la 

Plataforma de investigación experimental en biología 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 

✖✗✔✠✔ ✄✗✍ ✘✏✁ ✠✝✎✍✁✖✁✍✂✠�✁✑ ☛✝✁ �✁✖✁ � ✔☎✂✁✝✁✔✑ ✖☎ ✄� ✂☞ ✖☎ �✗✍✂☛☞✁�✠✁✝ ✁✍� ✂✂

rClfA) y se aplicó un refuerzo pre-sacrificio al cumplirse 10 días 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 utilización, 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 

específicos a-rClfA previos al comienzo del protocolo. Este mismo protocolo se 

repitió con 50 ratones de la cepa C57BL/6J añadiéndose 2 grupos experimentales; 

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

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

formulaciones. 
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4.3.1. Determinación de anticuerpos específicos: La capacidad de las formulaciones de 

inducir la producción de anticuerpos específicos, fue evaluada por ELISA indirecto. 

En función de las muestras disponibles en cada ensayo, se determinaron los niveles 

de anticuerpos específicos 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 µg/pocillo de rClfA. 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 unión de los anticuerpos 

específicos se evaluó mediante incubación 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 realizó mediante la utilización de una 

solución de TMB (ready-to-use, Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA) y la reacción de color se detuvo con H2SO4 2N. La densidad óptica se midió 

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. Análisis 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 2.106 células en 1 mL de RPMI 1640 conteniendo 10% de SFB, L-

glutamina, estreptomicina y penicilina, durante 4 hs a 37°C en atmósfera con 5% 

de CO2. 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 incubación, se realizó la marcación celular de membrana con los 

anticuerpos anti-CD3e-FITC, anti-CD45-V500, anti-CD4-PE-CyTM7 y anti-CD8-

PercP-Cy5.5 y la marcación intracelular con los anticuerpos anti-IL-4-APC, anti-

IL-17A-PE y anti-IFN-✄-BV421 (BD, Franklin Lakes, NJ, USA), siguiendo las 

instrucciones del kit comercial BD Cytofix/Cytoperm Plus (BD, Franklin Lakes, 

NJ, USA). Luego de la marcación, las células fueron analizadas por citometría de 

flujo. La viabilidad celular fue analizada utilizando la tinción con Zombie-NirTM 

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

subunidades administradas de forma tópica.  

 

5.1. Evaluar la capacidad de las formulaciones para transportar un colorante a través de 

Epidermis Murinas Reconstituidas (EMR).  

5.1.1. Obtención 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 2x105 células/cm2 utilizando el medio CnT07 

(CELLnTEC, Berna, CHE) complementado con penicilina/estreptomicina 1X y 

gentamicina 200 ng/ml. Las células se incubaron a 37°C en atmósfera con 5% de 

CO2 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 concentración de 1,125x106 

células/mL en medio CnT07 y se sembraron insertos de cultivo de policarbonato 

(0,63 cm2 de área con ☛✝ ✎✁✂✁�✗ ✖☎ ✄✗✍✗ ✖☎ �✑� ✂✂ ✖☎ ✖✠✕✂☎✎✍✗✑ ✞✠☞☞✠✄✗✍☎, 

Burlington, MA, USA✄ �✗✝ ��� ✂L de la suspensión celular. Los insertos se 

depositaron en el fondo de placas de seis pocillos que contenían 3 mL de medio 

CnT07 con 1,5 mM de calcio. Después de 24 h de incubación a 37°C en atmósfera 

con 5% de CO2, los queratinocitos se expusieron a la interfaz aire/líquido agregando 

una compresa estéril debajo de cada inserto y reemplazando el medio CnT07 por 3 

ml de medio de diferenciación compuesto por medio EpiLife complementado con 

HKGS (Cascade Biologics, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) y 

suplementado con ✍✑✄ ✂✞ ✖☎ �✁☞�✠✗✑ ✄� ✂✂✎✂☞ ✖☎ ✕�✠✖✗ ✑-ascórbico (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) y 3 ng/ml de KGF recombinante murino (R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA). Este medio se renovó cada 2 días hasta el uso 

de los EMR [170]. 

5.1.2. Evaluación de la capacidad de transportar proteínas a través de EMR: Se 

incorporó el colorante fluorescente Lucifer Yellow CH (LY) en una concentración 

1 mM a las diferentes formulaciones liposomales obtenidas. Un volumen de 200 µl 

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 atmósfera con 5% de CO2. 

Luego de la incubación, el medio de cultivo depositado debajo de los distintos 
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EMRs fue recolectado y se midió su fluorescencia a 540 nm (excitación 428nm) 

utilizando el equipo Thermo Scientific VarioskanTM Flash (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA). Se calcularon los porcentajes de permeabilidad en 

función de un control de permeabilidad total. Como indicador del 100% de 

permeabilidad se realizó una dilución 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 función de la 

permeabilidad basal presentada por los EMRs para su normalización. La 

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

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

murinos in vitro. 

5.2.1. Estimulación de queratinocitos: NMEK aislados como se describió en el punto 

5.1.1 se resuspendieron en una concentración de 1x105 células/ml en medio CnT07 

y se sembraron placas de 24 pocillos con 1 ml de la suspensión celular. Las células 

se incubaron a 37°C en atmósfera con 5% de CO2 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 µl de cada formulación evaluada, en los distintos pocillos, por 24hs a 37°C en 

atmósfera con 5% de CO2. Finalizada esta última incubación, las células fueron 

lisadas para la extracción del ARN. Se realizaron dos ensayos independientes con 

cada condición por duplicado. 

5.2.2. Estimulación de fibroblastos: La obtención 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 obtención 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 2x104 

células/cm2 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 atmósfera con 5% de CO2 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 concentración de 2x104 células/ml en el 

mismo medio descripto previamente y se sembraron placas de 6 pocillos con 3 ml 

de la suspensión celular. Las células se incubaron a 37°C en atmósfera con 5% de 



Capítulo 2  Materiales y Métodos 

Página | 93  
  

CO2 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 µl de cada formulación evaluada por 

24hs a 37°C en atmósfera con 5% de CO2. Finalizada esta última incubación, las 

células fueron lisadas y el material, recuperado para la extracción del ARN. Se 

realizaron dos ensayos independientes con cada condición por duplicado. 

5.2.3. Extracción 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, Düren, 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 SuperScriptTM 

II (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Mediante RT-PCR 

y a partir del ADN copia (ADNc) obtenido se determinaron los niveles de expresión 

de los genes codificantes para distintas quemoquinas y citoquinas, utilizando 

oligonucleótidos específicos (Tabla 3) y la mezcla AceQ qPCR SYBR Green 

Master Mix (Vazyme, Nanjing, CHN). Para la amplificación y determinación de 

los productos se utilizó el equipo LightCycler 480 (Roche, Basilea, CHE). Las 

muestras se normalizaron a la expresión del gen control (housekeeping, HK), 

GAPDH y se informaron en relación a las muestras basales (sin estimular) según el 

✂✁✎✗✖✗ ✁✁�✌� 2-��✂✄ = 2-(�✂✄muestra ☎ �✂✄basal), donde ✁�✌ = CTgen de interés-CTHK para 

cada condición evaluada.  

 

Tabla 3: Oligonucleótidos utilizados para la evaluación de la expresión de citoquinas y quemoquinas. 

Quemoquina/ 
Citoquina Forward Reverse 

CXCL1 ✆✝-CCTGAAGCTCCCTTGGTTC-✞✝ ✆✝-AAATAGGACCCTCAAAAGAAATTG-✞✝ 

CXCL2 ✆✝-CAGACTCCAGCCACACTTCA-✞✝ ✆✝- GGTCTTCAGGCATTGACAGC-✞✝ 

CXCL3 ✆✝-TGGTCAAGAAGTTTGCCTCA-✞✝ ✆✝-GGATGGATCGCTTTTCTCTG -✞✝ 

CXCL9 ✆✝-CGAGGCACGATCCACTACAA-✞✝ ✆✝-GAGTCCGGATCTAGGCAGGT-✞✝ 

CXCL10 ✆✝-TGCCGTCATTTTCTGCCTCA-✞✝ ✆✝-AGGCTCGCAGGGATGATTTC-✞✝ 

CCL2 ✆✝-AGCACCAGCCAACTCTCACT-✞✝ ✆✝-TCATTGGGATCATCTTGCTG-✞✝ 

CCL3 ✆✝-AAGCAGCAGCGAGTACCAGT-✞✝ ✆✝-GATGAATTGGCGTGGAATCT-✞✝ 

CCL20 ✆✝-CGTCTGCTCTTCCTTGCTTT-✞✝ ✆✝-CTTCATCGGCCATCTGTCTT-✞✝ 

IL-✟� ✆✝-TGAAACGTCAAAGATGTCCAA-✞✝ ✆✝-AGGTGTAAGGTGCTGATCTGG-✞✝ 

IL-6 ✆✝-TGAACAACGATGATGCACTTG-✞✝ ✆✝-CTCTGAAGGACTCTGGCTTTG-✞✝ 

TNF-� ✆✝-TTCTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCC-✞✝ ✆✝-GTATGAGATAGCAAATCGGCTGACGGTGTGGG-✞✝ 

IFN-✁ ✆✝-AGTACAACAGCTACGCCTGG-✞✝ ✆✝-GAGTCCGCCTCTGATGCTTA -✞✝ 

GAPDH ✆✝-TGCGACTTCAACAGCAACTC-✞✝ ✆✝-CTTGCTCAGTGTCCTTGCTG-✞✝ 

 



Capítulo 2  Materiales y Métodos 

Página | 94  
  

Tratamiento estadístico: La distribución 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 Estándar de la Media (EEM) para cada grupo. En caso de distribuciones no 

normales, se aplicó la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Mann-Whitney para la 

comparación entre grupos. En este caso los resultados fueron reportados como mediana ± rango 

intercuartil (RI) para cada grupo. El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad 

Prism versión 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 

aprobación tanto del Comité Asesor de Ética y Seguridad de la Investigación (FBCB-UNL) 

registrada en el acta 10/15, como de☞ �✗✂✠✎✁ ✖✂�✎✆✠✌☛☎ COMETHEA N°84, Poitou Charentes, 

por resolución número 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 experimentación 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. Caracterización de las partículas obtenidas. 

3.1.1. Tamaño y potencial ✆ de las partículas 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; ClfA 100 µg/ml; ODN-CpG 7,5 nmol/ml; AG2-C16 400 

µM; O-Palmitoil manano (Man) 2mg/ml. Las distintas formulaciones obtenidas se enumeran en 

la Tabla 4 junto a los parámetros analizados por DLS: diámetro medio; índice de polidispersidad 

(IPD), valor que representa la distribución de tamaños de partículas en la muestra (valores 

menores a 0,5 corresponden a formulaciones con partículas de tamaños más homogéneos) y 

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

 

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+rClfA 207,8 0,252 21,6 

Lip+ODN-CpG 1154,0 0,578 nd 

Lip+ODN-CpG+rClfA 1205,3 0,576 nd 

Lip+AG2-C16 207,8 0,224 56,6 

Lip+AG2-C16+rClfA 212,0 0,232 36,2 

Lip+AG2-C16+ODN-CpG 237,5 0,258 43,5 

Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA 295,8 0,512 nd 

Lip+OPM 303,8 0,329 3,03 

Lip+OPM+rClfA 305,8 0,251 1,84 

Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA 445,2 0,264 -0,34 

D: diámetro medio (nm). 
IPD: índice 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 diámetro como el PZ de las partículas. Tanto para las formulaciones Lip+ODN-

CpG como Lip+ODN-CpG+rClfA se puede ver cómo el agregado del ODN-CpG aumenta el IPD 

a valores mayores a 0,5, lo que indica una pérdida en la homogeneidad de tamaños e impediría la 

determinación del PZ. A su vez, se puede ver cómo la formulación Lip+AG2-C16+ODN-CpG 

presenta tamaños y un IPD menor a la formulación Lip+ODN-CpG. Sin embargo, ante el 

agregado de rClfA (Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA) el IPD y, en menor medida el diámetro 
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medio, vuelven a aumentar. Respecto al PZ, si se comparan las formulaciones Lip+rClfA y 

Lip+AG2-C16+rClfA se puede observar que el PZ de las partículas aumenta con el agregado de 

AG2-C16. La incorporación de OPM, por otro lado, en las formulaciones Lip+OPM y 

Lip+OPM+rClfA resultó en un incremento en el diámetro de los liposomas y en una clara 

disminución de la carga superficial de las partículas respecto a Lip+rClfA. Un dato interesante es 

que el agregado de ODN-CpG a esta formulación (Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA) resulta en un 

leve incremento del diámetro de partículas respecto a Lip+OPM+rClfA, manteniendo un bajo 

IPD. 

3.1.2. Tamaño y forma de los liposomas obtenidos por microscopía. 

Se aplicaron las técnicas de MET y MEB sobre las formulaciones obtenidas con el fin de 

conocer no sólo la morfología de las vesículas lipídicas, sino también de obtener medidas 

alternativas del diámetro de las partículas.  

En la tabla 5 se observa la comparación entre los diámetros medios determinados para 

cada formulación por la técnica de DLS y los calculados a partir de las mediciones obtenidas de 

10 a 25 vesículas capturadas en distintas imágenes adquiridas por MET (Fig. 21) y MEB (Fig. 

22). Mientras que fue posible realizar determinaciones en todas las formulaciones por la técnica 

de MET, sólo cuatro pudieron ser evaluadas mediante MEB debido al surgimiento de problemas 

técnicos en el microscopio durante el ensayo. 

 

Tabla 5: Comparación de los diámetros medios de las vesículas lipídicas obtenidos alternativamente por 
las técnicas de DLS, MET y MEB. 

Formulaciones 
Diámetro medio (nm) 

DLS MET MEB 

Lip 184,8 163,5±37,7 nd 

Lip+rClfA 207,8 127,8±44,8 nd 

Lip+ODN-CpG 1154,0 134,8±28,1 167,1±24,7 

Lip+ODN-CpG+rClfA 1205,3 194,1±37,3 116,0±16,3 

Lip+AG2-C16 207,8 177,0±46,6 233,8±81,9 

Lip+AG2-C16+rClfA 212,0 167,6±34,3 nd 

Lip+AG2-C16+ODN-CpG 237,5 172,2±37,1 194,7±60,7 

Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA 295,8 170,3±46,0 nd 

Lip+OPM 303,8 173,9±51,8 nd 

Lip+OPM+rClfA 305,8 170,8±40,0 nd 

Lip+OPM+ODN-CpG nd 141,5±29,0 nd 

Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA 445,2 145,9±30,9 nd 

 nd: dato no determinado 
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que esta técnica no puede diferenciar partículas individuales de agregados. Respecto a la 

formulación Lip+AG2-C16, se observaron estructuras esféricas de morfología conservada, sin 

presencia de agregados. Por último, así como se observó por DLS, la adición de AG2-C16 a las 

formulaciones que contienen ODN-CpG, Lip+AG2-C16+ODN-CpG, brindaría una mayor 

estabilidad a la formulación, que se visualizaría como la ausencia de grandes agregados 

liposomales. En estos últimos dos casos los diámetros medios obtenidos por MEB resultaron 

semejantes a los determinados por DLS y MET. 

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

Debido a la elección de un ODN-CpG con enlaces fosfodiéster, sensibles a la acción de 

ADNasas, se decidió evaluar la capacidad de liposomas de proteger a este inmunoestimulante de 

su degradación cuando son suministrados en conjunto. Para esto, una formulación liposomal con 

ODN-CpG fue sometida a la acción de la RQ1 ADNasa, siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Debido a que dentro del protocolo se indicaba la realización de un shock térmico (ST) 

a 65 °C por 10 minutos y a que se desconocían los efectos de este tratamiento sobre la estabilidad 

de la formulación, se realizó el ensayo, alternativamente, con y sin la inactivación de la enzima 

por ST. 

 

 

 

 

 

 

 

ODN-CpG (7,5 nmol/ml) x x x x x x  
Liposomas (4mM)    x x x x 
RQ1 ADNasa (1U)  x x  x x  
ST   x   x  

 

En la Fig. 23 se presentan los resultados obtenidos para este análisis. En las calles 1-3 se 

sembró el ODN-CpG libre sometido a distintos tratamientos. En la calle 1 se encuentra el 

oligonucleótido 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 desaparición de la banda, en ambos 

casos, demuestra la capacidad de la enzima de degradar la secuencia en estudio en su totalidad, 

independientemente de la aplicación 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 lípidos. 

Por último, en las calles 4-6 se sembró la formulación liposomal con ODN-CpG. En la calle 4 se 

visualiza la formulación sin ningún tipo de tratamiento, lo que demuestra la capacidad de los 

Fig. 23: Resultados de la prueba de 
degradación del ODN-CpG por ADNasas. 
Los productos de la reacción fueron 
sometidos a una electroforesis en gel de 
agarosa y visualizados por iluminación UV 
mediante la utilización de GelRed. La tabla 
debajo de la figura indica el contenido de las 
muestras corridas en cada calle. ST: Shock 
térmico. 
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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 migración de las 

formulaciones liposomales.  

 

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

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

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

4.1.1. Niveles de IgG anti-rClfA en sueros obtenidos a lo largo del protocolo. 

Se realizó un primer protocolo de inoculación en ratones hembra de la cepa BALB/c 

dónde se evaluó 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 última dosis. En esta etapa, se 

estudiaron los efectos de la inmunización con el antígeno libre (rClfA), así como de su 

incorporación en tres formulaciones liposomales con distintos inmunoestimulantes; Lip+ODN-

CpG+rClfA; Lip+AG2-C16+rClfA y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA. Los grupos control 

recibieron las mismas formulaciones sin el antígeno. Todos los grupos se conformaron con 5 

animales en cada uno, excepto el grupo Lip+ODN-CpG-rClfA (n=4) debido a la pérdida de un 

animal durante el ensayo, por motivos ajenos al mismo. 

Respecto a la producción de IgG específica (Fig. 24-A) se encontró que si bien, luego de 

la primera dosis, los 4 grupos experimentales mostraron un incremento en los niveles de IgG anti-

rClfA respecto a sus grupos control (diferencias significativas presentadas en gráfica 24-A: día 

10), la aplicación de una segunda dosis fue necesaria para alcanzar altos niveles de anticuerpos. 

Pasados 10 días de la segunda dosis todos los grupos experimentales presentaron mayores niveles 

de anticuerpos que sus respectivos grupos control con distintos grados de significancia (ver 

gráfica 24-A: día 31). A este tiempo, el grupo Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA superó los 

niveles de anticuerpos alcanzados por los grupos rClfA (p<0,01) y Lip+AG2-C16+rClfA 

(p<0,05). Dos semanas más tardes (Fig. 24-A: día 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+rClfA. Este último grupo mantuvo altos niveles de anticuerpos hasta 

el último tiempo evaluado, conservándose la diferencia con el grupo rClfA (p<0,01) e 

incrementándose las diferencias con los otros dos grupos que recibieron adyuvante, Lip+ODN-

CpG+rClfA (p<0,05) y Lip+AG2-C16+rClfA (p<0,01). 

En la Fig. 24-B se presentan los títulos de IgG específica al día 31. Como se puede 

observar, si bien no se detectaron diferencias significativas entre los grupos, el grupo Lip+AG2-

C16+ODN-CpG+rClfA presentó en 4 de 5 animales títulos de anticuerpos mayores a 1x106, 

mientras que en el grupo rClfA sólo 1 de 5 animales superó este valor, registrándose también en 
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este grupo la mayor dispersión de valores. Lo antes mencionado podría justificar las diferencias 

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

dilución fija. 
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Por otro lado, y considerando que AG2-C16 presenta una parte proteica, se decidió 

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

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

 

 

Fig. 24: Niveles de IgG específica en sueros de ratones de la cepa BALB/c inmunizados con rClfA 
incorporado en diferentes formulaciones, durante el esquema de inmunización de dos dosis 
suministradas a los días 0 y 21. Las determinaciones se realizaron por ELISA indirecto en las muestras 
obtenidas a lo largo del protocolo.  A- Niveles de IgG anti-rClfA en los grupos evaluados. Los sueros 
se probaron en una dilución fija de 1/5000. En los grupos con niveles aumentados de anticuerpos 
específicos se determinó, en las muestras del día 31: B- Título de IgG anti-rClfA; C- Título de IgG1 
anti-rClfA; D- Título de IgG2a anti-rClfA. Como controles se utilizaron sueros de ratones inmunizados 
con las formulaciones sin el antígeno. Se realizó un análisis estadístico 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 rClfA. Las comparaciones entre 
adyuvantes se indican con líneas negras. 
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4.1.2. Niveles de IgG1 e IgG2a anti-rClfA en sueros obtenidos luego de la segunda dosis. 

Al determinarse los títulos de IgG1 específica (Fig. 24-C), no se encontraron diferencias 

entre los niveles alcanzados por las distintas formulaciones, siendo en la mayoría de los animales 

mayores a 1x106. Sin embargo, al evaluarse los niveles de IgG2a (Fig. 24-D), las dos 

formulaciones conteniendo ODN-CpG como inmunoestimulante (Lip+ODN-CpG+rClfA y 

Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA) indujeron títulos semejantes entre sí y superiores a los 

alcanzados por las formulaciones rClfA y Lip+AG2-C16+rClfA (p<0,05, en todos los casos).  

4.1.3. Niveles de IgG e IgA anti-rClfA 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 específicas para rClfA.  
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Como se observa en la Fig. 25, luego de la primera dosis (día 10), en algunos animales se 

detectaron pequeños 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 (día 31) (p<0,05). Luego de dos semanas (día 45) si bien se observó una tendencia a la 

disminución de estos anticuerpos en secreción vaginal, los niveles permanecieron elevados 

manteniéndose las diferencias significativas.  

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

específicos de este isotipo en ninguna de las muestras analizadas (datos no mostrados). 

 

Fig. 25: Niveles de IgG específica en lavados vaginales de ratones de la cepa BALB/c inmunizados 
con rClfA incorporado en diferentes formulaciones, durante el esquema de inmunización de dos dosis 
suministradas a los días 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 dilución fija de 1/4. Se 
realizó un análisis estadístico 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.  
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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-rClfA en sueros obtenidos al sacrificio. 

Se realizó un segundo ensayo en la cepa BALB/c donde se decidió 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 evaluó el antígeno libre (rClfA), así como su incorporación en tres 

formulaciones liposomales con distintos inmunoestimulantes; Lip+ODN-CpG+rClfA; Lip+AG2-

C16+rClfA y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA. Los grupos control recibieron las mismas 

formulaciones sin el antígeno. 
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Fig. 26: Niveles de IgG específica en sueros de ratones de la cepa BALB/c inmunizados con dos dosis 
y un refuerzo pre-sacrificio de rClfA incorporado en diferentes formulaciones. Las determinaciones se 
realizaron por ELISA indirecto en las muestras obtenidas al sacrificio. A- Niveles de IgG anti-rClfA 
en los grupos evaluados. Los sueros se probaron en una dilución fija de 1/20000. En los grupos con 
niveles aumentados de anticuerpos específicos se determinó: B- Título de IgG anti-rClfA; C- Título de 
IgG1 anti-rClfA; D- Título de IgG2a anti-rClfA. Como controles se utilizaron sueros de ratones 
inmunizados con formulaciones sin el antígeno. Se realizó un análisis estadístico 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 líneas 
negras. #p<0,05; ##p<0,01, respecto al grupo rClfA. 
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 De la respuesta humoral (Fig. 26) se puede decir que ningún animal presentó anticuerpos 

contra los antígenos recombinantes previos al plan de inmunización (datos no mostrados). El 

análisis de los sueros obtenidos al sacrificio de los animales mostró que los grupos control fueron 

incapaces de inducir la producción de anticuerpos específicos (Fig. 26-A), mientras que los cuatro 

grupos experimentales presentaron niveles de IgG más altos que sus respectivos grupos control 

(p<0,01, en todos los casos).  Al medir los títulos de IgG en las formulaciones experimentales 

(Fig. 26-B), se encontró que la utilización de cualquiera de los adyuvantes evaluados indujo títulos 

semejantes entre sí y, en todos los casos, mayores a los obtenidos por la formulación rClfA 

(p<0,05).  

4.2.2. Niveles de IgG1 e IgG2a anti-rClfA en sueros obtenidos al sacrificio. 

Respecto a los títulos de IgG1 (Fig. 26-C) e IgG2a (Fig. 26-D) alcanzados por las distintas 

formulaciones, se puede decir que todas las formulaciones liposomales indujeron títulos 

superiores a los alcanzados por el antígeno libre con distintos grados de significancia. Al comparar 

los adyuvantes se encontró que los títulos de IgG1 en el grupo Lip+ODN-CpG+rClfA resultaron 

superiores a los del grupo Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA. Sin embargo, ambas formulaciones 

indujeron títulos de IgG2a semejantes, siendo, a su vez, los niveles estimulados por la formulación 

Lip+ODN-CpG+rClfA, superiores a los obtenidos con la formulación Lip+AG2-C16+rClfA.  
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4.2.3. Niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ en ganglios linfáticos. 

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+rClfA y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA presentaron un número 

Fig. 27: Número de linfocitos T CD4+ y CD8+ encontrados en los ganglios linfáticos de ratones de la 
cepa BALB/c inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs pre-sacrificio de rClfA incorporado en 
diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por citometría 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 atmósfera con 5% de CO2 en presencia de 
PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. Se realizó un análisis estadístico 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 rClfA. 
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de linfocitos T CD4+ 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 

número de este tipo celular respecto a la utilización del antígeno libre (p<0,01).  

Respecto al estudio de los linfocitos T CD8+, los grupos Lip+AG2-C16+rClfA y 

Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA presentaron un aumento de estas respecto al grupo rClfA 

(p<0,05), sin embargo, sólo el último mostró 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-✂ en ganglios 

linfáticos. 
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Al estudiar las citoquinas producidas por los linfocitos T CD4+, se encontró que el 

número 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 números de linfocitos T CD4+ productoras de IL-17 (Fig. 28-B) e IFN-✄

(Fig. 28-C) no se encontraron diferencias entre los distintos adyuvantes, las formulaciones 

Lip+ODN-CpG+rClfA, Lip+AG2-C16+rClfA y Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA, indujeron un 

Fig. 28: Número de linfocitos T CD4+ y CD8+, productores de IL-4, IL-17 e IFN-✂, encontrados en 
los ganglios linfáticos de ratones de la cepa BALB/c inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs 
pre-sacrificio de rClfA incorporado en diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por 
citometría 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 atmósfera con 5% 
de CO2 en presencia de PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. A, B y C- Número de linfocitos T 
CD4+ capaces de producir IL-4, IL-17 e IFN-✂☞ ✁✌✂☎✌✝✂✆✝✂✞✌✍✂✌� D- Número de linfocitos T CD8+ 
capaces de producir IFN-✂. Se realizó un análisis estadístico 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 rClfA.  
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aumento respecto tanto a sus grupos control como al grupo rClfA, con distintos grados de 

significancia.  

4.2.5. Niveles de linfocitos T CD8+ productoras de IFN-✂ en ganglios linfáticos. 

Al evaluar los niveles de los linfocitos T CD8+ productores de IFN-✄ (Fig. 28-D) se 

encontró que la utilización de cualquiera de los adyuvantes liposomales evaluados genera una 

tendencia a su aumento. Sin embargo, sólo la formulación Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA 

incrementa significativamente los niveles de linfocitos Tc efectores respecto tanto a su grupo 

control (p<0,05) como al grupo rClfA (p<0,01). 

Cabe destacar que, en todos los casos evaluados, las respuestas celulares observadas 

dependerían de la presencia del antígeno en la formulación, ya que en los animales de los grupos 

control no se detectaron variaciones en los números de células en ninguna determinación.  

 

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 IgG anti-rClfA en sueros obtenidos al sacrificio. 

Se realizó un tercer ensayo en la cepa C57BL/6J donde se decidió 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+rClfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA. 

De la respuesta humoral (Fig. 29) se puede decir que ningún animal presentó anticuerpos 

contra los antígenos recombinantes previos al plan de inmunización (datos no mostrados). Los 

grupos control fueron incapaces de inducir la producción de anticuerpos específicos (Fig. 29-A), 

a excepción del grupo Lip+AG2-C16+ODN-CpG que mostró 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 específicas, respecto a sus grupos 

control con distintos grados de significancia (ver gráfica 29-A). Las formulaciones 

Lip+OPM+rClfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA indujeron niveles de anticuerpos específicos 

semejantes a los estimulados por el resto de los adyuvantes evaluados.  

Al medir los títulos de IgG en los animales inoculados con las formulaciones 

experimentales (Fig. 29-B), se encontró que la utilización de cualquiera de los adyuvantes 

evaluados indujo títulos semejantes entre sí, con una tendencia al aumento respecto a la 

formulación rClfA pero sin diferencias significativas. 
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4.3.2. Niveles de IgG1 e IgG2c anti-rClfA en sueros obtenidos al sacrificio. 

Respecto a los títulos de IgG1 (Fig. 29-C) alcanzados por las distintas formulaciones, si 

bien no se encontraron diferencias entre los títulos alcanzados por todos los adyuvantes evaluados, 

las formulaciones Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA, Lip+OPM+rClfA y Lip+OPM+ODN-

CpG+rClfA indujeron títulos mayores a los alcanzados por el grupo rClfA (p<0,05, en todos los 

casos).  

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

encontró que todos los adyuvantes evaluados, excepto Lip+AG2-C16+rClfA, indujeron títulos 

Fig. 29: Niveles de IgG específica en sueros de ratones de la cepa C57BL/6J inmunizados con dos 
dosis y un refuerzo pre-sacrificio de rClfA incorporado en diferentes formulaciones. Las 
determinaciones se realizaron por ELISA indirecto en las muestras obtenidas al sacrificio. A- Niveles 
de IgG anti-rClfA en los grupos evaluados. Los sueros se probaron en una dilución fija de 1/10000. En 
los grupos con niveles aumentados de anticuerpos específicos se determinó: B- Título de IgG anti-
rClfA; C- Título de IgG1 anti-rClfA; D- Título de IgG2c anti-rClfA. Como controles se utilizaron 
sueros de ratones inmunizados con formulaciones sin el antígeno. Se realizó un análisis estadístico 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 líneas negras. #p<0,05; ##p<0,01, respecto al grupo rClfA. 
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superiores a los del grupo rClfA (p<0,05). Cabe destacar que si bien el grupo Lip+AG2-

C16+ODN-CpG+rClfA presentó títulos semejantes a los alcanzados por el grupo Lip+ODN-

CpG+rClfA, superó los títulos alcanzados por las formulaciones conteniendo OPM como 

inmunoestimulante, Lip+OPM+rClfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA (p<0,05, en ambos casos). 

4.3.3. Niveles de linfocitos T CD4+ y CD8+ en ganglios linfáticos. 

Al analizar las subpoblaciones de linfocitos T (Fig. 30) presentes en los ganglios axilares 

y submandibulares, no se encontraron diferencias significativas en el número de linfocitos T 

CD4+ ni T CD8+ entre los grupos experimentales y sus respectivos controles a excepción del 

grupo Lip+ODN-CpG+rClfA que presentó 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+rClfA y Lip+AG2-C16+rClfA a aumentar el número de ambos tipos celulares 

respecto a la utilización del antígeno libre. Asimismo, en los grupos Lip+OPM+rClfA y 

Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA los niveles de estas células se encontraron aumentados solo en 

algunos animales, mientras que la formulación Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA no presentó 

ninguna diferencia respecto al antígeno libre. 
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Al observar las formulaciones control, sin antígeno, 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. 

 

Fig. 30: Número de linfocitos T CD4+ y CD8+ encontrados en los ganglios linfáticos de ratones de la 
cepa C57BL/6J inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs pre-sacrificio de rClfA incorporado en 
diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por citometría 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 atmósfera con 5% de CO2 en presencia de 
PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. Se realizó un análisis estadístico 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. 
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4.3.4. Niveles de linfocitos T CD4+ productores de IL-4, IL-17 e IFN-✂ en ganglios 

linfáticos. 

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

número de células productoras de IL-4 (Fig. 31-A) se vio aumentado en los grupos rClfA y 

Lip+ODN-CpG+rClfA respecto a sus controles (p<0,01, en ambos casos). Por otro lado, mientras 

la formulación Lip+AG2-C16+rClfA mostró una tendencia al aumento respecto a su control, la 

administración de la formulación Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA no generó cambios respecto 

al propio. No se encontraron diferencias entre las distintas formulaciones experimentales, sin 

embargo, se evidenció un aumento en el grupo control Lip+AG2-C16+ODN-CpG respecto al 

grupo Buffer acetato (p<0,01). 

 

0

20

40

60

80

Linfocitos T CD4+ IL-4+

Buffer acetato

rClfA

Lip+ODN-CpG

Lip+ODN-CpG+rClfA

Lip+AG2-C16

Lip+AG2-C16+rClfA

Lip+AG2-C16+ODN-CpG

Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA

Lip+OPM+rClfA

Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA

**

**

**

N
ú

m
e
ro

 d
e
 c

é
lu

la
s
 (

1
0

3
)

0

5

10

15

20

**

*

Linfocitos T CD4+ IL-17+

N
ú

m
e
ro

 d
e
 c

é
lu

la
s
 (

1
0

4
)

0

10

20

30

40

**

**

*

##
#

#

Linfocitos T CD4+ IFN- +

N
ú

m
e
ro

 d
e
 c

é
lu

la
s
 (

1
0

4
)

A

B C

 

 

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

nuevamente, sólo las formulaciones rClfA y Lip+ODN-CpG+rClfA indujeron un incremento 

Fig. 31: Número de linfocitos T CD4+, productores de IL-4, IL-17 e IFN-✂, encontrados en los ganglios 
linfáticos de ratones de la cepa C57BL/6J inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs pre-sacrificio 
de rClfA incorporado en diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por citometría 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 atmósfera con 5% de CO2 en presencia 
de PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. A, B y C- Número de linfocitos T CD4+ capaces de 
producir IL-4, IL-17 e IFN-✂☞ ✁✌✂☎✌✝✂✆✝✂✞✌✍✂✌. Se realizó un análisis estadístico 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 rClfA.  
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respecto a sus controles (p<0,05; p<0,01, respectivamente). Asimismo, los grupos 

Lip+OPM+rClfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA presentaron una tendencia al aumento en los 

niveles de estas células sin diferencias significativas respecto a los demás grupos experimentales 

evaluados. 

Por último, al analizar los números de linfocitos T CD4+ productores de IFN-✄ (Fig. 31-

C), se observó que en los grupos Lip+ODN-CpG+rClfA, Lip+AG2-C16+rClfA y Lip+AG2-

C16+ODN-CpG+rClfA se encontraban incrementados respecto a sus controles (p<0,01; p<0,01; 

p<0,05, respectivamente). A su vez, las formulaciones experimentales que contenían ODN-CpG, 

Lip+ODN-CpG+rClfA, Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA y Lip+OPM+ODN-CpG+rClfA, 

indujeron niveles de linfocitos T CD4+ IFN-✄� ✔☛✄☎✍✠✗✍☎✔ ✁ ☞✗✔ ✁☞�✁✝☛✁✖✗✔ �✗✝ ☎☞ ✁✝✎✏✂☎✝✗ ☞✠✡✍☎

(p<0,01; p<0,05; p<0,05, respectivamente). 

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

Se estudiaron los niveles de linfocitos T CD8+ productoras de IFN-✄ ✁✖✠✂✞ 32-A) y se 

encontró que la formulación Lip+ODN-CpG+rClfA fue la única capaz de generar un incremento 

respecto a su grupo control (p<0,05). Por otro lado, el grupo Lip+AG2-C16+rClfA si bien no 

presentó un aumento respecto a su control, presentó un número de células mayor al alcanzado por 

el grupo rClfA (p<0,05). No se evidenciaron otras diferencias entre grupos experimentales ni 

controles. 
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Para finalizar, se evaluó el número 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 excepción de los grupos Lip+ODN-CpG y Lip+AG2-

C16+ODN-CpG+rClfA que mantienen niveles semejantes a los alcanzados por los animales 

inoculados con Buffer acetato. Sin embargo, sólo el grupo Lip+ODN-CpG+rClfA presenta un 

Fig. 32: Número de linfocitos T CD8+, productores de IFN-✂ e IL-17, encontrados en los ganglios 
linfáticos de ratones de la cepa C57BL/6J inmunizados con dos dosis y un refuerzo 72 hs pre-sacrificio 
de rClfA incorporado en diferentes formulaciones. Las determinaciones se realizaron por citometría 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 atmósfera con 5% de CO2 en presencia 
de PMA/ionomicina de calcio y brefeldina. A y B- Número de linfocitos T CD8+ capaces de producir 
IFN-✂ e IL-17, respectivamente. Se realizó un análisis estadístico 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 rClfA.  
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incremento significativo del número de linfocitos T CD8+ IL-17+ respecto a su grupo control y 

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

 

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

subunidades administradas de forma tópica.  

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

Luego de observar que la administración intradérmica de las formulaciones permite 

obtener respuestas celulares y altos niveles de anticuerpos y considerando que una alternativa a 

las vías de administración tradicionales de vacunas es la vía transdérmica, se evaluó la capacidad 

de los distintos adyuvantes de mejorar el pasaje de un colorante a través de la epidermis. De esta 

manera, se buscó conocer si alguna de las formulaciones evaluadas previamente, sería capaz de 

actuar como vehículo de un antígeno en el posible diseño de una vacuna de aplicación tópica o 

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

relación a la permeabilidad obtenida para la condición basal (PBS), siendo los valores cercanos a 

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 midió 
su fluorescencia a 540 n. Como indicador del 100% de permeabilidad se realizó una dilución 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 incubación del LY en PBS. En la gráfica, el porcentaje 
de permeabilidad para cada formulación se expresa de manera relativa al porcentaje obtenido para la 
condición basal (PBS) en cada ensayo. Los resultados presentados corresponden a 3 ensayos 
independientes. Se realizó un análisis estadístico de Mann-Whitney. Se muestra la mediana de los 
valores obtenidos para cinco determinaciones por formulación y el RI. **p<0,01, las líneas negras 
indican diferencias entre grupos.  
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1 indicativos de que no hubo variación respecto a esta condición. La condición utilizada como 

basal se seleccionó con base en ensayos previos realizados por el LITEC, dónde se demostró que 

de formarse correctamente el EMR, la incubación con PBS resulta en una baja penetración para 

el LY [170]. Como se observa en la gráfica, la utilización de buffer acetato no modifica el pasaje 

basal del colorante a través de la epidermis. Resultados similares se obtienen al utilizar como 

vehículo las formulaciones Lip, Lip-ODN-CpG y Lip+OPM+ODN-CpG. Por su lado, la 

incorporación de AG2-C16 en la formulación Lip+AG2-C16 incrementó 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 formulación Lip+OPM mostró una tendencia similar, aunque con mayor 

variabilidad entre ensayos. Sin embargo, estas mismas formulaciones al ser suplementadas con 

ODN-CpG (Lip+AG2-C16+ODN-CpG y Lip+OPM+ODN-CpG) presentan una reducción de su 

capacidad de penetración hasta valores basales.  

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

5.2.1. Niveles de activación de genes codificantes para quemoquinas. 

Continuando con el estudio de las distintas formulaciones como candidatos en el diseño 

de vacunas de aplicación tópica o transcutánea, se evaluaron sus capacidades para inducir la 

activación de genes codificantes para quemoquinas en queratinocitos y fibroblastos. 

En la Fig. 34 se observan los resultados obtenidos al evaluar los niveles de expresión de 

las quemoquinas CXCL1/2/3/9/10 y CCL2/3/20 en NMDF. Los resultados fueron expresados por 

el método de 2-��✂✄ y, para su visualización en conjunto, fueron representados en una matriz 

cromática de expresión (Fig. 35). Los valores cercanos a 1 representan que no hubo variación 

respecto a la condición control, representado en color negro, mientras que, el aumento en los 

niveles de expresión se representó en verde y la disminución en rojo. 

Como se puede observar, los niveles de expresión de los genes evaluados no se vieron 

afectados por la utilización 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 condición 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 

expresión 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 utilización de ODN-CpG libre, no se encontró una inducción en la expresión de CXCL9; sin 

embargo, las formulaciones liposomales que contienen este inmunoestimulante muestran una 

tendencia al aumento en la expresión 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+rClfA. 
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Finalmente, respecto a la evaluación de estas quemoquinas en NMEK se puede decir que, 

ninguna de las formulaciones evaluadas modificó la expresión de los genes analizados (datos no 

mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.2. Niveles de activación de genes codificantes para citoquinas. 

Por otro lado, se evaluó la capacidad de cada formulación de inducir la activación 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 expresión de las citoquinas IL-1✂, IL-6, TNF-✂ e IFN-✂. Los 

resultados fueron expresados por el método de 2-��✂✄ y se representan en la matriz de expresión 

como se describió previamente (Fig. 35). 

Al igual que con las quemoquinas, los niveles de expresión basal de las citoquinas 

evaluadas no se vieron afectados por el uso de buffer acetato. Respecto a la utilización de los 

distintos inmunoestimulantes libres, sólo OPM generó un incremento significativo en todas las 

citoquinas evaluadas, excepto IFN-✂, respecto a la condición Buffer acetato (p<0,05, en todos los 

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

al aumento de los niveles de expresión de IL-1✂, IL-6, aunque sin alcanzar los valores obtenidos 

Fig. 34: Niveles de expresión 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 recuperación de ARN celular y la determinación 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 2-✁✁�✂ = 2-✄✁�✂muestra ☎ ✁�✂✆✝✞✟✠✝✡☛; dónde 
☞CT=Ctgen de interés✄CtHK; siendo el housekeeping (HK) GAPDH y la muestra Control, NMDF sin 
estimular. Los resultados provienen de dos ensayos independientes donde cada formulación se evaluó 
por duplicado. Se realizó un análisis estadístico 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. rClfA; *p<0.05 vs. Buffer 
acetato. Las líneas negras indican comparaciones entre formulaciones. Estos resultados se encuentran 
resumidos en la Fig. 35. 

Fig. 35: Matriz de expresión. Se representa el 
valor medio de expresión relativa (2-✁✁�) para 
cada gen, en cada condición evaluada, con una 
escala de color. En verde se representa el 
aumento en la expresión del gen y en rojo la 
disminución, respecto a la condición control (no 
estimulada).  

B
A

c

rC
lf

A

L
ip

O
D

N
-C

p
G

A
G

2
-C

1
6

O
P

M

L
ip

+
rC

lf
A

L
ip

+
O

D
N

-C
p

G

L
ip

+
O

D
N

-C
p

G
+

rC
lf

A

L
ip

+
A

G
2
-C

1
6

L
ip

+
A

G
2
-C

1
6
+

rC
lf

A

L
ip

+
A

G
2
-C

1
6
+

O
D

N
-C

p
G

L
ip

+
A

G
2
-C

1
6
+

O
D

N
-C

p
G

+
rC

lf
A

L
ip

+
O

P
M

L
ip

+
O

P
M

+
rC

lf
A

L
ip

+
O

P
M

+
O

D
N

-C
p

G

L
ip

+
O

P
M

+
O

D
N

-C
p

G
+

rC
lf

A

CXCL1

CXCL2

CXCL3

CXCL9

CXCL10

CCL2

CCL3

CCL20

IL-1✌

TNF-✌
IL-6

IFN-✍



Capítulo 2  Resultados 

Página | 115  
  

al evaluarlo libre. No se encontraron variaciones en los niveles de IFN-✂ para ninguna de las 

formulaciones evaluadas. 

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

de expresión de las citoquinas evaluadas (datos no mostrados). 
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Fig. 36: Niveles de expresión 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 recuperación del ARN celular y la determinación de los niveles de las distintas citoquinas 
mediante qPCR: A- IL-1�, B- IL-6, C- TNF-�, D- IFN-✁.  Los resultados se expresaron por el método 
de 2-✁✁�✂ = 2-✄✁�✂muestra ☎ ✁�✂✆✝✞✟✠✝✡☛; dónde ☞CT=Ctgen de interés✄CtHK; siendo el housekeeping (HK) GAPDH 
y la muestra Control, NMDF sin estimular. Los resultados provienen de dos ensayos independientes 
donde cada formulación se evaluó por duplicado. Se realizó un análisis estadístico 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. rClfA; *p<0.05 vs. Buffer acetato. Las líneas negras indican comparaciones entre 
formulaciones. Estos resultados se encuentran resumidos en la Fig. 35. 
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DISCUSIÓN 

 

En el presente capítulo se evaluó la incorporación de distintos inmunoestimulantes a un 

adyuvante liposomal destinado a la formulación de vacunas a subunidades. En una primera 

instancia se buscó obtener las distintas formulaciones propuestas y determinar si los 

inmunoestimulantes se incorporaban a los liposomas. Posteriormente, se estudió la capacidad de 

las distintas formulaciones obtenidas de inducir una respuesta inmune específica in vivo y el perfil 

generado, mediante la implementación de distintos planes de inmunización en modelos murinos. 

Por último, se buscó conocer la capacidad de las distintas formulaciones de actuar como vehículo 

y adyuvante para la inmunización transcutánea, en un modelo in vitro. 

 

De la obtención y caracterización de las formulaciones liposomales.  

Considerando que las características estructurales de los liposomas pueden determinar la 

respuesta inmune que inducen y que estas propiedades no dependen sólo de la composición de la 

formulación, sino que pueden estar influenciadas por el proceso de obtención, una mínima 

caracterización de las vesículas preparadas es siempre necesaria para probar que el producto 

obtenido se encuentra dentro de los parámetros esperados [58]. Las formulaciones obtenidas a lo 

largo de este trabajo fueron evaluadas por la técnica de DLS para la determinación del diámetro 

medio, IPD y el PZ de las partículas, medidas que se encuentran asociadas a la estabilidad de las 

partículas en suspensión. Como se puedo observar en los resultados, el agregado de los distintos 

inmunoestimulantes sobre los liposomas pre-armados es capaz de afectar los 3 parámetros. Sin 

embargo, se debe resaltar que para todas las formulaciones los diámetros se encontraron 

comprendidos dentro del rango esperado para liposomas, típicamente establecido entre los 0,025 

µm y 2,5 µm [52]. 

La suplementación con ODN-CpG generó un aumento en el IPD a valores mayores a 0,5, 

lo que indica no sólo la pérdida de la homogeneidad de tamaño, sino también una mayor 

inestabilidad de la formulación. Como han demostrado otros autores, este efecto se debería a la 

interacción entre las cargas positivas de los liposomas y las cargas negativas del ODN-CpG, 

✄☛✖✠☎✝✖✗ ✁�✎☛✁✍ ☎✔✎☎ �☞✎✠✂✗ �✗✂✗ ☛✝ ✒✄☎✂✁✂☎✝✎✗✚ ☎✝✎✍☎ ☞✠✄✗✔✗✂✁✔ ✁✖✛✁�☎✝✎☎✔ [173]. Este 

concepto pudo ser probado mediante las técnicas de MET y MEB, donde se pudo observar que 

las formulaciones que contenían ODN-CpG, presentaban efectivamente una mayor proporción de 

vesículas agregadas. Por otro lado, mediante la técnica de DLS se evidenció que ante el agregado 

de AG2-C16 a las formulaciones, se produce un aumento en el PZ. Este efecto podría explicarse 

por la presencia de dos residuos de ornitina en este lipopéptido que le brindan 2 cargas positivas 

a cada molécula [163], aumentando así el número de moles de lípidos catiónicos presentes en la 

formulación [57]. A su vez, se pudo observar que la formulación conjunta del oligonucleótido 
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con AG2-C16 presentó una disminución tanto en el diámetro medio como en el IPD de las 

partículas, respecto a la formulación Lip+ODN-CpG. Esto podría indicar que AG2-C16 favorece 

la disminución del tamaño de los agregados formados con el ODN-CpG, como fue demostrado 

por microscopía. Si bien no es de nuestro conocimiento que existan otros estudios de liposomas 

catiónicos suplementados con ambos inmunoestimulantes, se han reportado resultados semejantes 

al utilizarse un SAA de tipo gemini formulado en nanopartículas lipídicas neutras suplementado 

con un ODN-CpG. En este trabajo, los autores predicen una buena estabilidad coloidal de la 

suspensión basados en los resultados obtenidos por DLS, donde las partículas obtenidas resultaron 

de un diámetro medio cercano a los 200 nm con la presencia de una pequeña proporción de 

partículas de entre 0,5-1,0 µm que se deberían al agregado de vesículas durante su obtención 

[174]. 

Por otra parte, la incorporación de OPM a las formulaciones, el cual fue obtenido 

mediante la conjugación de ramificados de manosas con cloruro de palmitoílo [157], resultó en 

un incremento esperado en el diámetro de los liposomas [175], ya que estas estructuras de gran 

tamaño se depositarían 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 diámetro de las 

partículas manteniendo un bajo IPD, semejante al obtenido por otros autores [176]. Este resultado 

se traduce en un aumento de la estabilidad de la formulación, que podría estar explicada por las 

cargas negativas de los OPM depositados en la superficie del liposoma, lo que conlleva a una gran 

disminución del PZ de las partículas, efecto observado también por otros autores [175]. Esto 

permite proponer para el OPM un mecanismo de estabilización de los liposomas con ODN-CpG, 

distinto al conferido por AG2-C16. Mientras que con AG2-C16, se lograría un aumento de los 

moles de cargas positivas disponibles, logrando una mayor compensación de las cargas negativas 

del ODN-CpG y, consiguiendo así, disminuir el agregado de las vesículas, en el caso del OPM, 

el aumento de estabilidad podría ser explicado por un enmascaramiento de las cargas positivas 

superficiales de los liposomas, ✠✂✄✠✖✠☎✝✖✗ ☎☞ ☎�☎�✎✗ ✒✄☎✂✁✂☎✝✎✗✚ ✖☎☞ ✝✆✗-CpG entre liposomas 

adyacentes. 

La técnica de DLS brinda un diámetro hidrodinámico que puede estar influenciado por la 

capa de solvatación presente sobre cada partícula dependiente de distintos parámetros como la 

temperatura, viscosidad y concentración de la muestra [177]. Por este motivo, mediante las 

técnicas de microscopía se buscó no sólo conocer la morfología y distribución de las partículas, 

sino también obtener una medición alternativa del tamaño que podría acercarse más al diámetro 

real de las vesículas lipídicas. Respecto a estos resultados, se puede decir que en todas las 

formulaciones las partículas presentaron forma esférica y, en imágenes obtenidas por MET, se 

visualizó la aparición de líneas concéntricas en algunas vesículas, lo que indicaría que se trata de 

vesículas multilaminares. Basados en la forma, el tamaño y la laminaridad de las vesículas, se 

puede inferir que, mediante la técnica empleada para la obtención de las formulaciones, 
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efectivamente se generan liposomas con características semejantes tanto a vesículas de tipo SUV 

como OLV (Fig. 5✑ ☎✝ ✒✓✝✎✍✗✖☛��✠✁✝ ✔☎✝☎✍✁☞✚) [56]. Si bien la mayoría de los reportes relacionan 

el método de inyección etanólica con la obtención de SUV, se han encontrado evidencias que 

sugieren que tanto una velocidad de inyección lenta como una alta concentración de lípidos darían 

lugar a vesículas de mayor tamaño [178,179]. Ambas condiciones se cumplen en nuestro trabajo, 

pudiendo ser estos los motivos de la obtención de OLV. Sin embargo, es necesario un estudio 

más exhaustivo de las formulaciones para conocer la distribución porcentual de los distintos tipos 

de vesículas en las formulaciones.  

Resulta interesante ver que los diámetros medios calculados por MET se mantienen entre 

100 y 200 nm para todas las formulaciones. Esto permite inferir que, efectivamente, es posible 

añadir moléculas inmunoestimulantes o antígenos a liposomas pre-armados sin afectar su 

estructura original.  

Se debe destacar el estudio de la interacción entre los liposomas catiónicos y el ODN-

CpG, donde se pudo comprobar que a pesar del elevado IPD de algunas formulaciones, este no 

se debería a una deformación de las partículas o a una gran variación en su tamaño individual, 

sino a la presencia de agregados entre ellas, lo que coincide con lo reportado por otros autores 

[173]. A nuestro entender, estas observaciones están íntegramente relacionadas con la protección 

del ODN-CpG conferida por los liposomas contra la acción de la ADNasa. Así, como hemos 

demostrado en nuestros resultados, es posible entonces la utilización de oligonucleótidos con 

enlace fosfodiéster, sensibles a la acción de nucleasas, pudiendo ser protegidos de la degradación 

enzimática mediante su formulación en liposomas. Estos resultados se condicen con lo revisado 

por Hanagata, quien concluye que los ODN-CpG naturales no requieren de su inclusión dentro de 

nanopartículas para ser protegidos de la degradación enzimática, 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 antígeno recombinante rClfA 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 vía 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 única dosis 

es capaz de inducir la producción de IgG específica, es necesaria una segunda dosis para alcanzar 

niveles elevados de anticuerpos capaces de mantenerse, al menos, hasta por 15 días, 

consistentemente con lo observado en otros protocolos de inmunización activa tanto en humanos 
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como en otras especies [180,181]. Considerando la inmunogenicidad previamente evaluada [110] 

del antígeno utilizado, la formulación de rClfA en distintos adyuvantes liposomales buscó 

principalmente diversificar el perfil de la respuesta inmune. Con esta finalidad, se estudiaron los 

subtipos de IgG estimulados por cada formulación. Si bien al estudiar la producción de IgG1 sus 

títulos 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 títulos de IgG2a. 

En este caso, independientemente del ensayo, las formulaciones que contenían ODN-CpG fueron 

capaces de generar títulos de IgG2a superiores a la utilización del antígeno libre, consistente con 

lo reportado en la bibliografía [149]. Estos resultados demostraron que con la utilización conjunta 

del ODN-CpG y un vehículo que le brinde protección, es posible utilizar un oligonucleótido 

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 patógena, y uno de los 

principales causantes de diversos tipos de infecciones cuando se produce una interrupción de la 

barrera epitelial de la piel o las mucosas, se estudió la capacidad de las distintas formulaciones de 

generar una respuesta inmune humoral local. Por este motivo, se estudiaron los niveles de IgG e 

IgA específica presentes en mucosa vaginal. Este tejido se escogió principalmente por la ventaja 

de poder obtenerse muestras a lo largo de todo el protocolo de inmunización sin presentar un 

grado de invasión 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 dispersión que podría estar asociada, no sólo 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 específica 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 favorecería el pasaje de las IgG 

específicas a la mucosa vaginal [184,185]. Asimismo, hay autores que sugieren que para una 

efectiva inducción del isotipo IgA en el tracto genital se requiere que la inmunización sea local o 

intranasal [186]. Sin embargo, otros autores han publicado un ensayo previo donde ratones de la 

cepa BALB/c fueron inoculados por vía intradérmica con un antígeno recombinante de HIV, 

gp140, suplementado alternativamente con los inmunoestimulantes, Poli(I:C) (ácido 

poliinosinico-policitidílico) o CpG-1668. En este ensayo, se observó que en ambos casos se 

incrementaron los niveles de IgG específica, 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 antígeno PmpD de 
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Chlamydia trachomatis, se estudió el efecto de una estrategia de prime-boost, consistente en una 

única dosis del plásmido pVAX1-GSF2-F2PmpD por vía intradérmica en la oreja (ear-pinner) 

seguida de dos dosis, del antígeno recombinante rF2PmpD en liposomas por vía nasal y el mismo 

antígeno libre o formulado en Lip+AG2-C16 o Lip+ODN-CpG por vía subcutánea. 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 cuál de las formulaciones induciría 

una mejor respuesta inmune humoral en el tracto genital, sería 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 

requeriría 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 observó un aumento en la protección 

durante el desafío [190]. Asimismo, se reportó una disminución en la mortalidad de animales 

inmunizados con una vacuna a ADN que incluía las secuencias de las proteínas ClfA, FnBPA y 

la enzima sortasa de S. aureus. Esta protección se atribuyó a la inducción conjunta de los perfiles 

Th1 y Th2 [191]. Con base en estos antecedentes, se decidió estudiar la posible inducción 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-✄ (Th1); así como los niveles de linfocitos T CD8+ 

productores de IFN-✄ en los ratones inmunizados, característica de una respuesta T citotóxica 

activa [192]. Como se muestra en los resultados, si bien las respuestas celulares observadas en 

ratones BALB/c serían dependientes de la presencia de rClfA en la formulación, la inoculación 

con el antígeno libre no fue capaz de generar un incremento en los niveles de linfocitos T en 

ganglios. Sin embargo, el antígeno sería suficiente para inducir un aumento en el número de 

linfocitos T CD4+ activos, productores de IL-4, respecto a la administración de solución buffer, 

lo que se condice con la presencia de inmunoglobulinas específicas en el grupo rClfA. Estos 

resultados coinciden con lo reportado por Yang y col., quienes compararon la respuesta inmune 

generada por la proteína 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 

antígeno era capaz de inducir una respuesta humoral específica y de promover el aumento de los 

niveles de IL-4, era incapaz de activar la respuesta celular, requiriendo la utilización del 

adyuvante [193]. En nuestro caso, este efecto podría deberse no sólo a la inmunogenicidad propia 

del antígeno evaluado, Clf, sino también a la porción TRX (tiorredoxina) presente en la 

recombinante como proteína de fusión, ya que ha sido reportada su alta inmunogenicidad [194]. 

A su vez, se observó que la utilización del antígeno al ser incluido en cualquiera de las 

formulaciones liposomales indujo el aumento del número de linfocitos T CD4+ productores de 
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IL-4, IL-17 e IFN-✄✞ ✆☎ ☎✔✎✗✔ ✍☎✔☛☞✎✁✖✗✔✑ ✍☎✔☛☞✎✁ ✠✝✎☎✍☎✔✁✝✎☎ ✍☎✔✁☞✎✁✍ ✁✌☛☎☞☞✗✔ ✁✔✗�✠✁✖✗✔ ✁ ☞✁

utilización de AG2-C16 como inmunoestimulante, ya que, si bien la utilización de SAA de tipo 

gemini como agentes de transfección o para el delivery de drogas está ampliamente reportada, 

existe, en nuestro conocimiento, un único reporte de su utilización en la formulación de 

adyuvantes [174]. Por esto, se debe señalar que la incorporación de AG2-C16 en la formulación 

estaría asociada con una mejoría en los niveles de producción de IL-17. Existe un reporte previo 

de un lipopéptido de Borrelia burgdorferi capaz de inducir la producción de IL-17 por linfocitos 

Th. Sin embargo, a diferencia de AG2-C16, este es un triacil lipopéptido denominado OspA, que 

por sus características estructurales interactúa con el heterodímero TLR1/2 [195�197]. Por otra 

parte, la activación del heterodímero TLR2/6 fue originalmente asociada a la inducción de un 

perfil Treg, aunque estudios posteriores han reportado que en pulmones y en el tejido linfoide 

asociado con el intestino (GALT) colaborarían con el desarrollo de una respuesta Th17 [198,199]. 

Considerando las semejanzas estructurales de AG2-C16 con un diacil-lipopéptido, podría 

considerarse la interacción con TLR2/6 como la posible vía de activación que utiliza esta 

molécula para desencadenar el perfil Th17; sin embargo, se requieren mayores estudios para 

conocer con exactitud su mecanismo de acción. Por otro lado, se debe resaltar que la utilización 

conjunta de AG2-C16 con el ODN-CpG, no sólo estabilizaría la formulación liposomal, sino que, 

además, potenciaría los efectos estimulantes del segundo. Siendo así, el grupo Lip+AG2-

C16+ODN-CpG+rClfA el que alcanzó los mejores niveles tanto de linfocitos T CD4+ 

productores de IL-4, IL-17 e IFN-✄✑ �✗✂✗ ✖☎ linfocitos T CD8+ activos productores de IFN- ✄✞

Este efecto fue reportado previamente por otros autores, que demostraron que ante el uso conjunto 

de un SAA de tipo gemini con cadenas alifáticas de 16-C y un ODN-CpG incorporados en 

nanopartículas lipídicas e inoculados por vía intradérmica en ratones BALB/c, se obtenía un 

incremento en el número de células secretoras de IL-4 e IFN-✄ [174]. Si bien no está claro el 

mecanismo por el que ejerce esta acción, se ha reportado que la presencia de SAA de tipo gemini 

en la formulación de liposomas catiónicos incrementa la interacción de las vesículas lipídicas con 

la membrana celular, y por consiguiente la eficacia del delivery intracelular de drogas [200]. Un 

efecto semejante podría explicar la colaboración observada con el ODN-CpG, permitiéndole una 

mayor llegada al endosoma, lugar donde ejerce su efecto inmunoestimulante por contacto con el 

TLR9 [145], sin embargo, se requieren mayores estudios para confirmar esta teoría.  

Por otro lado, se realizó el estudio de la respuesta inmune en ratones de la cepa C57BL/6J. 

Debido a la cronología de los ensayos, en este se pudo incluir un tercer inmunoestimulante, el 

OPM, que fue obtenido posteriormente a la realización de los ensayos en la cepa BALB/c. Al 

estudiar la respuesta inmune humoral, se encontró que todas las formulaciones que contenían el 

antígeno fueron capaces de inducir elevados títulos de IgG específica, semejantes entre sí. 

Además, si bien los títulos de IgG1 presentaron una tendencia semejante a los obtenidos para IgG, 

los títulos 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 títulos de IgG2c al utilizarse OPM como 

inmunoestimulante. Previamente, se ha reportado la capacidad de adyuvantes liposomales 

complementados con polímeros de manosa para inducir un aumento tanto en el subtipo IgG1 

como IgG2 en ratones, ante la inoculación de un antígeno proteico. En la mayoría de estos 

estudios se han utilizado como inmunoestimulante oligomanosas conformadas por 2 a 5 residuos 

de manosa, en lugar de un ramificado de mayor tamaño como el OPM [202]. Sin embargo, otros 

autores han podido demostrar este mismo efecto al formular un antígeno proteico con OPM en 

niosomas administrados de forma tópica [203].  Respecto al plan de inmunización 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 dilución 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 diferenciación a células plasmáticas y la 

producción de IgG específica en ausencia del antígeno in vitro [204]. Considerando este 

antecedente, y la capacidad de AG2-C16 de mejorar la capacidad inmunoestimulante del ODN-

CpG como se demostró en BALB/c, el resultado obtenido podría indicar que Lip+AG2-

C16+ODN-CpG por sí solo podría estar actuando como inmunomodulador, estimulando, por 

ejemplo, la producción de anticuerpos por los linfocitos B de memoria capaces de reconocer 

alguna fracción de la proteína recombinante. Si bien se requieren más ensayos para determinarlo, 

estos anticuerpos podrían estar reconociendo la fracción TRX aportada por el plásmido pET32a 

dónde ClfA se encuentra clonado, ya que esta secuencia proviene de la proteína 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 C57Bl/6J, todos los 

grupos que recibieron el antígeno formulado con adyuvante presentaron una tendencia al 

incremento en el número de linfocitos T CD4+ y CD8+, excepto el grupo Lip+AG2-C16+ODN-

CpG+rClfA que será tratado de manera individual posteriormente en este texto. Sin embargo, sólo 

la formulación Lip+ODN-CpG+rClfA fue capaz de inducir el aumento tanto en los niveles de 

linfocitos T CD4+ productores de IL-4, IL-17 e IFN-✄✑ �✗✂✗ ✖☎ linfocitos T CD8+ productores 

de IFN-✄ e IL-17. Respecto al uso de OPM como inmunoestimulante, nuestros resultados 

concuerdan con otros autores que han reportado que nanopartículas cubiertas con OPM son 

capaces de incrementar las respuestas T CD4+ y CD8+ específicas de antígeno [207]. Sin 

embargo, se requerirán más ensayos para tener una visión más 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 utilización del antígeno libre. Resulta especialmente interesante la capacidad de las 

distintas formulaciones de inducir la producción 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 iniciación de una 

respuesta inmune temprana en animales previamente sensibilizados con el antígeno. Así, ante un 

desafío por vía tópica con el antígeno, las Tc17 inducirían el aumento de CXCL1, 

quimioatractante de neutrófilos, dentro de las primeras 3-6 horas post-exposición, estando 

implicadas así en el reclutamiento de las células innatas en el posible sitio de infección [208]. 

Este efecto sería clave, ya que se ha reportado que una respuesta inmune efectiva contra las 

infecciones cutáneas causadas por S. aureus, debe implicar el reclutamiento de neutrófilos y la 

formación de abscesos, necesarios para la eliminación bacteriana [209]. Asimismo, si bien no se 

han reportado asociaciones entre la generación de linfocitos Tc17 específicas de antígeno y la 

protección 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-✄✑ ✌�✍ [210,211]. En cuanto a la formulación Lip+AG2-

C16+ODN-CpG+rClfA, a diferencia de lo encontrado en BALB/c, presentó un incremento tanto 

respecto a su control como al uso del antígeno libre, sólo en el número de linfocitos T CD4+ 

productores de IFN-✄✑ ✂✠☎✝✎✍✁✔ ☎✝ ☎☞ ✍☎✔✎✗ ✖☎ ☞✗✔ ✄✁✍✕✂☎✎✍✗✔ ✂✁✝✎☛✘✗ ✝✠✘☎☞☎✔ ✔☎✂☎✡✁✝✎☎✔ ✁ ☞✗✔

del control e incluso, en algunos casos, con una tendencia a la disminución. En un estudio sobre 

estrategias para el tratamiento de alergias, se reportó que la administración de altas 

concentraciones de ODN-CpG sería 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 demostró que un ODN-CpG era capaz de activar una vía TLR9/TRIF 

y estimular la producción 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 nanopartículas formuladas 

con el polímero catiónico polietilenimina (PEI) y un ADN bacteriano con secuencias CpG no 

metiladas, denominadas DNP. En este último trabajo, los autores demostraron que los niveles 

séricos de IFN-✄ ☎ ✓✖✗ ✎✠✄✗ ✓ ✔☎ ☎☞☎✘✁✍✗✝ ✍✕✄✠✖✁✂☎✝✎☎ ☎✝ ✍✁✎✗✝☎✔ ✎✍✁✎✁✖✗✔ �✗✝ ✆✗�, siendo 

estimulados por vías dependientes e independientes de TLR9/Myd88, respectivamente. 

Asimismo, demostraron que la inducción de IDO en tejido linfoide fue dependiente del 

incremento del IFN tipo I e independiente de IFN-✄ [213]. En ratones de la cepa BALB/c, la 

concentración de ODN-CpG utilizada en nuestros ensayos no generó un efecto inmunosupresor, 

además, su uso conjunto con AG2-C16 demostró potenciar su efecto inmunoestimulante, según 

los niveles de anticuerpos específicos observados. Si bien se requieren estudios complementarios 

para saber su mecanismo de acción, este efecto, podría deberse a un incremento en el delivery del 

oligonucleótido a la célula como se explicó anteriormente. Esto podría ser interpretado por el 
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sistema inmune como un aumento en el ODN-CpG disponible en la formulación Lip+AG2-

C16+ODN-CpG+rClfA 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, podrían 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 predisposición hacia el perfil Th1 [214]. Teniendo en 

cuenta todos los puntos anteriormente mencionados, se incorporará el estudio de los niveles de 

IDO1 y la activación de Treg en futuros ensayos. 

Cabe destacar que, ante la presencia de una parte proteica en el SAA AG2-C16, se decidió 

verificar la presencia de anticuerpos específicos 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 ej., una reacción 

de hipersensibilidad hacia el mismo [215]. Sin embargo, se requieren de mayores estudios para 

comprobar la seguridad de las formulaciones probadas [216]. 

Por último, se debe señalar que, si bien los datos no fueron mostrados, en el laboratorio 

se realizaron otros ensayos en modelos murinos con un antígeno proteico formulado con los 

distintos inmunoestimulantes en ausencia de liposomas. Estos experimentos resultaron en la 

inducción de una respuesta inmune con bajos niveles de anticuerpos específicos respecto a su 

incorporación en liposomas, por lo que se continuó con su estudio incorporándolos siempre a 

formulaciones liposomales [67,217]. Este resultado estaría soportado por la teoría que supone 

que, para mejorar el efecto de un inmunoestimulante, éste y el antígeno deben ser presentados a 

una misma APC, demostrando que el antígeno se encuentra dentro de un contexto con señales de 

alerta como sería la presencia conjunta de PAMPs [64]. Al utilizar formulaciones liposomales 

hemos podido demostrar tanto desde la caracterización de las formulaciones como desde el 

estudio de la respuesta inmune que tanto nuestro antígeno modelo como los inmunoestimulantes 

utilizados viajarían en la misma partícula pudiendo ser presentados en conjunto al sistema 

inmune.  

 

De la capacidad de las formulaciones como adyuvante por vía transcutánea. 

Una vacuna ideal debe ser segura, de fácil aplicación y capaz de generar una respuesta 

inmune protectora de larga duración [218]. Estos hechos, sumados al escaso cumplimiento de 

algunos pacientes con los planes de vacunación, colocan el desarrollo de procedimientos de 

inmunización no invasivos, sin aguja y sin dolor, como una prioridad para las agencias de salud 

pública [166]. Es por esto que la idea de una aplicación tópica 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 administración, resulta de gran interés a nivel mundial [219]. Considerando 

esto, se decidió evaluar la posibilidad de evaluar nuestras formulaciones liposomales como 

adyuvantes por vía transcutánea. 

En una primera instancia, se estudió 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 observó en los resultados, los liposomas por sí solos no generaron una mejora respecto 

a la aplicación del colorante libre. Este resultado concuerda con lo revisado por Elsayed y col., 

quienes describen a los liposomas convencionales como carriers de poco o ningún valor para el 

transporte de drogas por vía transdérmica, ya que no penetran profundamente la piel y se confinan 

en la capa superior del estrato córneo. Los autores atribuyen esta baja efectividad, entre otros 

factores, a la utilización de colesterol, el cual aumenta la rigidez de la vesícula, habiéndose 

demostrado que la disminución de este componente en las formulaciones liposomales se 

encuentra asociada a un incremento en el transporte de drogas a través del estrato córneo [220]. 

Sin embargo, al incorporar AG2-C16 a la formulación, se observó un incremento de hasta el doble 

de la permeabilidad del colorante libre. Hasta el momento, existe un único reporte previo, en 

nuestro conocimiento, del uso conjunto de un SAA de tipo gemini formulado en nanopartículas 

para la inmunización transcutánea con un antígeno proteico. Los autores demostraron la capacidad 

de este tipo de formulaciones de inducir una respuesta inmune humoral y celular específica, 

indicando la capacidad de presentación del antígeno [174]. Distintos surfactantes han sido 

estudiados como potenciadores de la permeabilidad cutánea debido a su capacidad para mejorar 

la permeación de fármacos en la piel mediante mecanismos que incluyen, entre otros, el cambio 

reversible de la organización lipídica del estrato córneo, con la consiguiente reducción de la 

resistencia a la difusión [221]. Por esta razón, 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 catiónico con acilos de 14-C [222]. Asimismo, otros 

autores reportaron que la formulación de nanopartículas utilizando este tipo de moléculas permitió 

una mejora en la permeabilidad cutánea de un antibiótico [223].  Aunque se ha demostrado la 

capacidad de los SAA de tipo gemini de mejorar la absorción de sustancias, no se conoce con 

claridad el mecanismo. Un estudio reciente en el que se evaluó la capacidad de un gemini para 

inducir la absorción intestinal de una droga en ratas, demostró que la molécula estudiada podía 

tanto aumentar la fluidez de las membranas celulares, como inducir la disminución de los niveles 

de las claudinas -1 y -4, afectando las uniones estrechas entre las células epiteliales entéricas. De 

esta forma, esta molécula podría inducir tanto un aumento del transporte transcelular como 

paracelular [224].  Si bien se requieren ensayos complementarios para conocer el mecanismo de 

acción ejercido por AG2-C16, los resultados obtenidos en el presente trabajo coinciden con los 

encontrados por otros autores. Respecto a la adición de ODN-CpG a esta formulación, se observó 

que disminuye la permeabilidad en relación a la utilización sólo de AG2-C16. Este mismo efecto 
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se observó 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 tamaño de las vesículas, por lo que este efecto podría estar ligado a la presencia 

de los agregados de mayor tamaño presentes en estas formulaciones [225]. Respecto a la 

utilización de OPM, otros autores, han demostrado que la utilización de niosomas cubiertos con 

mananos y aplicados de forma tópica, es capaz de aumentar la respuesta inmune humoral 

específica hacia un antígeno proteico, respecto al uso de niosomas libres de este 

inmunoestimulante [203]. Por otro lado, no existen reportes sobre el efecto de su incorporación 

en liposomas sobre la capacidad de mejorar la permeabilidad cutánea. Por estos motivos, se debe 

resaltar la tendencia al incremento en la permeabilidad al utilizar la formulación 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 retención de la molécula transportada en 

la superficie epitelial, mientras que se necesitarían de liposomas deformables para inducir el 

pasaje transcutáneo [226]. Con base en los resultados obtenidos y lo reportado en la bibliografía, 

resulta interesante continuar con la evaluación de estas formulaciones considerando incluir 

modificaciones en la composición lipídica de estas, para mejorar el pasaje transcutáneo. 

Por último, se evaluó 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-1✂, IL-6, 

TNF-✂ e IFN-✂, 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 ratón. 

Quemoquina/ 
Citoquina Función Fuente 

CXCL1 Reclutamiento y activación de neutrófilos. [227] 
CXCL2 Reclutamiento y activación de neutrófilos. [228] 
CXCL3 Reclutamiento y activación de neutrófilos. [229] 
CXCL9 Reclutamiento de células NK, linfocitos Th1 y Tc efectores. [230] 

CXCL10 Reclutamiento de células NK, linfocitos Th1y Tc efectores. [230] 
CCL2 Reclutamiento de monocitos/macrófagos. [231] 
CCL3 Reclutamiento de macrófagos. Promueve la activación y migración de 

linfocitos Tc. 
[232] 

CCL20 Reclutamiento de células dendríticas y linfocitos Th17. [233,234] 
IL-✟� Mediador de procesos inflamatorios. Inicia la respuesta de neutrófilos en 

el sitio de inflamación.  
[235] 

IL-6 Citoquina pro y anti-inflamatoria. Reclutamiento de monocitos durante la 
fase aguda. 

[236,237] 

TNF-� Citoquina proinflamatoria. Activación de macrófagos y perpetuación de 
su respuesta. 

[238] 

IFN-✁ Citoquina antiviral. Media la activación y funciones de células NK. [239] 
NK: Natural killer. 
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Particularmente en fibroblastos, se observó que el OPM libre fue capaz de inducir un 

aumento en los niveles de expresión de todos los genes estudiados, a excepción de IFN-✂ ✌☛☎ ✝✗

presentó variaciones en su expresión en ninguna de las condiciones evaluadas. Esta respuesta se 

debería 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 macrófagos de 

los mananos presentes en Candida albicans, desencadenan el incremento en los niveles de 

CXCL1, CXCL2, IL-6, entre otras, lo que podría explicar el efecto proinflamatorio generado por 

este inmunoestimulante [241]. Por otro lado, al incorporarse el OPM en una formulación 

liposomal los niveles de expresión de todos los genes mostraron una tendencia a disminuir 

respecto a su utilización libre. Este efecto no se ha reportado previamente, pero podría deberse 

una disminución de la concentración 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 incubación 

con el OPM sería suficiente para que se produzca el reconocimiento y la consiguiente activación 

[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 oligosacárido recubre la vesícula. Considerando que los fibroblastos fueron 

cultivados en monocapa, esta configuración espacial del OPM afectaría la probabilidad de 

interacción con su receptor. Así, por ejemplo, al generarse la interacción entre el receptor y una 

molécula de OPM unida a una vesícula, se impediría la interacción de los OPM dispuestos de cara 

opuesta a la superficie de contacto con la célula, reduciendo así el número de OPM disponibles. 

Si bien esto explicaría, en parte, la disminución 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 expresión de 

CXCL9/10 y CCL20, asociadas a la quimioatracción de linfocitos efectores de tipo Th1 y Th17, 

así como de linfocitos Tc al sitio de infección [230,234]. Por último, se deben resaltar los 

resultados obtenidos para el ODN-CpG, el cual, si bien es un inductor del perfil Th1, no fue capaz 

de aumentar la expresión de CXCL9, principal quimioatractante de este tipo celular, cuando fue 

usado en forma libre, sino que fue necesaria su incorporación en formulaciones liposomales para 

observar este efecto. En particular, la formulación conjunta del oligonucleótido con AG2-C16 en 

liposomas resulta en un incremento notable de la expresión 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 

producción tanto de CXCL9 como de CXCL10 en otros tipos celulares, demostrando su capacidad 

de favorecer la migración de los linfocitos Th1 [244]. Basados en estos antecedentes, podemos 

sugerir que, en nuestros ensayos, la formulación del ODN-CpG formulado en liposomas, podría 
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mejorar el ingreso del oligonucleótido a los fibroblastos, para así ser reconocido por TLR9, 

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 expresión de ninguno de los parámetros 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 activación de queratinocitos. Este oligonucleótido se probó 

en un rango de concentraciones, incluido el evaluado en nuestro ensayo y demostró incrementar 

la producción de citoquinas proinflamatorias luego de 48 horas [246]. Otros autores reportaron 

que el ODN-CpG 1826 fue capaz de incrementar los niveles de IL-1✂ y TNF-✂ ☎✝ ✌☛☎✍✁✎✠✝✗�✠✎✗✔

luego de 72 horas de cultivo [247]. Por otro lado, se ha descripto que el reconocimiento de PAMPs 

mediado por lectinas de unión a manosa en queratinocitos estaría asociado al incremento de 

CXCL1 [248]. Sin embargo, no hemos encontrado reportes de ensayos semejantes a los realizados 

en este trabajo. Por este motivo, será necesario continuar y repetir los estudios realizados 

considerando la posibilidad de incorporar modificaciones en los protocolos empleados, como 

tiempo de incubación y concentración 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 caracterización, fue posible demostrar 

que a pesar de los cambios en el potencial zeta generados por la adición de cada 

inmunoestimulante, no se observaron cambios en la morfología, manteniéndose la conformación 

de vesículas esféricas. Asimismo, no se evidenciaron grandes cambios en el diámetro de las 

bicapas lipídicas, lo que muestra que el método de inyección etanólica, seguido del agregado de 

los inmunoestimulantes a las vesículas preformadas, conduce a que estos últimos 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 observó que la inestabilidad conferida a las 

formulaciones por la adición del ODN-CpG, se debe a un aumento en el agregado de las vesículas, 

efecto que puede disminuirse con la utilización conjunta de AG2-C16 en la formulación. A su 

vez, se determinó que los liposomas obtenidos son capaces de brindar protección al 

oligonucleótido ante la acción 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 formulación, se concluye que luego 

de la administración 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 

antígeno proteico. La respuesta humoral se caracterizó, en todos los casos, por altos títulos de IgG 

específicas, con altos niveles de ambos subtipos, IgG1 e IgG2a o IgG2c, según 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 específica. Respecto a la respuesta celular, 

si bien todas las formulaciones evaluadas demostraron incrementarla respecto a la utilización del 

antígeno libre, resultan especialmente interesante los resultados obtenidos ante el uso 

concomitante de AG2-C16 y ODN-CpG. La formulación Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA, 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-✄✞ �✁✔✎✁ ☎☞ ✂✗✂☎✝✎✗✑ ✛ ✡asados tanto en 

los resultados obtenidos como en los antecedentes encontrados, es posible sugerir que la 

formulación Lip+AG2-C16+ODN-CpG+rClfA induciría una respuesta inmune con el perfil 

deseado para el control de las infecciones causadas por S. aureus. 

Por último, se estudió la capacidad de las distintas formulaciones como adyuvante en la 

inmunización por vía transdérmica. Sobre este punto, se concluye que la incorporación de AG2-

C16 a la formulación liposomal es capaz de incrementar el pasaje del colorante a través de EMR, 

permitiendo considerar a la formulación Lip+AG2-C16 como sistema de delivery para la 
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administración tópica de principios activos. Un efecto semejante se observó al utilizar OPM, 

aunque con mayor dispersión, por lo que se requiere continuar con su evaluación. Asimismo, se 

observó que la incorporación de ODN-CpG dificultaría la penetración del epitelio en las 

formulaciones que lo contienen, disminuyendo el porcentaje de colorante transportado respecto a 

la misma formulación libre de oligonucleótidos. Por otro lado, se demostró que las formulaciones 

que contienen OPM como inmunoestimulante son capaces de estimular la expresión de 

quemoquinas y citoquinas proinflamatorias en fibroblastos. Principalmente, se debe resaltar la 

capacidad de este inmunoestimulante de incrementar los niveles de expresión de 

quimioatractantes de linfocitos Th1, Th17 y Tc, así como de neutrófilos considerando la necesidad 

de su reclutamiento para el control efectivo de S. aureus en el sitio de infección. Sin embargo, 

teniendo en cuenta que estas formulaciones no fueron efectivas en la activación de queratinocitos, 

ni en el transporte de proteína a través de EMR, podría considerarse su utilización en la 

vacunación mediante microinyección o por vía intradérmica. Asimismo, podría considerarse la 

posibilidad de una formulación que incluya tanto a OPM como a AG2-C16, aprovechando los 

beneficios de la utilización de cada uno de ellos. Por último, se debe destacar que, si bien estos 

ensayos han sido una primera aproximación al uso de las formulaciones estudiadas como 

adyuvantes por vía transcutánea, han dado lugar a resultados sumamente prometedores sobre los 

que se podrá continuar trabajando. 



  Conclusiones Generales 

Página | 131  
  

CONCLUSIONES GENERALES 
 

El presente trabajo de tesis permitió el estudio de nuevos vehículos y adyuvantes, basados 

en liposomas catiónicos, y su aplicación en la inmunización de antígenos recombinantes de S. 

aureus en diferentes modelos experimentales. 

Por un lado, se estudió la respuesta inmune generada en terneras, vaquillonas y vacas 

preñadas tras la inmunización con una vacuna prototípica a subunidades, formulada a partir de 

antígenos 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 específica en bovinos, capaz de bloquear 

distintos factores de virulencia de S. aureus, a partir de la administración de una vacuna con el 

diseño antes mencionado. Sin embargo, las características de la respuesta inmune montada 

dependerían del plan de inmunización utilizado. Esto nos permite sugerir, para ensayos futuros, 

la implementación de planes de vacunación que comiencen a temprana edad, seguida de la 

aplicación de refuerzos periódicos, como una estrategia para la obtención de una respuesta inmune 

con mayores niveles de anticuerpos en suero y leche, y presencia de IgG2 específica 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 inmunización temprano, la aplicación de un único refuerzo previo 

al parto, lo que conduciría a un manejo más simple de los animales en esta etapa.  

Por otro lado, obtuvimos diversas formulaciones liposomales que contenían distintos 

inmunoestimulantes. Estas formulaciones fueron caracterizadas y se estudió su capacidad, tanto 

de inducir una respuesta inmune eficiente y específica contra el antígeno rClfA de S. aureus, en 

un modelo experimental murino, como de actuar como vehículo y adyuvante en la administración 

transdérmica e intradérmica de vacunas. En todas las formulaciones obtenidas, se mantuvo la 

conformación esférica de las vesículas, propia de los liposomas. Además, se demostró que los 

liposomas son capaces de brindar protección al ODN-CpG ante la acción de ADNasas, 

permitiendo utilizar oligonucleótidos con enlaces naturales, biocompatibles y de bajo costo como 

inmunoestimulante. Asimismo, se observó que la utilización conjunta de AG2-C16 podría 

disminuir la inestabilidad conferida a las formulaciones por la adición del ODN-CpG a los 

liposomas catiónicos. Respecto a la respuesta inmune inducida en ratones por estas 

formulaciones, se concluyó que los tres inmunoestimulantes formulados en liposomas, ODN-

CpG, AG2-C16 y OPM, son capaces de estimular una respuesta inmune hacia un antígeno 

proteico. En todos los casos, la respuesta inmune humoral se caracterizó por altos títulos de IgG 

específicas 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 específica. 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, formulación capaz de inducir los tres perfiles celulares evaluados Th1, Th2 y 

Th17, con presencia de linfocitos Tc productores de IFN-✄✞ 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 formulación, de los niveles de linfocitos T CD8+ 

productores de IFN-✄, nos permitimos proponer este adyuvante como una alternativa en el diseño 

de vacunas para la prevención de infecciones virales o cáncer. 

Por último, en cuanto a la capacidad de las distintas formulaciones como adyuvante en la 

inmunización por vía transdérmica, los resultados nos permiten considerar a la formulación 

Lip+AG2-C16 como sistema de delivery para la administración tópica de principios activos. 

Mientras que la incorporación de OPM a las formulaciones, mejora la capacidad 

inmunoestimulante de la formulación, estimulando la expresión de quemoquinas y citoquinas 

proinflamatorias en fibroblastos, pero no así, en queratinocitos. Entre las quemoquinas 

estimuladas, se encontraron quimioatractantes de linfocitos Th1, Th17 y Tc, y de neutrófilos, que 

pueden resultar en un reclutamiento celular clave para el control efectivo de S. aureus en el sitio 

de infección. Estos resultados nos permiten sugerir el uso de formulaciones que contengan OPM 

en modelos de inmunización mediante microinyección o por vía intradérmica. Asimismo, podría 

considerarse, en ensayos futuros, la utilización de una formulación que incluya tanto a OPM como 

a AG2-C16, para su aplicación en modelos de inmunización por vía transcutánea.  

 

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis, permiten demostrar que los liposomas 

catiónicos constituyen un sistema adyuvante de gran versatilidad, que permite la selección de 

los inmunoestimulantes a incluir, en función de las características de la respuesta inmune que 

se necesita inducir. A futuro, la disponibilidad de una plataforma que permita la producción de 

vehículos a medida, podría representar una ventaja en la búsqueda del diseño racional de 

vacunas orientadas a la profilaxis de enfermedades infecciosas causadas tanto en animales, 

como en el Hombre. 
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