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Resumen

RESUMEN

La mastitis bovina constituye una de las enfermedades de mayor relevancia econémica y sanitaria
para la industria lactea a nivel mundial, debido a su impacto negativo sobre la produccion, la
calidad de la leche y el bienestar animal. El control de la enfermedad se ha fundamentado
tradicionalmente en dos pilares estratégicos, la prevencion a través de practicas de higiene y
desinfeccion durante el proceso de ordefio para reducir la exposicion y transmision entre animales
y por otro, la implementacion de terapias antibioticas, orientadas a eliminar o acortar la duracidén
de la enfermedad una vez detectada la infeccion, ya sea en casos clinicos durante la lactancia o
subclinicos al inicio del periodo seco. Staphylococcus aureus es uno de los principales agentes
etioldgicos de las infecciones intramamarias (I1IM), caracterizandose por su elevada cronicidad y
por las limitadas tasas de curacion luego del tratamiento antimicrobiano. El éxito patogénico de
este microorganismo se vincula con un complejo arsenal de factores de virulencia, coordinados
por un sistema de quorum sensing, que le permite transitar desde una fase inicial de colonizacion
adhesiva hacia estadios invasivos y citotoxicos. En este contexto, el desarrollo de estrategias
preventivas basadas en la inmunizacion se ha vuelto prioritario. Sin embargo, el disefio de vacunas
eficaces contra S. aureus continia siendo un desafio, particularmente debido a la complejidad del
patogeno, la dificultad de modular la respuesta inmune en la glandula mamaria y la necesidad de
desarrollar sistemas adyuvantes capaces de inducir perfiles inmunologicos adecuados. Las
vacunas comerciales disponibles actualmente muestran una eficacia limitada e inconsistente en la
prevencion de nuevas [IMs. En este marco, la presente tesis doctoral aborda el desarrollo y la
evaluacion de inmundgenos prototipicos basados en una plataforma de vacunas a subunidades,
integrando moléculas recombinantes de factores de virulencia clave del microorganismo, con

sistemas adyuvantes liposomales de ultima generacion.

Como antigenos vacunales se seleccionaron cuatro proteinas esenciales para la patogénesis
estafilocdcica: las adhesinas CIfA y FnbpA, involucradas en la colonizacion tisular y la formacion
de biopeliculas, y las toxinas a y B, responsables del dafio tisular y de la evasion inmunitaria. Un
aporte relevante de este trabajo fue la optimizacion de la expresion de estos antigenos
recombinantes en E. coli sin el uso de proteinas de fusion, con el objetivo de preservar la
conformacion nativa de los epitopes y evitar respuestas inmunes inespecificas. Las estrategias
permitieron la obtencion de los antigenos de forma soluble y con buenos rendimientos. En
paralelo, se desarrollaron formulaciones adyuvantes de nueva generacion basadas en liposomas
cationicos, suplementados con distintos inmunoestimulantes (IS) como oligodeoxinucledtidos

con motivos CpG especificos para bovinos (CpG-ODN), el lipopéptido sintético tipo Gemini
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Resumen

AG2C16 y mananos derivados de Saccharomyces cerevisiae. La caracterizacion biofisica
mediante dispersion dinamica de luz (DLS) reveld que la incorporacion de los diversos
inmunoestimulantes modifica las propiedades de las particulas lipidicas. La inclusiéon de AG2C16
ejerce un efecto estabilizador sobre la suspension coloidal al contrarrestar la agregacion inducida
por el CpG-ODN. Del mismo modo, la incorporacién de mananos preservé la estabilidad de la
mezcla. En ambos casos, se logrd una distribucion homogénea, condicion ptima para favorecer

la captura por parte de las células presentadoras de antigenos.

En el primer capitulo se aborda la caracterizacion de la respuesta inmune inducida por las
formulaciones vacunales, en modelo bovino. La evaluacion inmunologica se llevé a cabo en un
ensayo con vaquillonas Holstein de entre 8 y 10 meses de edad, donde los animales fueron
asignados aleatoriamente a siete grupos experimentales que involucran grupos controles e
inmunizados con la mezcla de antigenos recombinantes formulados con distintas combinaciones
adyuvantes, ya sea AG2C16, CpG-ODN, mananos o la combinacion de CpG-ODN+AG2C16. El
protocolo de inmunizacidn consistio en un esquema inicial de dos dosis aplicadas con un intervalo
de 21 dias, seguido de un refuerzo a los ocho meses. Los resultados demostraron que las
formulaciones liposomales inducen una respuesta inmune robusta y sostenida, tanto humoral
como celular, con un perfil predominantemente evidenciado por una produccion significativa de
IFN-y, junto con una contribucion parcial de respuestas de tipo Th17 (IL-17), consideradas
relevantes para el control de patdgenos con capacidad de persistencia intracelular. A su vez la
aplicacion de la dosis de refuerzo logré elevar rapidamente los niveles de anticuerpos IgG a
valores similares a los alcanzados en el esquema inicial y sostenida por hasta 30 dias,
evidenciando su capacidad para inducir memoria inmunoldgica robusta y sostenida. Se
seleccionaron Sobre la base de este desempefio, se seleccionaron las formulaciones Lip+CpG-
ODN+AG2C16+Rec (G3) y Lip+tMan+Rec (G4), identificadas como las mas promisorias por su
capacidad para activar un perfil inmunologico equilibrado, con el fin de continuar con la

evaluacion de su capacidad protectora.

El segundo capitulo de la tesis se orientd a evaluar la eficacia protectora de las formulaciones
seleccionadas mediante un modelo experimental de desafio intramamario controlado. En esta
etapa, se trabajoé especificamente con los animales pertenecientes a los grupos que mostraron el
mejor desempefio inmunologico previo: los grupos inmunizados G3 (Lip+CpG-
ODN+AG2C16+Rec) y G4 (Lip+Man+Rec), junto con el grupo control sin tratamiento (C1).
Estos animales recibieron una dosis de vacuna refuerzo al preparto (30 dias antes de la fecha
probable de parto), y se desafiaron de forma intramamaria con una cepa de campo de S. aureus,
30 dias luego del parto. La aplicacion del refuerzo estimul6 significativamente los niveles séricos
de IgG, IgG1 e IgG2 para los antigenos rAt, rBt y rCIfA en ambos grupos inmunizados, logrando

restablecer titulos similares a los del esquema inicial. Al momento del desafio (60 dias post-
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Resumen

refuerzo), la vacunacion preparto generd en leche niveles aumentados de IgG especificas en todos
los grupos experimentales, respuesta caracterizada por la presencia de IgG1 especifica frente
todos los antigenos para Lip+Mant+Rec y frente a rAt, rBt y rCIfA para Lip+CpG-
ODN+AG2C16+Rec y una limitada contribucion de IgG2. Si bien la vacunacion al preparto
promovi6 una sensibilizacion inmunologica de la glandula mamaria, evidenciada por los niveles
de anticuerpos especificos y por un reclutamiento temprano e intenso de granulocitos CH138A",
no logré prevenir la colonizacion inicial ni reducir de manera consistente la persistencia
bacteriologica. Este fenomeno podria estar asociado a un desacople efector, caracterizado por una
disponibilidad limitada de IgG2 opsonizante en leche y una atenuacion de la respuesta
inflamatoria local, atribuible a mecanismos de evasion desplegados por la cepa de S. aureus

utilizada para el desafio.

En conjunto, esta tesis demuestra que las plataformas vacunales basadas en subunidades
antigénicas y adyuvantes liposomales permiten inducir respuestas inmunes sistémicas robustas en
bovinos, aunque la proteccion frente a S. aureus requiere superar las particularidades
inmunoldgicas de la glandula mamaria. Los resultados obtenidos aportan informacion relevante
para el disefio racional de nuevas estrategias vacunales y sugieren que enfoques combinados,
orientados a potenciar la inmunidad local, seran claves para el control efectivo de la mastitis

bovina.
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Abstract

ABSTRACT

Bovine mastitis is one of the most economically and health-relevant diseases for the dairy industry
worldwide, due to its negative impact on production, milk quality, and animal welfare. Mastitis
control has traditionally been based on two main strategies: prevention through hygiene and
disinfection practices during the milking process to reduce exposure and transmission between
animals, and antibiotic therapies aimed at eliminating or shortening the duration of the disease
once infection is detected, either in clinical cases during lactation or subclinical cases at the
beginning of the dry period. Staphylococcus aureus is one of the main etiological agents of
intramammary infections (IMI), characterized by its high chronicity and limited cure rates
following antimicrobial treatment. The pathogenic success of this microorganism is linked to a
complex arsenal of virulence factors, coordinated by a quorum sensing system, which allows it to
transition from an initial phase of adhesive colonization to invasive and cytotoxic stages. In this
context, the development of preventive strategies based on immunization has become a priority.
However, the design of effective vaccines against S. aureus remains a challenge, particularly due
to the complexity of the pathogen, the difficulty of modulating the immune response in the
mammary gland, and the need to develop adjuvant systems capable of inducing appropriate
immunological profiles. Currently available commercial vaccines show limited and inconsistent
efficacy in preventing new IMIs. In this context, this doctoral thesis addresses the development
and evaluation of prototype immunogens based on a subunit vaccine platform, integrating
recombinant molecules of key virulence factors of the microorganism with next-generation

liposomal adjuvant systems.

Four essential proteins for staphylococcal pathogenesis were selected as vaccine antigens: the
adhesins CIfA and FnbpA, involved in tissue colonization and biofilm formation, and toxins a
and B, responsible for tissue damage and immune evasion. A relevant contribution of this work
was the optimization of the expression of these recombinant antigens in E. coli without the use of
fusion proteins, with the aim of preserving the native conformation of epitopes and avoiding
nonspecific immune responses. The strategies allowed obtaining the antigens in soluble form and
with good yields. In parallel, next-generation adjuvant formulations based on cationic liposomes
were developed, supplemented with different immunostimulants (IS) such as
oligodeoxynucleotides with bovine-specific CpG motifs (CpG-ODN), the synthetic Gemini-type
lipopeptide AG2C16, and mannans derived from Saccharomyces cerevisiae. Biophysical
characterization by dynamic light scattering (DLS) revealed that the incorporation of various

immunostimulants modifies the properties of lipid particles. The inclusion of AG2C16 exerts a
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stabilizing effect on colloidal suspension by counteracting the aggregation induced by CpG-ODN.
Similarly, the incorporation of mannans preserved the stability of the mixture. In both cases, a
homogeneous distribution was achieved, an optimal condition to favour uptake by antigen-

presenting cells.

The first chapter addresses the characterization of the immune response induced by vaccine
formulations in a bovine model. The immunological evaluation was carried out in a trial with
Holstein heifers between 8 and 10 months of age, where animals were randomly assigned to seven
experimental groups involving control groups and groups immunized with the mixture of
recombinant antigens formulated with different adjuvant combinations, either AG2C16, CpG-
ODN, mannans, or the combination of CpG-ODN+AG2C16. The immunization protocol
consisted of an initial regimen of two doses administered 21 days apart, followed by a booster at
eight months. The results demonstrated that liposomal formulations induce a robust and sustained
immune response, both humoral and cellular, with a profile predominantly evidenced by
significant production of IFN-y, along with a partial contribution of Th17-type responses (1L-17),
considered relevant for the control of pathogens with intracellular persistence capacity. In turn,
the application of a booster rapidly raised IgG antibody levels to values like those achieved in the
initial regimen and sustained for up to 30 days, demonstrating their ability to induce robust and
sustained immunological memory. Based on this performance, the formulations Lip+CpG-
ODN+AG2C16+Rec (G3) and Lip+Man+Rec (G4) were selected as the most promising due to
their capacity to activate a balanced immunological profile, to proceed with the evaluation of their

protective efficacy.

The second chapter of the thesis was aimed at evaluating the protective efficacy of the selected
formulations through an experimental controlled intramammary challenge model. At this stage,
work was conducted specifically with animals belonging to the groups that showed the best
immunological performance: immunized groups G3 (Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec) and G4
(LiptMan+Rec), along with the untreated control group (C1). These animals received a
prepartum booster vaccine dose (30 days before calving) and were challenged intramammarily
with a field strain of S. aureus 30 days after calving. The application of the booster significantly
stimulated serum levels of IgG, IgG1, and 1gG2 against rAt, rBt, and rCIfA antigens in both
immunized groups, successfully restoring titters to levels like those of the initial regimen. At the
time of challenge (60 days post-booster), prepartum vaccination generated increased levels of
specific IgG in milk across all experimental groups. This response was characterized by the
presence of specific IgG1 against all antigens for Lip+Man+Rec, and against rAt, rBt, and rCIfA
for Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec, with a limited contribution of IgG2. Although prepartum
vaccination promoted immunological sensitization of the mammary gland, evidenced by specific

antibody levels and early and intense recruitment of CH138A" granulocytes, it failed to prevent
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initial colonization or consistently reduce bacteriological persistence. This phenomenon could be
associated with an effector uncoupling, characterized by limited availability of opsonizing IgG2
in milk and attenuation of the local inflammatory response, attributable to evasion mechanisms

deployed by the S. aureus strain used for the challenge.

Overall, this thesis demonstrates that vaccine platforms based on antigenic subunits and liposomal
adjuvants can induce robust systemic immune responses in cattle, although protection against S.
aureus requires overcoming the immunological particularities of the mammary gland. The results
obtained provide relevant information for the rational design of new vaccine strategies and
suggest that combined approaches, aimed at enhancing local immunity, will be key for the

effective control of bovine mastitis.
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INTRODUCCION GENERAL

Mastitis bovina

La mastitis es reconocida mundialmente como la enfermedad mas costosa y prevalente que afecta
al ganado lechero. Estas pérdidas se deben tanto a la reduccion en la produccion y calidad de la
leche como a los costos asociados al tratamiento antibiotico, descarte de leche, eliminacidn
prematura de animales, medidas preventivas, a lo que se suma la necesidad de asistencia
veterinaria especializada (Saran & Chaffer, 2000; Petrovski et al., 2006). La enfermedad se define
fundamentalmente como la inflamacion de la glandula mamaria (GM) que, si bien puede
generarse por lesiones fisicas 0 mecanicas, principalmente es ocasionada por la colonizacion del
tejido mamario por microorganismos que acceden a través del canal de pezon (Zhao & Lacasse,
2008; Calvinho, 2019). Esta puede manifestarse de forma clinica, con signos evidentes como
inflamacion, fiebre, cambios en el aspecto de la leche (grumos, decoloracion, presencia de
sangre), o subclinica, en la cual no hay signos visibles, pero si alteraciones en los recuentos de
células somaticas (RCS) y en la composicion lactea (Coté -Gravel & Malouin, 2019). Esta ultima
forma representa una gran parte de los casos y es particularmente relevante por su impacto
silencioso sobre la productividad del rodeo. En la actualidad un recuento superior a 200.000
células/ml es considerado indicativo de infeccion intramamaria, y su monitoreo se ha convertido
en una herramienta clave para la gestion de la salud mamaria (Ruegg et al., 2017; Kerro &
Vidlund, 2024). En este sentido, la correcta identificacion del tipo de mastitis y su agente
etiologico es fundamental para implementar estrategias de control eficaces y sostenibles en los

sistemas de produccion lechera.

Los agentes etiologicos de la mastitis bovina se clasifican tradicionalmente en dos grandes grupos
segln su modo de transmision y su relacion con el canal del pezon: los patogenos contagiosos y
los ambientales (Calvinho, 2019; Ruegg, 2017) Los primeros, como Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis y diversas especies de Mycoplasma, habitan y
se multiplican dentro de la glandula mamaria y la piel del pezdn, y su diseminacion de animal a
animal ocurre principalmente durante el proceso de ordefio. En cambio, los patégenos ambientales
tienen como reservorio primario el entorno donde se encuentran las vacas, como el suelo, la cama
o el agua, siendo los mas representativos Streptococcus uberis y las bacterias coliformes, como
Escherichia coli y Klebsiella spp (Calvinho, 2019; Coté -Gravel & Malouin, 2019). Ademas, la
clasificacion del género Staphylococcus ha evolucionado con el tiempo; historicamente se
distinguia segun la produccién de coagulasa, pero actualmente se agrupan todas las especies
distintas de S. aureus bajo el término Staphylococcus no aureus (SNA), que incluye tanto

coagulasa positivos como negativos, con especies que pueden comportarse como contagiosas o
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ambientales segun el sistema de produccion y manejo aplicado (Calvinho, 2024; Kerro & Vidlund,

2024).

El reconocimiento de la mastitis como una enfermedad multifactorial llevo al desarrollo de
estrategias de prevencion y control basadas en evidencia. Uno de los aportes conceptuales mas
importantes en la comprension de la mastitis bovina fue el modelo de tres fases propuesto por
Murphy en 1947, el cual atin hoy sirve como base para entender el desarrollo de las infecciones
intramamarias (IIM). Segun este modelo, la mastitis se origina en una primera fase de invasion,
donde el agente patogeno accede al interior de la glandula tras atravesar el canal del pezon,
superando barreras fisicas y quimicas como el esfinter muscular y el tapon de queratina (Coté-
Gravel & Malouin, 2019; Kerro & Vidlund, 2024). Esta entrada puede producirse por exposicion
directa al entorno o mediante vectores mecanicos durante el proceso de ordefio, aunque no
siempre desemboca en una infeccion establecida (Rainard et al., 2018). La segunda fase,
infeccion, se caracteriza por el establecimiento del microorganismo en el tejido mamario, proceso
mediado por mecanismos de adhesion a las células epiteliales y a la matriz extracelular (Zaatout
et al., 2020). Finalmente, en la tercera fase, ocurre la inflamacion, como respuesta del organismo
frente a la presencia del agente infeccioso y sus derivados. Se manifiesta clinicamente por
cambios en la leche y el tejido mamario o de forma subclinica mediante alteraciones en la
composicion de la leche y elevaciones en el RCS (Calvinho, 2019). Este enfoque progresivo
resulta fundamental en la practica veterinaria, ya que permite distinguir entre la mera presencia
de bacterias en la glandula y el desarrollo efectivo de la enfermedad, lo que resulta fundamental
tanto para el diagnostico como para el disefio de estrategias de prevencion y control (Ruegg,

2017).

Los programas tradicionales de control de la mastitis bovina tienen su origen en las estrategias
desarrolladas en la década de 1960, centradas principalmente en practicas de higiene durante el
ordefio. Estas incluyen la desinfeccion de pezones después del ordefio, el uso de antibidticos
durante la lactancia y al inicio del periodo seco, la eliminacion de vacas con infecciones cronicas
y el mantenimiento adecuado del equipo de ordefio. Con el paso del tiempo, este enfoque clasico
ha sido complementado con nuevas medidas, como el manejo del ambiente, la implementacion
de protocolos de bioseguridad frente a patdogenos contagiosos, el registro sistemdtico de datos y
el monitoreo constante del estado de salud mamaria. Si bien la aplicacion rigurosa de estas
practicas ha demostrado ser eficaz en la reduccion de infecciones por patdgenos contagiosos, el
control de patdogenos ambientales contintia siendo mas complejo, debido a su carcter oportunista
y a la diversidad de fuentes de exposicion, lo que exige estrategias de manejo mas integrales y

especificas (Calvinho, 2024; Ruegg, 2017).
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Mastitis bovina por S. aureus, mecanismos de accion y evasion

S. aureus es el patdgeno mas frecuentemente aislado de casos de IIM en Argentina y en otros
paises de gran desarrollo lechero (Zecconi et al., 2006; Calvinho, 2019; Keane et al., 2019). Una
IIM causada por este patogeno, puede manifestarse en formas clinicas con distintos grados de
severidad o puede hacerlo con ausencia total de signos macroscopicos visibles de enfermedad, en
forma de una infeccién subclinica (Coté-Gravel & Malouin, 2019). Esta puede causar dafios
irreversibles en el tejido mamario y/o volverse una infeccion créonica, con tasas de curacion que
en muchos casos no superan el 20% al 50% durante la lactancia (Molineri et al., 2021). Se ha
demostrado que la mastitis causada por S. aureus varia considerablemente y parece depender de
muchos factores, tanto del rebafio como de la vaca y del microorganismo (Barkema et al., 2006;

Ster et al., 2021).

S. aureus posee diversos factores de virulencia, los cuales juegan un papel clave en la severidad
de IIM que provoca en el huésped. A su vez, este patdogeno cuenta con un sofisticado arsenal de
mecanismos de evasion inmune que incluye la invasion de células epiteliales, la formacion de
biopeliculas y la transicion hacia variantes de colonia pequefia (SCV), mecanismos que le
permiten sobrevivir en un estado de latencia protegido tanto de los antibidticos como de los
fagocitos del hospedador (Coté-Gravel & Malouin., 2019; Zaatout et al., 2020). La regulacion de
estos factores esta coordinada por una compleja red genética denominada sistema agr (accessory
gene regulator). Este sistema opera como un circuito de percepcion de quérum (quorum sensing)
que responde a la acumulacion extracelular de un péptido autoinductor (AIP) (Cheung et al., 2011;
Tan et al., 2018). Al alcanzar un umbral critico de densidad celular, el AIP activa el sensor AgrC,
desencadenando una cascada de sefializacion que resulta en la fosforilacion de AgrA, el regulador
de respuesta. Una vez activado, el sistema agr actua como un regulador maestro, promoviendo la
transcripcion de la molécula efectora ARNIIIL, la cual ajusta de manera diferencial el perfil de
expresion génica de la bacteria tanto in vitro como in vivo. Su funcionamiento adecuado es
esencial para la transicion del modo adherente a un comportamiento mas agresivo e invasivo, lo
que evidencia su relevancia en el éxito infeccioso de la bacteria (Tan et al., 2018; Cheung et al.,
2021). En la fase logaritmica, cuando la densidad bacteriana es baja, predominan la expresion de
proteinas de superficie o adhesinas, que facilitan la adherencia inicial a las células del huésped y
permiten el establecimiento de la colonizacién. En cambio, en la fase estacionaria, cuando la
densidad celular es alta y la infeccion ya estd instaurada, se induce la expresion y secrecion de
toxinas (como hemolisinas, leucotoxinas y enterotoxinas) y enzimas degradativas (como
proteasas y lipasas), que contribuyen a la diseminacion de la bacteria, la adquisicion de nutrientes
y la evasion del sistema inmunologico. Esta expresion secuencial y coordinada de los factores de
virulencia parece estar finamente disefiada para favorecer el proceso infeccioso, desde la adhesion

inicial hasta la evasion inmune (Cheung et al., 2021). Ademds, para persistir en el huésped, S.
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aureus modula estos factores de forma que favorece su supervivencia intracelular, lo que
contribuye a la cronicidad de la infeccion. En conjunto, esta red reguladora resulta esencial para
la patogénesis de S. aureus y su capacidad de adaptacion al entorno del huésped (Camussone &

Calvinho, 2013).

El estudio de la mastitis bovina por S. aureus abarca una gran cantidad de articulos cientificos
que se abocan a estudiar la patogénesis del agente etiologico, los factores que favorecen su
actividad, los mecanismos de defensa del huésped, las medidas de control o las terapias aplicadas
con el fin de reducir su incidencia en los ganados o idealmente, eliminar la enfermedad (Pereira

et al., 2011; Camussone & Calvinho, 2013).

La mayoria de las cepas clinicas de S. aureus expresan una capsula de polisacaridos, siendo los
serotipos 5 (CP5) y 8 (CP8) los més prevalentes en aislamientos de mastitis bovina. Su funcion
primordial es la evasion de la inmunidad innata, ya que protegen a la bacteria de la fagocitosis al
dificultar la deposicion de las proteinas del complemento (C3 y C3b) y obstruir el reconocimiento

por parte de los neutrofilos (Camussone & Calvinho, 2013; Scali et al., 2015).

Entre los factores de virulencia mas relevantes se encuentran las adhesinas microbianas, ancladas
de forma covalente a la pared celular, conocidas como MSCRAMMSs (microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules) (Foster et al., 2014). Estas moléculas
facilitan la union especifica a componentes de la matriz extracelular (ME) de la glandula mamaria,
como fibrindgeno, fibronectina, elastina o colageno, y desempefian un papel crucial tanto en
etapas iniciales de la colonizacion como en la formacion de biopeliculas (Foster et al., 2013;
Foster et al., 2019). Dentro de este grupo, se destacan las proteinas de union a fibronectina (FnbpA
y FnbpB), codificadas por los genes finbA y fnbB Estas adhesinas multifuncionales constituyen un
factor clave en la patogénesis de S. aureus permitiéndole internalizarse e invadir células que
normalmente no son fagociticas, como las células epiteliales mamarias (MEC), células
endoteliales y fibroblastos (Burke et al., 2010). A nivel estructural, las Fnbps poseen un dominio
A N-terminal compuesto por tres subdominios (N1, N2 y N3), de los cuales N2 y N3 presentan
un plegamiento similar a las inmunoglobulinas y median la adhesion al fibrindgeno y la elastina
mediante el mecanismo dinamico conocido como acoplar, bloquear y asegurar (dock, lock and
latch, DLL). En este mecanismo, el péptido de la cadena y del fibrindgeno se ancla en un surco
hidrofobico entre N2 y N3 y queda fijado mecanicamente mediante un cambio conformacional
que lo "atrapa" en su lugar. Por el contrario, la unién a la fibronectina se produce a través de
repeticiones en tandem (FnBRs) localizadas en una region desestructurada distal al dominio A.
Estas repeticiones utilizan un mecanismo de "beta-cremallera en tandem" para unirse a la
fibronectina, la cual actia como un puente molecular con las integrinas a5pf1 de la membrana

celular del hospedador (Edwards et al., 2010; Camussone & Calvinho, 2013). Esta interaccion
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desencadena la remodelacion del citoesqueleto de actina, facilitando que la bacteria sea engullida
por la célula (Loffer et al., 2014). Es importante resaltar que existe una alta variabilidad antigénica
entre los diferentes isotipos de FnBPs en cepas de origen bovino, lo que sugiere que estas
variaciones funcionan como un sofisticado mecanismo de evasion inmune (Burke et al., 2010).
Otras de las MSCRAMMSs de gran trascendencia son los factores de agregacion (Clumping
Factors, CIfA y CIfB), los cuales desempefian roles bifuncionales criticos tanto en la adhesion
tisular como en la evasion del sistema inmune (Foster et al., 2013). Particularmente, el CIfA posee
la capacidad de unirse al fibrindgeno plasmatico (especificamente al extremo C-terminal de la
cadena y) mediante el mecanismo dinamico DLL similar a Fnbp, lo que resulta en la aglutinacion
o aglomeracion instantanea de las células bacterianas en presencia de plasma (Ganesh et al.,
2008). Como molécula de adhesion polifacética, el CIfA media la interaccion con la célula del
hospedador a través de dos vias principales: mediante un puente de fibrindgeno que le permite
unirse a la integrina aVP3 en la superficie celular, o bien interactuando directamente con el
receptor anexina A2 en las células epiteliales mamarias bovinas de manera independiente del
fibrindgeno (Foster et al., 2019) Ademas, CIfA contribuye a la evasion del sistema inmune
inhibiendo la fagocitosis mediada por neutr6filos mediante la escision de C3b, en un proceso
dependiente del regulador del complemento factor I (Scali et al., 2015; Campos et al., 2022).
Dentro del grupo de las MSCRAMMs se incluyen también las proteinas de la familia Sdr (SdrD
y SdrE), caracterizadas por la presencia de dominios repetidos ricos en serina y acido aspartico
que proyectan sus dominios de union hacia el exterior de la superficie bacteriana. SdrD participa
activamente en la adherencia bacteriana mediante su interaccion con receptores del hospedador,
como la desmogleina-1, mientras que SdrE contribuye a la evasion de la respuesta inmunitaria al
secuestrar el factor H del sistema del complemento, lo que inhibe la activacion de la cascada del
complemento y reduce la deposicion de opsoninas sobre la bacteria (Foster et al., 2013; Campos

et al., 2022)

La accion coordinada de las adhesinas FnbpA y CIfA no solo sostiene la colonizacion del tejido
mamario, sino que también impulsa la formacion de biopeliculas. Estas son definidas como
comunidades multicelulares complejas encerradas en una matriz extracelular autoproducida
compuesta por proteinas, exopolisacaridos y ADN extracelular (eDNA) (Allison, 2003;
Moormeier & Bayles, 2017). Estas estructuras se consideran un mecanismo de patogénesis
esencial para la supervivencia del microorganismo en la glandula mamaria, confiriéndole
resistencia superior frente a la fagocitosis y la terapia antibidtica Su formacion esta mediada
genéticamente por el operon icaADBC, encargado de sintetizar la adhesina intercelular de
polisacarido (PIA/PNAG) y la proteina Bap (biofilm associated protein). Bap, facilita la adhesion
inicial a superficies y la persistencia en la glandula mamaria, siendo capaz de inducir la formacioén

del biofilm incluso en ausencia de los productos del operén ica. A su vez, presenta una notable
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variacion en el nimero de repeticiones en tdndem de su region C durante el transcurso de la
infeccion, lo que funciona como una estrategia de adaptacion y posible evasion del sistema
inmune del hospedador (Cucarella et al., 2004). Adicionalmente, S. aureus ha desarrollado
sofisticadas estrategias para evadir la respuesta inmune del hospedador, entre las cuales destaca
la produccion de proteinas que interfieren directamente con el depdsito y la funcidon de las
inmunoglobulinas (Thammavongsa et al., 2015). Una de las mas estudiadas es la proteina A de
superficie (SpA), una molécula anclada de forma covalente a la pared celular que se expresa
practicamente en todos los aislamientos clinicos. SpA posee la capacidad de unirse de manera no
especifica a la region Fc de la inmunoglobulina G (IgG) impidiendo el reconocimiento por parte
de los receptores de Fc en fagocitos (neutrofilos), dificultando la opsonizacion y la fagocitosis
mediada por anticuerpos y bloqueando la activacion de la via clasica del complemento. Ademas
de su rol en la inmunidad innata, la SpA manipula la respuesta adaptativa al unirse a la region Fab
de laIgM (especificamente del clan VH3) expuesta en los linfocitos B, actuando como un potente
superantigeno de células B, lo que induce la apoptosis de estas células y desvia la respuesta
inmune hacia la produccion de anticuerpos dirigidos casi exclusivamente contra la propia proteina
A, en lugar de hacia otras estructuras antigénicas mas relevantes para la eliminacion del patégeno
(Kim et al., 2012; Scali et al., 2015; Thammavongsa et al., 2015; Demontier et al., 2021).
Complementando esta accion, S.aureus secreta la proteina Sbi (Staphylococcal binder of
immunoglobulin), la cual también secuestra IgG y se asocia con los factores H y C3 del
complemento para promover su degradacion, bloqueando asi los vinculos moleculares entre las

respuestas innata y adaptativa (Kim et al., 2012)

Ademés de las adhesinas de superficie, S. aureus secreta diversas toxinas, liberadas
principalmente durante la fase pos-logaritmica de crecimiento. Estas moléculas no solo destruyen
tejidos para obtener nutrientes, sino que manipulan activamente la respuesta inmune para facilitar
la cronicidad (Kerro & Vidlund, 2024). Entre ellas, la a-toxina (a-hemolisina, Hla) es una de las
mas estudiada. Es producida por el 95% de las cepas y presenta citotoxicidad frente a un amplio
rango de células de mamifero, incluyendo eritrocitos, células epiteliales, fibroblastos, monocitos,
macrdfagos y linfocitos. Su funcidn principal es degradar el tejido del huésped para obtener
nutrientes y favorecer la supervivencia del patogeno (Camussone & Calvinho, 2013; Scali et al.,
2015; Di Bella et al., 2025). Esta se considera un factor clave en la persistencia intracelular, ya
que puede inducir una autofagia disfuncional en la célula infectada, impidiendo la fusiéon de
autofagosomas con lisosomas y generando un nicho protector para la replicacion bacteriana
(Loffer et al., 2014). Su mecanismo de accidén varia segin la concentracion: a bajas
concentraciones se une al receptor de membrana ADAM10, promoviendo la formacion de un poro
heptamérico que permite el eflujo de ATP y K*, el ingreso de Ca?" y la fragmentacion de ADN,

induciendo apoptosis; a concentraciones elevadas, se inserta de forma inespecifica en la bicapa
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lipidica, formando grandes poros que desencadenan necrosis masiva y activan respuestas
celulares secundarias (Di Bella et al., 2025). Un impacto critico de esta toxina en la ubre es la
escision de la E-cadherina mediante la activacion de ADAMI10, lo que rompe las uniones
adherentes del epitelio, destruye la barrera mamaria y permite la invasion de tejidos profundos.
Adicionalmente, el microorganismo fagocitado puede secretar Hla para lisar células endoteliales
bovinas, lo que favorece la liberacion y diseminacion sistémica de las bacterias que se

encontraban en refugios intracelulares (Grumann et al., 2014; Otto, 2014; Campos et al., 2022).

La B-hemolisina (HIb), también conocida como B-toxina, es una exoproteina hemolitica que acta
como una esfingomielinasa de tipo C dependiente de magnesio (Otto, 2014). Esta enzima,
hidroliza la esfingomielina de la membrana plasmatica, generando fosfocolina y ceramida, accion
que provoca un incremento de la permeabilidad y una pérdida progresiva de la carga superficial
celular, lo que facilita la adherencia bacteriana y vuelve a las células significativamente mas
susceptibles a la accion de otras toxinas (Camussone & Calvinho, 2013; Campos et al., 2022).
Aunque presenta menor citotoxicidad que Hla, produce un efecto sinérgico cuando ambas toxinas
estan presentes potenciando la necrosis tisular. En el contexto de la infeccidn mamaria, la Hlb
ejerce efectos linfotdxicos y lisa de manera eficiente los eritrocitos bovinos, lo que permite a la
bacteria liberar hemoglobina para la adquisicion de hierro, un nutriente esencial para su
crecimiento. Asimismo, se ha observado que la presencia de HIb en la ubre induce un influjo de
leucocitos polimorfonucleares (PMN) hacia los alvéolos y la formacion de edema (Oliveira et al.,

2018; Campos et al., 2022; Di Bella et al., 2025).

Otra de las toxinas de gran relevancia secretadas por S.aureus son las leucotoxinas. Estas
constituyen una familia de toxinas bicomponentes solubles que requieren el ensamblaje
coordinado de dos subunidades proteicas distintas, denominadas S (especificidad) y F (formacion
de poro), para constituir poros octaméricos de barril beta en la membrana de las células blanco.
Su mecanismo de accion es estrictamente dependiente de receptores especificos, lo que determina
una altisima selectividad tanto de especie como de tipo celular (Otto, 2014; Di Bella et al., 2025).
Dentro de este grupo, la toxina LukMF' es la de mayor trascendencia en rumiantes; su union al
receptor CCR1 en neutréfilos, macréfagos y monocitos resulta critica (Hoekstra et al., 2018). Este
arsenal se complementa con LukED, que compromete la inmunidad innata y adaptativa al
interactuar con los receptores CCR5 y CXCR1/2, y con LukAB, la cual utiliza la integrina CD11b
para facilitar el escape bacteriano desde el fagosoma mediante la lisis del leucocito post-
fagocitosis. Asimismo, la gamma hemolisina (Hlg AB/CB), de presencia ubicua, promueve la
adquisicion de hierro y la lisis celular via CXCR1/2 y C5aR, mientras que la leucocidina de
Panton-Valentine (PVL), aunque agresiva contra el receptor C5aR, es excepcional en aislamientos

de mastitis bovina (Otto, 2014; Thammavongsa et al., 2015; Di Bella et al., 2025)
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Adicionalmente, S. aureus emplea el sistema de determinantes de superficie regulados por hierro
(Isd) para su adquisicion como nutriente. Dentro de este sistema, [sdB actua como receptor de
hemoglobina anclado a la pared celular, permitiendo la extraccion del grupo hemo para satisfacer
las necesidades metabdlicas bacterianas y, adicionalmente, favoreciendo la adhesion e
internalizacion en células no fagociticas mediante su interaccion con integrinas B3 del
hospedador. Por su parte, IsdH facilita la captacion de hemo al unirse a haptoglobina y a

complejos haptoglobina-hemoglobina (Foster et al., 2013; Scali et al., 2015)

Epitelio de la gldndula mamaria bovina
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Figura 1. Proteinas implicadas en la patogénesis de S. aureus bovino. Las proteinas de superficie
interactiian con componentes del hospedador para promover la adhesion e invasion bacteriana. La
proteina asociada a biopeliculas (Bap) interfiere en la via de internalizacion mediada por Fnbps y
contribuye a la formacion de biopeliculas, proceso dependiente también del locus ica. Las toxinas, como
las hemolisinas alfa y beta, inducen la necrosis del tejido de la glandula mamaria y la hemdlisis de
eritrocitos bovinos para la adquisicion de hierro a partir de la hemoglobina. La leucotoxina LukMF' se
une especificamente a los neutrdfilos presentes en la leche, mientras que los superantigenos estafilocécicos
inducen una activacion inespecifica de células T, desencadenando la liberacion masiva de citocinas
proinflamatorias. Imagen adaptada de Campos et al., 2022.

Como se menciond anteriormente en este capitulo, las practicas utilizadas para disminuir la
incidencia de las IIM o acortar su duracion, se basan principalmente en la higiene durante el
ordefio, y el uso de terapia antibiotica de casos clinicos durante la lactancia y de casos subclinicos
al inicio del periodo seco. Con estas aplicaciones se logro un gran progreso en el control de [IM
causadas por algunos patdgenos contagiosos. Sin embargo, las caracteristicas patogénicas de S.

aureus hacen que estas practicas no sean completamente efectivas (Zhao & Lacasse, 2008) para
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la curacidon de casos crénicos y para eliminar por completo la infeccidon en el cuarto mamario
afectado (Waage et al., 2000). El caracter cronico de la mayoria de las [IM por S. aureus y la tasa
limitada de cura luego de la terapia antibidtica clasica la convierten en una enfermedad dificil de
controlar (Zecconi et al., 2006). Ademas, el uso infructuoso de antimicrobianos (AM) frente a
casos cronicos por S. aureus favorece la aparicion de cepas bacterianas resistentes a AM (RAM)
(Molineri et al., 2021), proceso que se ve potenciado por la capacidad de transferencia horizontal
de genes de resistencia entre bacterias (Lindsay, 2014). En este sentido, se ha reportado que la
mayor prevalencia global de resistencia en S. aureus se observa frente a penicilina, seguida de
clindamicina, eritromicina y gentamicina, mientras que ceftiofur y cefalotina presentan las
menores prevalencias globales de RAM. Asimismo, la RAM a casi todos los antimicrobianos
evaluados ha mostrado una tendencia creciente en el tiempo, mas evidente a partir de 2009,

destacando el incremento para clindamicina, gentamicina y oxacilina (Molineri et al., 2021).

Sobre la base de los antecedentes expuestos resulta de prioritario desarrollar estrategias de
prevencion, como la vacunacidon, que permitan reducir la incidencia de las infecciones
intramamarias, mitigar las pérdidas productivas y optimizar el uso de AM para minimizar la
emergencia de RAM (Middleton, 2008). Sin embargo, el disefio de inmundgenos eficaces se
enfrenta a la notable plasticidad de S. aureus para evadir la respuesta inmune del hospedador. Sus
estrategias de evasion incluyen la inhibicion de la opsonizacion, la neutralizacion de péptidos
antimicrobianos y la destruccion directa de células inmunitarias, lo que dificulta el
establecimiento de una proteccion duradera. Por consiguiente, el desarrollo de terapias
alternativas requiere de vacunas que contemplen multiples blancos antigénicos, capaces de
inducir una respuesta inmunitaria integral, tanto humoral como celular, en las diferentes etapas

de la infeccion (Clegg et al., 2021)

Vacunas para I1IM causadas por S.aureus

En el ambito veterinario, se han desarrollado numerosas vacunas experimentales contra [IM por
S. aureus, aunque la complejidad del patégeno ha impedido alcanzar una proteccion completa
(Pereira et al., 2011; Rueg, 2017). Las dos opciones principales que han alcanzado la fase
comercial son: i) Lysigin® (Boehringer Ingelheim), basada en un lisado bacteriano de cinco cepas
que incluye los serotipos capsulares CP5, CP8 y 336, formuladas con un adyuvante a base de
hidroxido de aluminio y ii) Startvac® (Laboratorios Hipra), una vacuna polivalente que contiene
Staphylococcus aureus inactivado (cepa SP140) que expresa el Complejo Antigénico Asociado a
Exopolisacarido (SAAC)y Escherichia coli (J5) inactivada, formulada con un adyuvante de base
oleosa. Si bien ambas vacunas han demostrado ser utiles para reducir la severidad clinica y la

duracion de los sintomas, su efectividad para prevenir el establecimiento de nuevas infecciones
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sigue siendo inconsistente y motivo de debate. En estudios iniciales la aplicacion de 2 dosis de
Lysigin® en terneras de 6 meses, seguida de un refuerzo cada 6 meses, hasta el momento del
parto, result6 en una reduccion del 45% de nuevas I[IM por S. aureus durante la prefiez y el parto,
relativo a controles sin inmunizar (Nickerson et al., 1999). Sin embargo, ensayos realizados con
vacas en lactancia no mostraron una reduccion significativa en la tasa de nuevas 1IM ni mejoras
en los RCS (Middleton, 2008). Respecto a Startvac®, aunque algunos estudios reportaron una
reduccion del 45% en la tasa de transmision en rodeos especificos, otros ensayos de campo no
han logrado confirmar una disminucién significativa de la incidencia, lo que sugiere que su
eficacia depende estrechamente del manejo de la granja y de la diversidad de cepas locales

(Schukken et al., 2014; Scali et al., 2015).

Diversos autores han propuesto que la transicion hacia estrategias de vacunacion mas efectivas
contra Staphylococcus aureus surge del reconocimiento de que las bacterinas y los lisados
convencionales, obtenidos en tiempos fijos de cultivo, no logran capturar el dinamismo antigénico
que el patogeno despliega durante una [IM real (Scali et al., 2015; C6té-Gravel & Malouin, 2019).
Esta falta de eficacia ha llevado a un replanteo en la estrategia vacunal, priorizando el uso de
formulaciones multicomponente que combinen antigenos de diferentes clases funcionales, como
adhesinas para bloquear la colonizacion inicial, toxinas para prevenir el dafio tisular y proteinas
de superficie para facilitar la depuracion inmunoldgica, formuladas con adyuvantes capaces de
modular la respuesta inmune de forma més precisa (Middleton, 2008; Anderson et al., 2012; Scali
et al., 2015). Se ha propuesto que una vacuna eficaz contra S. aureus debe inducir una respuesta
inmunoldgica multifacética, que incluya la produccion de anticuerpos capaces de neutralizar
toxinas y facilitar la opsonofagocitosis, asi como una respuesta celular efectiva que promueva el
reclutamiento de fagocitos al sitio de infeccion (Bagnoli et al., 2012; Clegg et al., 2021). En
particular, se reconoce que los anticuerpos por si solos no son suficientes, especialmente contra
un patoégeno con persistencia intracelular (Joshi et al., 2013). Las respuestas Th17 son esenciales
para el reclutamiento masivo y rapido de neutréfilos al sitio de infeccion mediante la liberacion
de 1L.-17. Por su parte, la inmunidad Th1 (asociada al IFN-y) es determinante para activar la
capacidad bactericida de los macrdofagos y controlar a las bacterias que se refugian dentro de las
células del hospedador (Clegg et al., 2021). Para lograr esta respuesta equilibrada, el uso de

adyuvantes de nueva generacion y plataformas avanzadas es indispensable (Bagnoli et al., 2012).
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Figura 2: Estrategias terapéuticas y mecanismos de proteccion frente a S. aureus. Las vacunas protectoras
deberian ser capaces de inducir tres respuestas inmunes principales: i) anticuerpos que inhiban
directamente la viabilidad bacteriana y/o su toxicidad, ii) anticuerpos que medien la opsonofagocitosis;
iii) inmunidad mediada por células que estimule el reclutamiento de fagocitos en el sitio de la infeccion.
Imagen adaptada de Bagnoli et al., 2012.

Estrategias alternativas frente a S. aureus

Paralelamente al desarrollo de vacunas preventivas contra S. aureus, han cobrado relevancia
nuevas estrategias terapéuticas inmunologicas. Entre ellas se destacan el uso de anticuerpos
monoclonales neutralizantes dirigidos a toxinas claves, como la a-toxina o las leucocidinas, la
administracién de inmunomoduladores que potencien la actividad de células presentadoras de

antigenos y linfocitos T, asi como el uso de bacteridéfagos (Clegg et al., 2021).

Si bien la mayoria de las investigaciones sobre anticuerpos monoclonales (mAbs) se centran en
aplicaciones humanas, se han evaluado antigenos especificos de microorganismos que infectan
rumiantes como la leucocidina LukMF' y la proteina de union al fibrindgeno Efb (Boerhout et al.,
2015). Estudios de inmunizacion pasiva en modelos de raton han demostrado que el uso de mAbs
dirigidos contra CIfA y polisacaridos capsulares puede reducir significativamente la carga
bacteriana en el tejido mamario (Bagnoli et al., 2012; Scali et al., 2015). Sin embargo, la
evaluacion clinica directa de mAbs en vacas es limitada, y las investigaciones actuales se enfocan
mas en la capacidad de las vacas para generar anticuerpos con capacidad neutralizante tras la
vacunacion, observandose que la via subcutdnea es particularmente efectiva para inducir estos

efectores en el suero y la leche (Boerhout et al., 2015).
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Respecto a la terapia con bacteriéfagos, se ha validado la eficacia de cocteles de fagos purificados
en modelos de raton para mastitis bovina, logrando una reduccion de la carga bacteriana de hasta
4 ordenes de magnitud y una mejora notable en la patologia tisular. A pesar de estos resultados
prometedores in vivo e in vitro, los ensayos clinicos en ganado lechero han enfrentado desafios
historicos, como la inhibicion de la actividad litica por proteinas del suero lacteo y la agregacion
bacteriana, lo que resultd en tasas de curacion modestas que no alcanzaron significancia

estadistica (Breyne et al., 2017; Titze et al., 2020).

Finalmente, en cuanto a los inmunomoduladores, ya existen productos comerciales en el ambito
veterinario como el pegbovigrastim (factor estimulante de colonias de granulocitos), disefiado
para restaurar la funcion de los neutroéfilos en vacas durante el periodo periparto, etapa de maxima
susceptibilidad a las infecciones (Coté-Gravel & Malouin, 2019). Asimismo, se han explorado
extractos vegetales como el de Panax ginseng, que han mostrado capacidad para reducir la
internalizacion de S. aureus en células epiteliales mamarias bovinas in vitro, aunque su eficacia

clinica definitiva atin requiere pruebas de campo mas extensas (Calvinho, 2019).

Considerando que el caracter cronico de las infecciones intramamarias por S. aureus y la limitada
eficacia de las terapias y vacunas comerciales actuales plantean un desafio critico para la industria
lechera, resulta de especial importancia desarrollar nuevas estrategias de prevencion. Dado que
este patogeno utiliza un sofisticado arsenal de factores de virulencia, destacandose adhesinas
como CIfA y FnbpA para la colonizacidn inicial y toxinas como la oy B-hemolisina para el dafio
tisular y la evasion inmune, la transicion hacia vacunas multicomponente se presenta como la via
mas prometedora. Se postula que la combinacion de estos antigenos recombinantes, formulados
con sistemas adyuvantes de ultima generacion, permitird inducir una respuesta inmunitaria
integral, tanto humoral como celular, capaz de superar los mecanismos de persistencia bacteriana.
Sobre esta base, el presente trabajo de tesis se propone como objetivo general obtener un
inmundgeno prototipico contra la mastitis bovina y evaluar su capacidad de proteccion en un

modelo de infeccion experimental.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Obtener un inmunoégeno prototipico contra mastitis causadas por Staphylococcus aureus,

formulado con un adyuvante propio de ultima generacidn, y estudiar la respuesta inmune y

capacidad de proteccion generada en bovinos inmunizados frente a una infeccion experimental.

Objetivos particulares

1-

Obtener y optimizar la expresion de los antigenos recombinantes a-toxina, f-toxina, CIfA,
FnBPA de S. aureus.

Obtener diferentes formulaciones adyuvantes, compuestas por liposomas catidonicos
cargados con distintos inmunoestimulantes

Obtener vacunas experimentales compuestas por los antigenos recombinantes a-toxina, j3-
toxina, CIfA, FnbpA de S. aureus, formuladas con cada uno de los sistemas adyuvantes
obtenidos, y evaluar su desempefio en modelo bovino.

Seleccionar la formulacion experimental que mejor desempefio haya demostrado en
modelo bovino.

Caracterizar la respuesta inmune y capacidad de proteccion generada en vaquillonas por la
inmunizacion con la formulacion seleccionada y luego de un desafio experimental por via

intra-mamaria.
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INTRODUCCION

El desarrollo y uso de vacunas novedosas puede mitigar los efectos adversos de las enfermedades
infecciosas en el ganado, proteger el bienestar animal y reducir las pérdidas economicas. En este
sentido, las vacunas constituyen una herramienta indispensable para la prevencion efectiva de
patologias bovinas, asi como para garantizar una vigilancia inmunologica duradera. Actualmente,
existen diferentes tipos de vacunas que se clasifican segiin su método de preparacion: las
tradicionales, como las inactivadas y las vivas atenuadas, y las de ingenieria genética, entre las
que se incluyen las vacunas de subunidades, de ADN, de vectores vivos, de particulas similares a
virus y con delecion génica (Depelsenaire et al., 2017; Yao et al., 2023). La formulacién vacunal
desempefia un papel crucial en la determinacion del tipo de respuesta inmune que se genera. En
particular, las vacunas de subunidades dirigidas contra factores de virulencia seleccionados de los
microorganismos patogenos ofrecen una estrategia racional y moderna para el control de
enfermedades infecciosas. Este tipo de formulaciones presenta ventajas relevantes frente a las
vacunas tradicionales, ya que, al contener Unicamente antigenos especificos logran inducir una
respuesta inmune dirigida y minimizan los riesgos asociados al uso de microorganismos vivos

atenuados o inactivados (Hajissa et al., 2019).

En el caso de las infecciones por S. aureus, se han identificado diversos antigenos como
candidatos para su aplicacion en vacunas de subunidades. Vacunas desarrolladas para prevenir
infecciones por S. aureus en humanos han evaluado desde los polisacaridos capsulares tipo Sy 8
(CP5 y CP8), proteinas de adquisicion de hierro IsdB e IsdH, proteinas de la familia serina-acido
aspartico SdrD y SdrE, hasta proteinas de adhesion como Clumping Factor A (CIfA), Proteina
de union a fibronectina (Fnbp) Ay B, asi como variantes de la proteina A (SpA), que han mostrado
eficacia protectora en modelos animales (Stranger-Jones et al., 2006; Kim et al., 2011; Bagnoli et
al., 2012; O'Brien & McLoughlin, 2019). En estudios sobre vacunas contra S. aureus en bovinos,
se han evaluado diversos antigenos de superficie y toxinas como candidatos para su aplicacion en
vacunas de subunidades. Entre ellos se incluyen los polisacaridos CP5 y CP8 y proteinas de
adhesion como CIfA y FnbpA y B (Castagliuolo et al., 2006; Camussone et al., 2013; 2014a).
Ademads, se han probado toxoides y enterotoxinas estafilococicas, como enterotoxina
estafilocdcica tipo C (SEC) y leucocidina Panton-Valentine (PVL), entre otras (Shkreta et al.,
2004; Chang et al., 2008; Middleton, 2008; Pereira et al., 2011). Los desarrollos actuales en
vacunas contra la mastitis por S. aureus se orientan hacia plataformas de subunidades
inmunogénicas y nuevas vias de administracion para superar las limitaciones de las bacterinas

tradicionales. Investigaciones lideradas por Misra et al., (2018) y Alabdullah et al., (2021)
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evaluaron la eficacia de una plataforma basada en quimeras de las subunidades A2 y B de la toxina
del colera (CTA2/B). En esta formulacion, los antigenos IsdA y CIfA se fusionan genéticamente
a la subunidad CTA2, formando una molécula similar a la holotoxina pero carente del dominio
toxico Al. Administrada por via intranasal en dosis de entre 600 y 1200 pg, esta vacuna aprovecha
la capacidad adyuvante mucosa de la CTA2/B para estimular la respuesta sistémica. Los autores
reportaron una expansion significativa de células T CD4+ y la induccion de un perfil tipo Th2
mediante la expresion de IL-4 en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs).
Adicionalmente, Alabdullah et al., (2021) observaron que esta plataforma logra una activacion
celular temprana, caracterizada por un aumento significativo en la expresion IFN y en las PBMCs.
Complementariamente, Merrill et al., (2019) exploraron el potencial de las proteinas de superficie
estafilocdcicas utilizando cepas tanto de S. aureus (SASP) como de S. chromogenes (SCSP). Su
formulacién de antigeno purificado, combinada con el adyuvante oleoso Emulsigen-D, fue
administrada por via subcutdnea. Este enfoque sistémico resultdo altamente inmunogénico,
elevando significativamente los titulos de IgG1 e IgG2 en suero durante el periodo de secado.
Mientras que las SASP indujeron una respuesta polarizada hacia IgG?2 (asociada al perfil Th1), la
formulacion basada en SCSP destacd por generar una respuesta humoral robusta mediada por

IgGl.

En todos los casos, el objetivo de la vacunacion se encuentra dirigido a inducir una respuesta
inmune protectora capaz de prevenir la aparicion de nuevas 1IM por S. aureus y reducir el tiempo

de infeccion (Ruegg, 2017).

Para este desarrollo nos enfocamos en cuatro proteinas involucradas en distintas etapas de la [IM:
CIfA, FnbpA, Hla (At) y Hlb (Bt). Como mencionamos anteriormente, en términos generales,
CIfA media la interaccion entre la bacteria y el fibrindgeno plasmatico, provocando la
aglutinacion de las células bacterianas; FnbpA participa en la internalizacion de S. aureus en
células epiteliales y fagociticas; mientras que las Hla y Hlb son proteinas secretadas que inducen
dafio en las células del hospedador (Camussone & Calvinho, 2013). En estudios anteriores, la
inmunizacion de vaquillonas con dichos antigenos, formulados con un adyuvante comercial de
nueva generacion, indujo la produccion de anticuerpos especificos en sangre y leche (Camussone
et al., 2014b; Renna et al., 2014). A su vez, estudios funcionales in vitro demostraron que los
anticuerpos generados contra estos antigenos redujeron de forma significativa la adherencia
bacteriana a fibronectina (—73%) y fibrinogeno (—67%), inhibieron la invasion de células
epiteliales mamarias (reduccion del 84,3 % de la internalizacion bacteriana), disminuyeron el
titulo hemolitico de la B-hemolisina nativa (~6 veces) y potenciaron la fagocitosis por neutrofilos
tanto en proporcion como en intensidad (Pujato et al., 2018). Asimismo, en un ensayo a campo in
vivo, una vacuna a subunidades compuesta por o-toxina, B-toxina, FnbpA y CIfA formulada con

liposomas cationicos y CpG-ODN incrementd los titulos en sangre y leche de IgG, IgG1 e 1gG2
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frente a todos los antigenos incluidos, redujo la actividad hemolitica de la a-toxina nativa y logrd
una disminucion del 60,7% en la incidencia de nuevas infecciones intramamarias por S. aureus'y
un retraso en su aparicion bajo condiciones de exposicion natural, aunque dichas diferencias no

alcanzaron significancia estadistica (Camussone et al., 2022).

Las vacunas a subunidades o peptidicas dependen en gran medida de la accidn de los adyuvantes
para alcanzar una respuesta inmune adecuada, ya que por si solas suelen presentar baja
inmunogenicidad. En este contexto, los adyuvantes se convierten en un componente esencial,
pues no solo incrementan la capacidad del antigeno para inducir respuestas especificas, sino que
también favorecen la activacion de células presentadoras de antigeno y la generacion de memoria
inmunoldgica a largo plazo (Pati et al., 2018; Petkar et al., 2021). Su seleccion y disefio resultan,
por tanto, factores criticos para obtener una respuesta protectora eficaz, equilibrada y segura.
Funcionalmente, los adyuvantes pueden clasificarse en inmunoestimulantes clasicos, que activan
directamente células inmunes a través de receptores de reconocimiento de patrones (RRP), y en
sistemas de liberacidn, que protegen a los antigenos de la degradacion y facilitan su transporte a
tejidos linfoides. Dentro de estos ultimos, los sistemas particulados, como emulsiones,
nanoparticulas y liposomas, ofrecen ventajas notables, ya que ademas de preservar la integridad
del antigeno, optimizan su entrega a las células inmunes y promueven respuestas mas robustas y

duraderas (Pati et al., 2018; Petkar et al., 2021; Azuar et al., 2022).

Si bien en las ultimas décadas se han evaluado diversos adyuvantes y sistemas de liberacion
(delivery) de antigenos en inmundgenos experimentales, la mayoria de las vacunas veterinarias
disponibles comercialmente incluyen adyuvantes tradicionales como el hidroxido de aluminio o
los adyuvantes oleosos. [.os adyuvantes de nueva generacion combinan un sistema de delivery
con un inmunoestimulante, lo que permite optimizar la eficacia de las vacunas mediante multiples
mecanismos. Esta sinergia puede, entre otras propiedades, potenciar la respuesta inmunitaria
frente a antigenos de baja inmunogenicidad, inducir una proteccion mas duradera, orientar el tipo
de respuesta inmune deseada, y reducir tanto la cantidad de antigeno como el niimero de dosis
necesarias para alcanzar una proteccion efectiva (Buonsanti & D’Oro, 2017). Dado que estos
efectos dependen en gran medida de las sefiales iniciales que activan el sistema inmune innato, es
fundamental seleccionar cuidadosamente tanto el sistema de delivery como los

inmunoestimulantes adecuados.

Entre los adyuvantes de nueva generacion, los liposomas han emergido como una plataforma
prometedora gracias a su versatilidad y capacidad para proteger componentes activos de la
degradacion. Segun su morfologia, se clasifican en vesiculas unilamelares (ULVs) formadas por
una sola bicapa que rodea un nticleo acuoso, que incluyen vesiculas pequefias (SUVs, <100 nm)

y grandes (LUVs, hasta varios micrometros) y en vesiculas multilamelares (MLVs), compuestas
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por multiples bicapas concéntricas separadas por compartimentos acuosos (Marasini et al., 2017,
Chatzikleanthous et al., 2021). El tamafio de particula es un factor determinante en su destino
bioldgico e inmunogenicidad. Mientras que los liposomas pequefios (<200 nm) son transportados
libremente a través de los capilares linfaticos, las vesiculas de mayor tamafio tienden a persistir
en el sitio de inyeccidn, favoreciendo un efecto depdsito que prolonga la liberacion del antigeno.
(Tandrup Schmidt et al., 2016; Marasini et al., 2017; Petkar et al., 2021). Se ha reportado que un
rango de tamafio entre 100 y 200 nm es ideal para optimizar la endocitosis mediada por receptores,
facilitando una captura eficiente por parte de las células presentadoras de antigenos (CPAs) (Li et
al., 2013; Marasini et al., 2017) A su vez, factores como la composicion lipidica, la carga
superficial y el método de fabricacion son esenciales para controlar estas propiedades fisicas y

modular la respuesta inmunitaria resultante (Schmidt et al., 2016; Marasini et al., 2017)

Su relevancia como sistemas de liberacion se debe a que: i) su estructura de bicapa lipidica permite
encapsular antigenos e IS, protegiéndolos de la degradacion, facilitando su liberacion controlada,
mejorando la presentacion antigénica y potenciando la activacion de las CPAs; ii) presentan
caracteristicas biocompatibles y biodegradables, con toxicidad minima o nula; y iii) ofrecen una
gran flexibilidad para modificar sus propiedades fisicoquimicas, lo que los convierte en un
sistema versatil y adaptable a distintos tipos de vacunas (Schwendener et al., 2014; Marasini et

al., 2017).

La flexibilidad de los liposomas radica en su estructura anfifilica, que permite la combinacion con
distintos IS variando tanto el tipo como el lugar de interaccion. La incorporacion de componentes
activos, como antigenos y adyuvantes, junto con ligandos de direccionamiento, puede lograrse
mediante tres estrategias principales (Tandrup Schmidt et al., 2016; Chatzikleanthous et al., 2021).
En primer lugar, la encapsulacion, se utiliza para incorporar moléculas hidrofilicas en el nicleo
acuoso o moléculas hidrofobicas en la bicapa lipidica. Este proceso no solo protege a los
componentes de la degradacion enzimatica o proteolitica en el entorno in vivo, sino que también
facilita una liberacion sostenida del antigeno, prolongando el efecto inmunoestimulante. En
segundo lugar, la unidn electrostatica se fundamenta en la atraccion entre cargas opuestas en la
superficie del nanocarrier. Por ejemplo, los liposomas cationicos son especialmente efectivos para
adsorber antigenos o adyuvantes con carga negativa (como el ADN o ARN), formando complejos
estables que mejoran la interaccion con las membranas celulares y facilitan la captura por parte
de las CPA. Finalmente, la conjugacion covalente, que enlaza ligandos de direccionamiento a
anclas lipidicas funcionalizadas en la superficie de los liposomas, facilitando asi la liberacion

dirigida (Schmidt et al., 2016; Rao et al., 2020; Chatzikleanthous et al., 2021)
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Figura 3. Estrategias de funcionalizacion de plataformas liposomales. Imagen adaptada de
Chatzikleanthous et al., 2021.

En funcion de estas capacidades, los liposomas han sido ampliamente estudiados como sistemas
de co-formulacion con  inmunoestimulantes o  inmunopotenciadores  especificos
(Chatzikleanthous et al., 2021; Tandrup Schmidt et al., 2016). Estos inmunoestimulantes, también
llamados potenciadores inmunitarios, son moléculas capaces de activar receptores del sistema
inmune innato, conocidos como receptores de reconocimiento de patrones (RRP). Entre ellos se
incluyen los receptores tipo Toll (TLR), tipo NOD (NLR), tipo RIG-I (RLR) y de lectina tipo C
(CLR), entre otros. Dichos receptores, ubicados en la superficie celular (como los TLR1, 2, 4, 5,
6 y las CLR), en el endosoma (como los TLLR3, 7, 8, 9) o en el citosol (como las NLR y RLR) de
las CPAs, reconocen patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP). A través de diversas
vias de sefializacion, su activacidén desencadena cambios tanto cuantitativos como cualitativos en

las funciones inmunologicas (Chatzikleanthous et al., 2021; Tandrup Schmidtt et al., 2016).
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Figura 4. Representacion de receptores de reconocimiento de patrones y sus correspondientes ligandos.
Imagen adaptada de Chatzikleanthous et al., 2021.

La activacion de las CPA a través de estos receptores desencadena una cascada de sefializacion
que define la naturaleza y polarizacion de la respuesta adaptativa. Este proceso induce la
maduracion de las CPA, caracterizada por la regulacion positiva de moléculas coestimuladoras
esenciales (CD40, CD80 y CD86) y la secrecion de un perfil especifico de citoquinas y
quimiocinas (Tandrup Schmidt et al., 2016; Petkar et al., 2021). La co-entrega sincronizada de
antigenos y adyuvantes en estas plataformas asegura que la sefial de peligro se procese
simultaneamente con el mensaje antigénico, optimizando la potencia y memoria inmunitaria final
(Schmidt et al., 2016). Dependiendo del entorno de citocinas generado, se activan subpoblaciones
especificas de linfocitos T colaboradores (CD4+): el perfil Thl (via IL-12 e IFN-y), el Th2 (via
IL-4), el Th17 (via 1L-6 y TGFp) y el perfil Treg (via TGFB). Mas alld de la respuesta
colaboradora, el disefio de vacunas modernas aprovecha la presentacion cruzada, un mecanismo
fundamental que permite a antigenos exdgenos acceder a la via del MHC clase | para activar

linfocitos T citotoxicos (CD8+) (Zachova et al., 2016; Rao et al., 2018)

Entre los inmunoestimulantes mas estudiados destacan los CpG-ODN (oligodesoxinucledtidos
con motivos citosina-guanina no metilados), diversos lipopéptidos sintéticos, mananos, entre
otros. Estos han demostrado un alto potencial para modular la respuesta inmune de manera
dirigida y eficiente, aunque actian mediante mecanismos distintos (Bayyurt et al., 2017,

Abhyankar et al., 2018; Lai et al., 2018).

A continuacion, se describen sus caracteristicas inmunologicas, mecanismos de accidon y

aplicaciones.
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CpG-ODN: Los CpG-ODN son secuencias sintéticas que imitan el ADN bacteriano y actian
como potentes inmunoestimulantes a través de la activacion del TLR9, presente principalmente
en células dendriticas (CDS) y macréfagos. Su reconocimiento por TLR9 desencadena cascadas
de sefializacion intracelulares que culminan en la produccion de citocinas proinflamatorias e
interferones tipo 1, asi como en la maduracion de las CPAs, promoviendo respuestas inmunes
robustas, especialmente de tipo Thl. Estas propiedades han llevado a que los CpG-ODN se
incorporen ampliamente en formulaciones vacunales para mejorar la inmunogenicidad de
antigenos proteicos y peptidicos, particularmente en vacunas frente a bacterias, virus y algunos

parasitos (Krieg et al., 2006; Bode et al., 2011).

La actividad de los CpG-ODN puede optimizarse mediante modificaciones quimicas, como la
incorporacion de enlaces fosforotioato (PS), que aumentan su resistencia a la degradacion por
DNasas y prolongan su vida media en el organismo. De acuerdo con su estructura y perfil
inmunoldgico, los CpG-ODN se clasifican en cuatro clases principales. EI CpG-ODN clase A (o
clase D) se caracteriza por presentar motivos CpG palindromicos en el centro de la secuencia
unidos por enlaces fosfodiéster (PO) y secuencias poli(G) con enlaces PS en los extremos 3’y 5°.
Esta organizacion le confiere la capacidad de formar estructuras multimeras altamente ordenadas,
lo que potencia su accion sobre las células dendriticas plasmocitoides (pDCs) para inducir una
intensa produccion de IFN tipo 1, activacion de células NK y secrecion de IFN-y. Sin embargo,
es un inductor débil de proliferacion de células B. El CpG-ODN clase B (o clase K) presenta un
esqueleto totalmente modificado con enlaces PS y variable nimero de motivos CpG. A diferencia
de la clase A, no forma estructuras multiméricas, pero estimula de manera potente la proliferacion
y activacion de linfocitos B, aunque con escasa induccion de [FN tipo I a través de pDCs. EI CpG-
ODN clase C combina caracteristicas de las clases A y B, ya que incluye motivos CpG en una
cadena con enlaces PO en el extremo 5’ y una secuencia palindromica con enlaces PS en el
extremo 3°. Gracias a ello, estimula tanto la proliferacion de linfocitos B como la produccion de
IFN-I, integrando respuestas humorales e innatas. Finalmente, el CpG-ODN clase P, menos
estudiado, contiene dos motivos palindromicos en un esqueleto con enlaces PO. Este disefio le
confiere una elevada capacidad de inducir [FN-I 'y una fuerte activacion del factor de transcripcion
NF-kB, promoviendo asi una robusta produccion de citoquinas inflamatorias (Mena et al., 2003;

Mutwiri et al., 2004; Vedelago et al., 2025).

El oligonucledtido utilizado en este trabajo contiene la secuencia del CpG-ODN 2007. Este, es
un CpG de clase B, que fue sintetizado con enlaces PS para aumentar su estabilidad frente a la
degradacion por nucleasas. Esta modificacion estructural no solo mejora la estabilidad y su
captacion celular, sino que también influye de manera significativa su interaccion con el receptor
TLRO. En el caso del ADN con esqueleto PO natural, la activacion de TLR9 puede producirse

una vez que la molécula es internalizada en el endosoma, incluso en ausencia de motivos CpG lo
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que pone en evidencia el impacto de la estructura nativa del ADN. En contraste, los ODN con
enlaces PS dependen estrictamente de la presencia de estos motivos para inducir sefializacion. En
ausencia de secuencias CpG, los ODN con enlaces PS pueden incluso actuar como antagonistas
competitivos de TLR9 y TLR7. Ademas, los ODN con enlaces PS presentan una afinidad
marcadamente mayor por TLR9 y una mayor potencia estimulatoria en comparacién con sus
contrapartes de fosfodiéster, lo que explica su eficacia para inducir respuestas celulares y

humorales en bovinos (Haas et al., 2008).

El uso de esta secuencia en bovinos ha sido ampliamente documentado, demostrando su
capacidad tanto de potenciar la respuesta inmune humoral frente a antigenos vacunales como de
inducir respuestas celulares, ya sea utilizando enlaces PS (Wedlock et al., 2005; Mulongo et al.,

2013) o enlaces PO (Reidel et al., 2019).

Lipopéptidos: Los surfactantes aminoacidicos (SAA) son lipopéptidos biocompatibles y
biodegradables que poseen caracteristicas inmunologicas relevantes, lo que les confiere
aplicaciones importantes en el disefio de vacunas y terapias antiinflamatorias (Eftaiha et al., 2012;
Das et al., 2022). A su vez actian como potentes inmunomoduladores, capaces de estimular la
produccion de anticuerpos, modular la inflamacion y, en algunos casos, ejercer efectos
antimicrobianos. La actividad inmunoestimulante de los lipopéptidos podria relacionarse con la
interaccion con receptores de tipo TLR2, que son capaces de reconocer diacil-lipopéptidos

(TLR2/6) y triacil-lipopéptidos (TLR 1/2) (Chatzikleanthous et al., 2021).

Dentro de esta familia, los lipopeptidos de tipo Gemini se distinguen por su particular estructura:
son lipopéptidos compuestos por dos subunidades (cabeza de aminoacidos y cadena hidrofoba)
unidas por una cadena espaciadora. Esta estructura Gemini proporciona un rendimiento superior
al de sus contrapartes monoméricas, lo que los convierte en agentes atractivos para el delivery
controlado de farmacos, facilitado por su capacidad para interactuar con membranas

fosfolipidicas y acidos biliares (Pinheiro et al., 2017; Dominguez-Arca et al., 2022).

En funcion de estas propiedades, en este trabajo se propuso utilizar un lipopéptido tipo Gemini,
denominado AG2C16 el cual fue disefiado y sintetizado por el Laboratorio de Quimica Aplicada
(LaQuimAp, FBCB-UNL), caracterizado por ser un lipopéptido de bajo peso molecular. La region
polar consiste en un pentapéptido denominado AG2 de secuencia WWCOO (donde: W-
triptéfano, C- cisteina; O- ornitina), mientras que el N-terminal se encuentra hidrofobizado con
una cadena de 16 carbonos (4acido palmitico). La presencia de la cisteina permite la union de dos

monomeros a través de un puente disulfuro generando la estructura dimérica del Gemini.

Mananos: 1.os mananos derivados de Saccharomyces cerevisiae son polimeros de manosa
presentes en la pared celular de estos microorganismos y tienen la capacidad de actuar como

potentes inmunoestimulantes al ser reconocidos como PAMPs por las células del sistema inmune
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innato. Su principal molécula blanco son los RRP, especialmente los de la familia de lectinas tipo
C (CLRs) que incluyen el receptor de manosa (MR/CD206), DC-SING, dectina 1 y dectina 2,
presentes en las CPAs, CD y macrdfagos, lo que se traduce en una regulacion positiva de
moléculas coestimuladoras clave como CD40, CD80, CD83 y CD86, fundamentales para la
activacion de linfocitos T y en la polarizacion hacia un perfil de respuesta Thl, esencial para
combatir patogenos intracelulares y tumores (Li et al., 2013; Bartheldyova et al., 2018; Goswami
et al., 2021; Nahar et al., 2022). El modo de accion de los mananos se fundamenta en la
optimizacion del procesamiento y la presentacion antigénica tras un reconocimiento celular
especifico. Este proceso comienza con la union dependiente de Ca®" de los residuos de manosa a
los dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRDs 4-8) del receptor de manosa (MR),
siendo el CRD-4 el dominio con mayor afinidad para la unién inicial. Una vez formado el
complejo ligando-receptor, este se internaliza rapidamente mediante endocitosis mediada por
receptor o fagocitosis hacia el compartimento endosomal. L.a posterior acidificacion del
endosoma provoca un cambio conformacional en el receptor que facilita la liberacion del ligando,
permitiendo que el MR sea reciclado hacia la superficie celular. Finalmente, el antigeno es
procesado y presentado a través de las moléculas del MHC clase II para activar linfocitos T CD4+,
o mediante la via de presentacion cruzada (MHC clase 1) para inducir una respuesta citotdxica
mediada por linfocitos T CD8+. Esta capacidad de presentacion dual consolida a los mananos
como adyuvantes claves para potenciar la inmunogenicidad en vacunas (Gupta et al., 2022; Nahar

et al., 2022).

Nuestro grupo de trabajo desarrolld un adyuvante basado en liposomas catiénicos, compuestos
por dipalmitoilfosfatidilcolina, colesterol y estearilamina, que fue evaluado previamente en
ratones empleando un antigeno modelo (Reidel et al., 2017). La evaluacién de este adyuvante en
terneras, utilizando como antigeno modelo moléculas recombinantes de CIfA y FnbpA de S.
aureus, demostrd que los liposomas combinados con CpG-ODN 2007 fueron capaces de inducir
la produccion de altos titulos de anticuerpos, generando produccion de IgG2 y memoria

inmunolégica (Reidel et al., 2019).

Posteriormente, se desarrollaron distintas variantes de las formulaciones liposomales que
incorporaron como inmunoestimulantes el lipopéptido Gemini AG2C16, el CpG-ODN 1826 con
enlaces PO especifico para raton, un oligosacarido de manosa hidrofobizado, O-palmitoilmanano
(OPM), evaluados en modelo murino tanto individualmente como en combinacion (Reidel et al.,
2024). Estas formulaciones utilizaron como antigeno modelo a la proteina recombinante CIfA
(rCIfA) de S. aureus. En todos los casos, se observo una respuesta inmune humoral robusta, con
la induccion de anticuerpos de tipo IgG1l e IgG2a en ratones BALB/c, ¢ 1gG2c en la cepa
C57BL/6, lo que sugiere activacion tanto de respuestas Th2 como Thl. En cuanto a la inmunidad

celular, se detectd produccion de citoquinas caracteristicas de los perfiles Th1 (IFN-y), Th2 (IL-
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4) y Th17 (IL-17A), aunque con distintas intensidades segun la formulacién empleada.
Particularmente, la formulacion que combind liposomas con AG2C16, CpG-ODN y rCIfA resulto
ser la mas eficaz, ya que promovid simultaneamente una respuesta mixta Th1/Th2/Th17 y ademas

activd linfocitos T citotdxicos (Tc) productores de IFN-y.

Estos resultados reflejan la capacidad del sistema para generar una inmunidad adaptativa amplia,
tanto humoral como celular, lo que podria resultar ventajoso frente a infecciones recurrentes por
S. aureus, donde se requiere tantos mecanismos extracelulares como neutralizacion, opsonizacion
y posterior fagocitosis como eliminacion intracelular del patogeno. Sin embargo, el desempefio

de estas nuevas formulaciones adyuvantes en modelo bovino no ha sido atn explorado.

Considerando la relevancia de las infecciones por S. aureus en el ganado lechero, el desarrollo
creciente de vacunas de subunidades y la falta de estudios exhaustivos sobre la incorporacion de
nuevos adyuvantes en vacunas para bovinos, en el presente capitulo se propuso analizar el perfil
de respuesta inmune inducido por una mezcla de antigenos recombinantes de S. aureus,
formulados con liposomas cationicos que contienen diferentes combinaciones de AG2C16, CpG-

ODN especifico bovino y mananos de S. cerevisiae, en vaquillonas lecheras.
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OBJETIVOS

Objetivo general: Evaluar el perfil de respuesta inmune inducido por antigenos recombinantes
de S. aureus formulados con liposomas catidnicos que contienen diferentes combinaciones de

inmunoestimulantes en vaquillonas lecheras.
Objetivos especificos:

1- Obtener y optimizar la expresion de los antigenos recombinantes o-toxina (rAt), f-toxina
(rBt), Clumping Factor A (rCIfA) y Proteina de unién a Fibronectina (rFnbpA) de Staphylococcus
aureus.

2- Obtener formulaciones adyuvantes compuestas por liposomas cationicos cargados con
diferentes combinaciones de AG2C16, CpG-ODN especifico bovino y mananos de S. cerevisiae.
3- Desarrollar vacunas experimentales compuestas por los antigenos recombinantes rAt, rBt,
rCIfA, FnbpA de S. aureus, formuladas con cada uno de los sistemas adyuvantes obtenidos.

4- Caracterizar la respuesta inmune inducida por cada formulacion vacunal en vaquillonas

lecheras.
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MATERIALES Y METODOS

1. Optimizacion de los antigenos recombinantes

1.1 Obtencion de las secuencias codificantes

Las secuencias codificantes de las proteinas rAt, rBt, rCIfA y rEnbpA de Staphylococcus aureus
fueron amplificadas mediante PCR utilizando como molde construcciones en pET32a (Novagen,
Virginia, EE.UU.) conteniendo las secuencias correspondientes, disponibles en el laboratorio
(Numero de acceso GenBank; At: MZ398129; Bt: KC242859; CIfA: KJ001294; FnbpA:
KJ001293) (Camussone et al., 2014b; Camussone et al., 2022). Para la amplificacion, se disefiaron
oligonucledtidos especificos utilizando el software SnapGene (Insightful Science; disponible en
snapgene.com version 1.1.3). Los oligonucledtidos fueron sintetizados de manera comercial
(Genbiotech SRL, Buenos Aires, Argentina). El detalle de sus secuencias, temperatura de

hibridacion y los productos esperados, se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucledtidos especificos utilizados para la amplificacion de genes que codifican los antigenos
de interés. Las secuencias en miniisculas corresponden a sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion
utilizados para el clonado en los vectores seleccionados. La tabla también incluye las temperaturas de
anillado (T°a) y el tamario esperado del producto de PCR expresado en pares de bases (pb).

Enzima de Tamaiio
Antigeno  Sentido Secuencia (5°— 3’) T°a
restriccion (pb)
Sentido catatggGTGGCCAAAATAGCGGTAA Ndel
rFnbpA 58 °C 410
Antisentido  gtcgacTGGTGGCACGATTGGAGG Sall
Sentido catatgGAAAATAGTGTTACGCAATC Ndel
rCIfA 54 °C 1570
Antisentido  gtcgacCTCTGGAATTGGTTCAATTTC Sall
Sentido catatgGGAGTGATAATGATGGTG Ndel
rBt o 54 °C 1012
Antisentido  gtcgacACTATAGGCTTTGATTGGG Sall
Sentido gaattcGCAGATTCTGATATTAAT EcoRI
rAt 55°C 897
Antisentido  gtcgacATTTGTCATTTCTTCTTT Sall

Las reacciones de amplificacion por PCR se llevaron a cabo en un termociclador Ivema T21
(Ivema, Argentina), en un volumen final de 50 pL.. Cada reaccion se prepard con la mezcla de
reactivos provistos por Productos Bio-L.dgicos y se realizd por duplicado: 5 pl. de buffer

termofilico 10X, 2,5 mM de MgCI2, 0,2mM de cada dNTP, 0,3 pM de cada uno de los
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oligonucledtidos sentido y antisentido, 1,25 U de Taq ADN polimerasa y 50 ng de ADN, o agua

libre de nucleases como control negativo. Los programas de ciclado se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2: Programa de ciclado utilizado en la amplificacion mediante PCR.

Antigeno Numero de ciclos Temperatura Tiempo
1 95 °C 5 min

95 °C 30 seg

rFnbpA 30 58°C 30 seg
72 °C 45 seg

1 72 °C 5 min

1 95 °C 5 min

95 °C 30 seg

rCIfA 30 54 °C 30 seg
72 °C 1.5 min

1 72 °c 5 min

1 95°C 5 min

95 °C 30 seg

rAt/ rBt 30 54 °C 30 seg
72 °C 1 min

1 72 °C 5 min

Los productos de amplificacion obtenidos se evaluaron en geles al 1% de agarosa tefiido con
GelRedTM 10.000X (Biotium, Inc), en presencia de un marcador de peso molecular (qL.100 pb,
Productos Bio-l6gicos). Posteriormente, una vez identificadas las bandas de interés, se purificaron
los fragmentos utilizando un kit comercial (Gel and PCR Clean Up Sistem - Promega), segiin

instrucciones del fabricante.

1.2. Clonado molecular

1.2.1. Cepas y vectores plasmidicos

Las caracteristicas de las cepas de Escherichia coliy de los vectores plasmidicos empleados para
el clonado y expresion de las proteinas recombinantes obtenidas en este trabajo se describen en

las tablas 3 y 4, respectivamente.
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Tabla 3. Cepas de Escherichia coli utilizadas en las técnicas de clonado molecular y expresion de las
proteinas recombinantes.
Cepa Genotipo Referencia

E. coli DHSa F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl Invitrogen ®
hsdR17 (tK—, mK+) phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relAl
E. coli BL21(DE3) F—ompT gal dem lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl lacUV5- Novagen ®

T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

Tabla 4. Vectores plasmidicos utilizados para el clonado de los fragmentos codificantes.

Plasmido Caracteristicas Referencia
pGEM-T 3018 pb, resistencia a Ampicilina, promotor T7, linealizado, Promega, EE.UU.
Easy extremos 3" con agregado de T. Este vector fue utilizado para el

subclonado de productos de PCR en la cepa E. coli DH5a.
pET-24a 5306 pb, resistencia a Kanamicina, promotor T7lac. Permite la Novagen®
expresion de proteinas recombinantes con una secuencia de union
N-terminal T7 Tag® y una His Tag® opcional en el C-terminal,
ademas de incluir un sitio de clivaje de enterocinasa (EK) y un
origen de replicacion fl para produccion de ADN de cadena
sencilla.
pET-TEV 5975 pb, resistencia a Kanamicina, promotor T7. Produce Novagen®
proteinas recombinantes fusionadas a una His Tag® en el C-
terminal y contiene un sitio de clivaje de proteasa TEV, ademas de
un origen de replicacion f1. Este vector se utiliza como sistema de
expresion en cepas de E. coli, como BL21(DE3), permitiendo la
purificacion de proteinas por afinidad y posterior escision
especifica mediante TEV proteasa.
pET-28c 5367 pb, resistencia a Kanamicina, promotor T7. Permite la Novagen®
expresion de proteinas recombinantes fusionadas a His Tag® en el
N-terminal, seguida de un sitio de clivaje de trombina, y
opcionalmente un His Tag® en el C-terminal. Ademas, incluye un
sitio T7 Tag® para facilitar la deteccion y purificacion de la

proteina expresada.

1.2.2. Clonado

Las secuencias codificantes para los cuatro antigenos de interés obtenidos por PCR (seccion 1.1)
se ligaron al vector pGEM-TEasy (Promega), de acuerdo con el protocolo recomendado por el
fabricante. Posteriormente, las construcciones obtenidas se utilizaron para transformar células

competentes de E. coli DH5a (seccion 1.2.1), las cuales fueron plaqueadas en medio LB (Luria-
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Bertani) suplementado con 0,1 mg/mL de ampicilina, 16 pL isopropil-B-D-tiogalactopirandsido
(IPTG) (50 mg/mL) y 40 pLL X-gal (20 mg/mL) por placa, para permitir la seleccion de clones
mediante el sistema de complementacion o de la P-galactosidasa. En estas condiciones, las
colonias transformadas con construcciones recombinantes se diferenciaron por su coloracion,
observandose colonias blancas (inserto presente) y azules (sin inserto). Se seleccionaron y
repicaron 5 colonias blancas para cada una de las construcciones, las cuales fueron sometidas a
PCR de colonia, en las mismas condiciones que para la amplificacion inicial (Tabla 2), con el fin
de verificar la presencia de los fragmentos de interés. L.os clones identificados como positivos
fueron seleccionados para la extraccion de ADN plasmidico utilizando el procedimiento de
minipreparacion de plasmidos (Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems,
Promega), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Tanto las construcciones obtenidas (pGEM-TEasy + Inserto) como los plasmidos destino (pET-
24a, pET-TEV, pET-28c) se someticron a digestion con las enzimas de restriccion
correspondientes (Tabla 1). Para ello, se prepararon mezclas de reaccion que contenian 1 pg de
ADN, 3 U de cada enzima y el buffer 1X recomendado por el fabricante, complementado con
BSA 0,1 mg/mL, en un volumen final de 20 pL. (Thermo Scientific). Las reacciones se incubaron
durante 90 minutos a 37 °C, tras lo cual los productos se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1% tefiido con GelRed™. De los geles se aislaron y purificaron tanto el fragmento
liberado (correspondiente a la secuencia codificante de los antigenos), como los plasmidos destino
linealizados, utilizando un kit comercial de purificacion de ADN (Gel and PCR Clean Up System,
Promega).

Para la reaccion de ligacion, el fragmento purificado se mezcld con los correspondientes vectores,
en una relacion molar inserto:vector de 3:1. A la mezcla se le adicionaron 1 pL de buffer 10X T4
DNA Ligase y 2 U de T4 DNA Ligase (Thermo Scientific), completando con agua libre de
nucleasas hasta un volumen final de 10 pL.. La mezcla de ligacion se incubd toda la noche a 4 °C
y posteriormente se almacend a —20 °C hasta su utilizacion.

Las construcciones obtenidas fueron finalmente utilizadas para transformar células competentes
de E. coli DH5a. Cinco colonias seleccionadas al azar para cada una de las construcciones fueron
sometidas a PCR de colonia (Tabla 2). A los clones identificados como positivos se les realizo
una extraccion de ADN plasmidico (Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems,

Promega).

1.2.3. Transformacion bacteriana (método MOPS/CaCl3)

La transformacion de las cepas de E. coli DH5a o BL21(DE3), segtin corresponda (clonado o
expresion, respectivamente), se llevo a cabo utilizando el protocolo de células quimicamente

competentes basado en soluciones tampon de MOPS y CaCl,. Brevemente, un cultivo de cada
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cepa, crecido previamente en medio LB durante toda la noche (ON) a 37 °C en agitacion, fue
replicado en medio LB y cultivado a 37 °C en agitacion hasta alcanzar la fase exponencial
temprana (DO600 < 0.6). Se enfrid 1 ml de cada cultivo en hielo durante 5 minutos. Las células
se cosecharon luego por centrifugacion durante 5 minutos a 4000 rpm e incubaron con 500 uL. de
la solucion ST1 en hielo por 5 minutos. Posteriormente, se centrifugd durante 5 minutos a 4000
rpm, se descarto el sobrenadante, se suspendio el pellet celular en 500 pl de ST2, y se incubd en
hielo durante 20 minutos. Se centrifugd nuevamente durante 5 minutos a 4000 rpm, se descartd
el sobrenadante y el pellet se resuspendioé en 100 ul de ST2. A dicha suspension se le adiciono el
plasmido o el producto de ligacién correspondiente, y se incubd en hielo durante 60 minutos.
Finalmente se aplicé un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos, seguido de una incubacion
en hielo por 2 minutos. Las células transformadas se recuperaron en 1 ml de medio SOC bajo
agitacion suave a 37°C por 1 hora. Las bacterias se concentraron mediante centrifugacion y se
sembraron en placas de agar LB suplementadas con el antibidtico selectivo correspondiente,
incubandose a 37 °C durante la noche.

Para la expresion de rBt se implementd ademas la co-transformacion con sistemas de chaperonas
bacterianas utilizando el kit comercial Chaperone Plasmid Set (Takara Bio Inc.), que incluye cinco
plasmidos: pG-KJES, pGro7, pKIJE7, pG-Tf2 y pTf16, cada uno disefiado para expresar conjuntos
distintos de chaperonas cooperativas. Para ello, cultivos de E. coli BL21 (DE3) fueron
transformados con cada uno de los plasmidos del kit, siguiendo los pasos descriptos
anteriormente, y empleando la resistencia a cloranfenicol como marcador selectivo.
Posteriormente, cada clon obtenido fue co-transformado con la construccion obtenida para rBt,
segun lo indicado previamente. Las co-transformaciones se seleccionaron en placas de LB-agar

suplementadas con cloranfenicol y kanamicina.

1.3. Obtencion de los antigenos recombinantes

1.3.1. Estandarizacion de expresion de los antigenos recombinantes

Se realizo una puesta a punto de las condiciones de expresion para cada antigeno, evaluando
distintos factores experimentales (Tabla 5). Entre ellos, se incluy6 el uso de diferentes agentes
inductores, como IPTG o lactosa, en diferentes concentraciones. Se empled el medio de cultivo
estandar LB y se evaluaron diferentes temperaturas de induccion. Adicionalmente, se evaluo el
efecto de la concentracion de antibiotico de seleccion (kanamicina) sobre el crecimiento celular
y los niveles de expresion. Estos ensayos se realizaron para todas las construcciones

transformadas en BL21 (DE3) y se llevaron a cabo en formato de placas multipocillo, lo que
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permitid el andlisis comparativo de multiples condiciones en paralelo (Correa & Opezzo, 2011;

Correa et al., 2014).

Tabla 5: Condiciones de Induccion evaluadas para la expresion de los antigenos de interés en E. coli BL21
(DE3).

Inductor Concentracion Condiciones de incubacién Antibiético
inductor

IPTG 1 mM/ 0,5 mM 3 horas — 37 °C 10 pg/ml
ON -20°C

1 mM/0,5 mM 3 horas — 37 °C 50 pg/ml
ON -20°C

Lactosa SmM/ 10mM /15 mM 3 horas — 37 °C 10 pg/ml
ON —-20°C

SmM/ 10mM /15 mM 3 horas — 37 °C 50 pg/ml
ON —-20°C

1.3.2. Induccion de la expresion de las proteinas recombinantes

Para la produccion de los antigenos rAt, rCIfA y rFnbpA la induccidn se realizd en un volumen
de cultivo mayor, siguiendo lo establecido en la seccion 1.3.1.

Brevemente, células de E. coli BL21 (DE3) conteniendo las distintas construcciones plasmidicas
obtenidas se cultivaron durante toda la noche en agitacion a 37 °C en 5 mL de medio liquido LB
suplementado con kanamicina. Estos cultivos se diluyeron 1/100 en erlermeyers de 1 litro
conteniendo 100 mL. de medio L.B suplementado con kanamicina en la concentracion establecida
y se incubaron a 37 °C con agitacion a 220 rpm hasta alcanzar una DO600 de 0,7-0,8. Una vez
alcanzados estos niveles de DO, se procedio a inducir la expresion mediante la adicion de lactosa
o IPTG a las concentraciones establecidas. Los cultivos se mantuvieron en incubacion a la
temperatura y tiempo establecidos, bajo agitacion constante a 220 rpm.

Para el caso de rBt, se trabajo con los clones obtenidos de las co-transformaciones y, en primer
lugar, se realizo la induccion de las chaperonas. Para ello, cultivos de las cepas transformadas con
cada uno de los vectores (seccion 1.2.1) se cultivaron durante toda la noche a 37 °C y 220 rpm en
5 mL de medio liquido LB suplementado con 20 pg/mL de cloranfenicol y 50 pg/mL de
kanamicina. Estos cultivos se diluyeron 1/100 en erlermeyers de 1 litro conteniendo 100 mL de
medio LB suplementado con las mismas concentraciones de antibidtico y se cultivaron a 37 °C a
220 rpm hasta una DO600 de 0,4—0,6. Para los plasmidos bajo control del promotor araB (pG-
KIJES, pGro7, pKIJE7, pTfl16) se afiadio L-arabinosa a una concentracion final de 2 mg/mlL,

mientras que para pG-Tf2, regulado por el promotor Pzt-1 (tet), se utilizo tetraciclina a una
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concentracion final de 5 ng/mL. Posteriormente, los cultivos se dejaron crecer hasta DO600 de
0,7-0,8 y se procedio a la induccion de la rBt mediante la adicion de IPTG a una concentracion
final de 0,5 mM. Finalmente, los cultivos se incubaron durante toda la noche a 20 °C con agitacion

constante a 220 rpm.

1.3.3. Purificacion de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes se purificaron mediante cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA,
Thermo Scientific) bajo condiciones nativas. Para ello, luego de la induccion, los cultivos de
E.coli obtenidos en la seccion 1.3.2 se centrifugaron y el pellet celular se resuspendi6 en Buffer
Ay liso por prensado en EmulsiFlex® (Modelo B15 — Avestin, Canad4). El lisado celular obtenido
se centrifugd durante 30 min a 12000 g, se separ6 el sobrenadante y se filtrd utilizando filtros de
0,22 um (Millex®, Merck Millipore) para eliminar posibles agregados o precipitados. La
purificacion de las proteinas se realizé aplicando el sistema IDA-Sepharosa (Novagen, U.S.A), el

cual consiste en una columna sobre la cual se inmoviliza Ni*"

Se utilizé una columna de 1 mL, la
cual inicialmente se equilibro con 5 volumenes de Buffer A y luego se cargd con el sobrenadante
obtenido con las proteinas recombinantes, recirculandolo 2 veces. Posteriormente se lavé con 5
volumenes de Buffer A. La elucion de las proteinas de interés se realizo con 5 volumenes de cada
una de las soluciones de elucion de concentracion creciente de imidazol SE 1, 2, 3 y 4 (Anexo ).
La pureza de las fracciones obtenidas fue evaluada por electroforesis en gel de poliacrilamida al
15% con SDS (SDS-PAGE) (MiniPROTEAN II, BioRad®) en condiciones desnaturalizantes,
seguida de tincion con azul brillante de Coomassie (Laemmli 1970). Se utilizaron los marcadores
de peso molecular de proteinas (BLUelf Prestained Protein Ladder (3.5-245 kDa, Genbiotech

SRL)). La concentracion de las proteinas en cada fraccion fue determinada mediante

espectrofotometria a 280 nm (NanoDrop 2000, Thermo Scientific).

1.3.4. Evaluacion de actividad hemolitica de las toxinas recombinantes e inactivacion.

Las toxinas recombinantes rAT y rBT fueron sometidas a distintos tratamientos de inactivacion y
la ausencia de actividad hemolitica luego del tratamiento fue confirmada frente a eritrocitos
bovinos. Se evaluaron tres condiciones de inactivacion: (1) incubacion a 60 °C durante 30
minutos, (2) tratamiento con formol 0.1% (v/v), y (3) combinacion de calor a 60 °C por 15
minutos seguido de formol 0.025 % (v/v).

La evaluacion de actividad se realizé en placas de 96 pocillos, en las cuales se colocaron 100 pL.
de las proteinas tratadas diluidas 1:5 en PBS y diluciones seriadas de las mismas 1:2.

Posteriormente, se adicion6 igual volumen de una suspension de eritrocitos bovinos diluidos al
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1% en PBS y se incub¢ a 37 °C durante 1 hora, seguido de una incubacion ON entre 4-8 °C. La
hemdlisis fue evaluada visualmente. Como control positivo se utilizoé cada proteina sin tratar y
como control negativo un pocillo sin proteina. Se registr6 la dilucion de toxina a la cual se deja

de observar hemolisis de GR (Wadstrom & Mollby, 1971).

2. Obtencion de formulaciones adyuvantes

2.1.  Preparacion de liposomas e inmunoestimulantes

Los liposomas catidnicos (Lip) se prepararon mediante el método de inyeccion etandlica (Reidel
et al.,, 2019), utilizando dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC; Avanti Polar Lipids), colesterol y
estearilamina (Sigma-Aldrich) en una proporcion molar 7:2:2. Brevemente, los componentes
lipidicos se disolvieron en una mezcla 1:1 v/v de etanol e isopropanol (fase organica), la cual fue
inyectada a una fase acuosa compuesta por tampodn acetato de sodio 50 mM pH 4,3 en proporcion
1:9 v/v, obteniéndose una suspension liposomal con una concentracion final lipidica de 16 mM.
(Wagner et al., 2006; Yang et al., 2012). Como IS se emplearon Oligonucledtido CpG especifico
para bovinos (CpG-ODN 2007): 5'-tcgtegtttgtegttttgtegtt-3', con enlaces fosfodiéster (Genbiotech
SRL; Mulongo et al., 2013); Lipopéptido gemini AG2C16: sintetizado por el grupo de
investigacion del Departamento de Quimica Orgéanica, FBCB-UNL; Mananos comerciales

obtenidos de Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich).

2.2, Formulacion y caracterizacion de inmundégenos.

Se formularon inmunogenos multicomponentes combinando los cuatro antigenos recombinantes
obtenidos: rFnbpA, rCIfA, rBt y rAt (Rec), liposomas y diferentes combinaciones de IS. Las
formulaciones obtenidas fueron las siguientes: Lip + CpG-ODN + Rec; Lip + AG2-C16 + Rec;
Lip + AG2C16 + CpG-ODN + Rec; Lip + Man + Rec; Lip + AG2-C16 + CpG-ODN, Lip + Man.
La concentracion final de cada componente fue: Lip 4 mM, CpG-ODN 7,5 nmol/mL, AG2C16
400 uM, Man 2 mg/mL y Rec 100 pg/dosis cada antigeno. LLas formulaciones se incubaron a 4°C
durante 72 h con monitoreo periddico de su estabilidad (observacion de precipitados o grumos).
Una dilucién de cada formulacion fue analizada, 24 hs después de su preparacion, mediante DLS
(Dynamic Light Scattering) con el objetivo de determinar el tamafio predominante (didmetro
hidrodinamico, D), asi como la dispersion de tamafio de los liposomas en suspension (indice de
polidispersidad, IPD) (Yang et al., 2012). Los valores de IPD inferiores a 0.5 se asocian con
tamafios de particula uniformes (Stetefeld et al., 2016). Los resultados de la distribucion de

tamarfios se obtuvieron promediando 3 mediciones consecutivas, cada una compuesta por 14

48



Capitulo 1 Materiales y métodos

corridas de 15 segundos. Estas determinaciones se realizaron utilizando el quipo Zetasizer

(Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK).

3. Caracterizacion de la respuesta inmune inducida por las formulaciones

3.1.  Animalesy esquema de inmunizacion

huestrag sangre

1ra 2ds ] WEa mrmanizacion
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Descripcion del estudio.

Se utilizaron 65 vaquillonas Holstein, de entre 8 y 10 meses de edad, pertenecientes al rodeo
lechero de la Estacion Experimental Agropecuaria del INTA Rafaela (Santa Fe, Argentina). Los
animales fueron distribuidos aleatoriamente en siete grupos experimentales. Los grupos
vacunados estuvieron conformados por: G1, Lip + CpG-ODN + Rec (n = 7); G2, Lip + AG2C16
+ Rec (n=7); G3, Lip + CpG-ODN + AG2C16 + Rec (n =12); y G4, Lip + Man + Rec (n = 15).
Los grupos control fueron: C1, sin tratamiento (n = 12); C2, Lip + CpG-ODN +AG2C16 (n=7),
utilizado como control vehicular para los grupos G1, G2 y G3;y C3, Lip + Man (n =5), utilizado
como control vehicular para el grupo G4. Se administraron dos dosis subcutaneas (2 mL/dosis)
en la region cervical, en la tabla del cuello, a los dias 0 y 21. A los 8 meses del inicio, se aplicd
una dosis de refuerzo a 53 de los animales; 12 animales no gestantes fueron transferidos a otro
rodeo y dejaron de estar disponibles para continuar el estudio.

Se realizaron extracciones de sangre por puncion de la vena coccigea aproximadamente cada 15
dias desde el dia O (primera dosis) hasta el dia 120, y durante 45 dias posteriores al refuerzo. Las
muestras fueron procesadas para la obtencion de suero, el cual se almacend a -20 °C hasta su
utilizacion (3.2.1). Veintitin dias después de la segunda dosis de la vacuna o del control, se
obtuvieron muestras de sangre heparinizada mediante puncion de la vena yugular para la
determinacion de la produccion de citoquinas (3.2.2). Estas muestras se utilizaron dentro de las 4
horas posteriores a la recoleccion.

Los animales fueron monitoreados para detectar reacciones adversas después de cada

inmunizacion.
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3.2, Evaluacion de la respuesta inmune

3.2.1. Respuesta humoral

La respuesta inmune humoral generada frente a los antigenos recombinantes rFnbpA, rCIfA, rAt
y rBt, se evalué mediante ensayos de ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos séricos
especificos I1gG, IgG1 e 1gG2, de acuerdo con la metodologia descripta por Reidel et al., (2019),
con algunas adaptaciones para el presente trabajo. Se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo
plano (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania), las cuales fueron sensibilizadas con 0,5 pg
de cada proteina por pocillo, disueltas en una solucion tampon de carbonato de sodio (pH 9,6), e
incubando las placas durante 2 horas a 37 °C. Luego se procedi6 al bloqueo de los sitios no
especificos mediante la incubacion con una solucién al 5% p/v de leche descremada en polvo de
cabra en PBS (pH 7,4). Posteriormente, se incub6 con los sueros de los animales inmunizados o
controles, previamente diluidos en una solucién al 1% p/v de la misma leche en PBS. Para la
deteccion de los anticuerpos unidos, se utilizaron anticuerpos especificos: anti-IgG bovina
(Sigma-Aldrich) y anti-IgG1 bovina (BioRad Laboratories, CA, USA), ambos conjugados con
peroxidasa de rabano picante (HRP), y un anticuerpo monoclonal de raton anti-IgG2 bovina
(Sigma-Aldrich), seguido por un anticuerpo secundario anti-IgG de ratéon también conjugado con
HRP (Jackson ImmunoResearch Inc., EE.UU.). Todas las incubaciones se realizaron a 37 °C por
1 hora, con lavados intermedios utilizando una solucion de PBS con Tween 20 al 0,05%, repetidos
tres veces luego de cada paso para eliminar residuos no especificos. Para la revelacion del ensayo,
se agrego el sustrato cromogénico tetrametilbenzidina (TMB; Thermo Scientific) en presencia de
peroxido de hidrogeno (H20:), lo que generd una reaccion colorimétrica proporcional a la
cantidad de anticuerpo unido. La reaccion se detuvo mediante la adicion de acido sulfirico 0,5 N.
Finalmente, la lectura de la DO se realizd a 450 nm en un lector de placas (modelo Infinite F50,
Tecan Trading AG, Suiza). Los resultados obtenidos se expresaron como valores de DO o como

titulos, seglin correspondiera.

3.2.2. Respuesta celular

La determinacion de la produccion de citoquinas se realizo mediante un ensayo de sangre total
con estimulo antigénico especifico (Whole Blood Assay, WBA), segun lo descripto por Rainard
et al., (2015). Para ello, se dispusieron 1,5 mL de sangre completa obtenida a los 21 dias post
segunda dosis por pocillo en placas de cultivo celular de 24 pocillos (Biologix Group Ltd.), a las
cuales se agregaron 500 pL de una de las siguientes condiciones: medio RPMI-1640 sin aditivos
como control negativo; medio RPMI-1640 suplementado con 10 pg/pocillo de mitéogeno de
pokeweed (PWM) como estimulo policlonal no especifico; o medio RPMI-1640 suplementado

con 25 pg/pocillo de cada uno de los antigenos recombinantes rCIfA o rFnbpA como estimulos
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especificos. Cada condicion fue ensayada por duplicado para cada animal. Las placas se incubaron
durante 48 horas a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5% de COs-. Al finalizar el periodo
de incubacién, los sobrenadantes de cada pocillo fueron cuidadosamente recolectados,
centrifugados si presentaban células en suspension, y almacenados a —80 °C hasta su andlisis. La
cuantificacion de las citoquinas interferon gamma (IFN-y), interleucina 4 (1L.-4), interleucina 5
(IL-5) e interleucina 17 (IL-17) en los sobrenadantes se realizo6 mediante ensayos de ELISA
utilizando kits comerciales especificos para bovinos (MAbtech AB, NackaStrand, Suecia),
siguiendo las instrucciones del fabricante. LLas concentraciones se determinaron en funcion de
curvas estandar generadas con citoquinas recombinantes provistas en los kits, y los resultados

fueron expresados en pg/mlL.

4. Anadlisis estadistico

Para mediciones repetidas a lo largo del tiempo, se aplico la prueba de Friedman para comparar
los cuatro grupos inmunizados con el control no inmunizado, asi como para comparar los tres
grupos inmunizados que contenian CpG-ODN o AG2C16 en su formulacion con su respectivo
control vehiculo (Lip+CpG-ODN+AG2C16). La prueba de Wilcoxon se utilizo para comparar el
grupo Lip+Man+Rec con su correspondiente control vehiculo (Lip+Man). Las diferencias
estadisticas entre grupos G1, G2 y G3 con C2 en puntos de tiempo especificos se analizaron
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la correccion de Dunn para comparaciones
multiples. Se utiliz6 la prueba de Mann—Whitney para comparar el grupo Lip+Man+Rec con su
correspondiente control vehicular (Lip+Man). Los resultados se presentan como mediana + rango
intercuartil (RI) para cada grupo. Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad

Prism version 8.0.1 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

5. Consideraciones éticas

Todos los procedimientos fueron consistentes con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales
Agropecuarios en Investigacion y Ensefianza Agricola (FASS 2010) y fueron aprobados por el
Comité de Etica y Seguridad del Centro Regional Santa Fe del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (CICUAE, N.° 21-0120; 6 de junio de 2021) y por el Comité de Etica y Seguridad
en la Investigacion de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad

Nacional del Litoral (CE2021-35; 16 de marzo de 2021).
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RESULTADOS

1. Obtencion de antigenos recombinantes.

1.1. Clonado molecular

Se obtuvieron los insertos amplificados por PCR correspondientes a los cuatro antigenos
propuestos. El tamafio aproximado de cada inserto fue: FnbpA: 410 pb / CIfA: 1570 pb / At: 980
pb / Bt: 1012 pb. Luego de las reacciones de corte enzimatico y ligacion se lograron obtener las
siguientes construcciones plasmidicas para cada uno de los 4 antigenos recombinantes propuestos.

= FnbpA-pET24a / FnbpA-pET28¢ / FnbpA-pET-TEV

= CIfA-pET28c¢/ CIfA-pET-TEV

s At-pET24a/ At-pET-TEV

= Bt-pET24a/ Bt-pET28¢/ Bt-pET-TEV.
Con las construcciones obtenidas se transformaron células de E. coli BL21(DE3). A su vez, para
rBt, se obtuvieron co-transformaciones en BL.21 (DE3) entre la construccion Bt-pET28c¢ y los 5

plasmidos de expresion de chaperonas adicionales (Materiales y Métodos, 1.3.2).

1.2.  Expresion de recombinantes

Para la produccion de las proteinas recombinantes, se realizo inicialmente una puesta a punto de
las condiciones de expresion, con los clones obtenidos para cada antigeno en la cepa E. coli BL.21
(DE3). Para ello, se evaluaron distintos agentes inductores (lactosa e IPTG), diversas temperaturas
de expresion y variaciones en la concentracion del antibiotico de seleccion. Tras la lisis de los
cultivos inducidos, las fracciones de pellet y sobrenadante se analizaron mediante SDS-PAGE,
comparandose visualmente los rendimientos relativos de proteina obtenidos en cada condicion.
En la expresion de las cuatro proteinas recombinantes, bajo las condiciones de induccion
previamente descritas, se observo variabilidad en los niveles de expresion segin el antigeno
considerado. Enfocandonos sobre la variable antibidticos, se pudo observar que, la disminucion
en la concentracion de antibidtico no tuvo un efecto negativo en la expresion, manteniéndose esta
tendencia para los cuatro antigenos.

Con respecto a los inductores y la temperatura de induccion, para rEnbpA y rCIfA la condicion de
1 mM de IPTG e incubacion por 3 horas a 37 °C fue la dptima, en cambio para rAT y rBT, el
rendimiento 6ptimo se vio bajo la condicion de 0,5 mM IPTG incubado ON a 20 °C. Bajo estas
condiciones las proteinas rFnbpA, rCIfA y rAT se lograron obtener de forma soluble, en el
sobrenadante luego de la ruptura celular, mientras que la mayor proporcion de rBT se obtuvo de

forma insoluble en el pellet celular, formando cuerpos de inclusion.
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Con el objetivo de mejorar la solubilidad de rBt, se evaluaron co-transformaciones en BL21 (DE3)
con un set de plasmidos que codifican chaperonas, capaces de para favorecer la expresion
recombinante de las proteinas en forma soluble. Para ello, clones de Bt-pET28c en E. coli BL21
(DE3) se co-transformaron con 5 plasmidos comerciales codificantes de chaperonas. La
produccion soluble de rBt se logré utilizando la construccion PGro7, que codifica las chaperonas
groES-groEL, bajo las siguientes condiciones: rBt-pET28c-PGro7, utilizando como inductores 2
mg/ml L-arabinosa para las chaperonas y 0,5 mM de IPTG para rBT, incubdndolos a una
temperatura de 20 °C, ON.
Luego de esta serie de evaluaciones, se pudo establecer las condiciones finales para la
expresion de los cuatro antigenos:
= rFnbpA: Cepa BL21 (DE3), Inductor IPTG 1 mM, Kanamicina 0,2 mM, incubacion 37 °C —
3 horas, agitacion 220 rpm, plasmido pET-24a.
o rCIfA: Cepa BL.21 (DE3), Inductor IPTG 1 mM, Kanamicina 0,2 mM, incubacion 37 °C —3
horas, agitacion 220 rpm, plasmido pET-TEV.
s rAT: Cepa BL21 (DE3), Inductor IPTG 0.5 mM, Kanamicina 0,2 mM, incubacion 20 °C —
ON, agitacion 220 rpm, plasmido pET-24a.
s rBT: Cepa BL21 (DE3), Inductor IPTG 0,5 mM, Cloranfenicol 0,2 mM, Kanamicina 0,2
mM, incubacién 20 °C — ON, agitacion 220 rpm, pldsmido pET-28c/PGro7. Inductor

chaperonas 2 mg/ml L-arabinosa.

Se realizo la expresion de las cuatro proteinas bajo las condiciones de induccién establecidas, en
un volumen de cultivo 100 ml de medio LB para su posterior purificacion por columna de afinidad
a Ni-NTA. En la Figura 5 se presentan los resultados del analisis por SDS-PAGE conteniendo las
proteinas purificadas. La proteina rCIfA presentd un peso molecular aproximado de 50 kDa,
rFnbpA un peso molecular de 19 kDa, rAt de 36 kDA y rBT de 35 kDa lo cual confirma la correcta
expresion y purificacion de los 4 antigenos propuestos. Adicionalmente, la presencia de bandas
de menor intensidad en algunos carriles sugiere la existencia de trazas de proteinas contaminantes
o productos de degradacion. En general, los resultados evidencian que la estrategia de purificacion
empleada permitié obtener las proteinas de interés con un buen grado de enriquecimiento y en las
siguientes concentraciones: para rFnbpA, rCIfA y rBt los rendimientos fueron de 30 mg/L. de

cultivo, mientras que para rAt el rendimiento fue de 55 mg/L de cultivo.
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Figura 5. Andlisis de los antigenos recombinantes obtenidos mediante expresion en E. coli y purificacion
por cromatografia en columna Ni-NTA. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) teiiido
con azul de Coomassie. Calles: 1) rCIfA; 2) rFnbpA; 3) MPM (marcador de peso molecular); 4) rBt; 5)
rAt; 6) MPM (marcador de peso molecular)

1.3.  Actividad hemolitica de las toxinas recombinantes (rAt y rBt)

Se evaluo la actividad hemolitica de las toxinas rAt y rBt obtenidas frente a GR bovinos. Para
ello, se partié de una dilucion 1/5 de toxina purificada, correspondiente a 0,24 mg/ml para rAty
0,14 mg/ml para rBt, seguida por diluciones seriadas al medio en placas de 96 pocillos. Luego de
las incubaciones correspondientes con GR bovinos, se observo una actividad hemolitica marcada
para ambas toxinas, con un titulo de hemolisis de 1/40, definido como la mayor dilucién a la cual

la toxina mantiene actividad hemolitica (Figura 6).

Debido a que ambas toxinas recombinantes (rAt y rBt) poseen actividad hemolitica, antes de ser
utilizadas como antigenos vacunales se procedid a inactivarlas a fines de evitar tanto su accion
sobre los liposomas que forman parte de la formulacion como problemas de toxicidad. En la
Figura 6 se muestran los resultados correspondientes a las distintas condiciones de inactivacion
ensayadas. Para ambas toxinas, el tratamiento térmico a 60 °C durante 30 minutos (condicion 2)
redujo parcialmente la actividad hemolitica, evidenciandose hemdlisis leve en las primeras
diluciones. Por el contrario, Tanto el tratamiento con formol al 0,1% v/v (condicion 3) como la
combinacion de tratamiento térmico a 60 °C durante 15 minutos seguido de incubacién con
formol 0,025% v/v (condicion 4) resultaron en la supresion total de la actividad hemolitica, sin

presencia de hemolisis visible en ninguna de las diluciones ensayadas.
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La condicion 4 fue seleccionada para la inactivacion de las toxinas previo a la formulacion de los

inmundgenos.

(2]

rAt
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Figura 6. Evaluacion de la actividad hemolitica de las toxinas recombinantes rAT y rBT frente a eritrocitos
bovinos bajo diferentes condiciones de tratamiento.

2. Caracterizacion de formulaciones

Una vez obtenidos los antigenos de interés, se procedié a la preparacion de las diferentes
formulaciones liposomales propuestas para este estudio. El andlisis del tamafio de particula y el
IPD de las distintas formulaciones liposomales se llevo a cabo mediante DLS con el objetivo de
evaluar su estabilidad coloidal y homogeneidad, parametros criticos en formulaciones para
liberacion de antigenos. Los resultados se resumen en la Tabla 2. Los liposomas vacios
presentaron un D de 201,2 nm, lo cual se encuentra dentro del rango esperado para vesiculas
lipidicas de pequefio tamafio. Ademas, mostraron un IPD bajo, (menor a 0,5) indicando una
distribucion de tamafios homogénea. El D de los liposomas vacios se vio aumentado luego de la
adicion de los otros componentes. En particular, la incorporacion de CpG-ODN produjo un
aumento considerable, tanto en el D (de 201,2 nm a 741,1 nm, un aumento de 3,7 veces) como en
la dispersidad de las particulas (valores de IPD de 0.224 a 0.325, un aumento del 45%). Los
histogramas de distribucion de tamafio por intensidad para esta formulacidn muestran un patrén
multimodal, observandose picos en tamafios pequefios (200-300 nm) pero también sefiales de alta
intensidad asociadas a poblaciones de gran tamafio (>1000 nm), indicando la presencia de
agregados voluminosos y una distribucion muy heterogénea evidenciada por el alto IPD
registrado. Un comportamiento similar y ain més marcado, se observo con la adicion de los
antigenos recombinantes a esta formulacion. En contraste, la incorporacion de AG2C16 o Man

(en Lip+tAG2C16 y LiptAG2C16+Rec, o LiptMan y Lip+Man+Rec, respectivamente) resultd
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en un ligero aumento del D de particula (254.8 nm, 221,8 nm, 207,8 nm y 211,5 nm,
respectivamente), en comparacion con los liposomas vacios, con pocos cambios en la
homogeneidad de las particulas (valores de IPD de 0.385, 0.263, 0.311 y 0.233, respectivamente).
A su vez, la adicion de AG2-C16 a las mezclas que contenian CpG-ODN (Lip+CpG-
ODN+AG2C16 y Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec) parecié estabilizar las formulaciones,
generando una menor dispersidad (valores de IPD de 0.297 y 0.379, respectivamente) y un
diametro menor (266.6 nm y 225.6 nm, respectivamente), en comparacion con las formulaciones
que contienen solo CpG-ODN (741,1 nm, IPD = 0,325 para Lip+CpG-ODN y 1741 nm, IPD =
0,638 para Lip+CpG-ODN+Rec). La incorporacion de Rec tuvo un efecto minimo en el tamafio
de particula de los liposomas suplementados con AG2C16 y Man (221,8 nm y 211,5 nm,

respectivamente).

Tabla 6. Diametro hidrodindmico e indice de polidispersidad (IPD) de las formulaciones liposomales
determinadas por Dispersion Dindmica de Luz (DLS). Referencias: D: didmetro hidrodindmico (media de
tres mediciones).

Formulaciones Liposomales D (nm)+SD IPD
Liposomas 201.2+52,64 0.224
Lip + CpG-ODN 741.1£246.2 0.325
Lip + CpG-ODN + Rec 1741+ 283.9 0.638
Lip + AG2C16 254.8 £94.47 0.385
Lip + AG2C16 + Rec 221.8+59.15 0.263
Lip + CpG-ODN +AG2C16 266.6+ 84.62 0.297
Lip + CpG-ODN + AG2C16 + Rec 225.6+ 58.92 0.379
Lip + Man 207.8£51.03 0.311
Lip + Man + Rec 211.5+50.47 0.233

3. Evaluacion de la Respuesta inmune
3.1.  Respuesta inmune humoral

3.1.1. Deteccion de IgG especificas frente a antigenos recombinantes en suero

Con el objetivo de evaluar la respuesta humoral inducida por las distintas formulaciones
vacunales, se analizaron los niveles séricos de anticuerpos IgG especificos frente a los cuatro
antigenos recombinantes utilizados (rCIfA, rFnbpA, rAt y rBt) a lo largo del ensayo. Para ello, se
realizaron determinaciones mediante ELISA de las muestras de suero obtenidas en distintos

puntos temporales.

Las comparaciones a lo largo del tiempo se realizaron utilizando las pruebas de Friedman o

Wilcoxon, seglin correspondiera. Se observaron aumentos en los niveles de IgG a lo largo del
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tiempo en todos los grupos inmunizados (Figura 7). En comparacion con el control sin inmunizar
(C1), el Lip+CpG-ODN+Rec mostrd niveles de IgG significativamente mads altos para los cuatro
antigenos recombinantes, mientras que Lip+AG2C16+Rec presentd incrementos significativos
pararAt (p < 0.05) y rBt (p < 0.05), Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec para rAt (p < 0.001) y rCIfA
(p<0.01), y LiptMan+Rec para rAt (p < 0.001), rBt (p < 0.05) y rCIfA (p < 0.05). Al compararse
con los controles vehiculo, los grupos inmunizados también mostraron niveles significativamente
mayores, con algunas excepciones. En relacion con Lip+CpG-ODN+AG2C16, el grupo
Lip+CpG-ODN+Rec presentd incrementos significativos para rAt (p < 0.05), rCIfA (p < 0.05) y
rFnbpA (p < 0.01); el grupo LiptAG2C16+Rec mostrd diferencias significativas para rAt (p <
0.05), rBt (p < 0.05); mientras que el grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec mostrd incrementos
significativos para rAt (p < 0.01) y rCIfA (p < 0.01). En comparaciéon con Lip+Man,
Lip+Man+Rec mostré diferencias significativas para todos los antigenos (p < 0.01). No se
observaron diferencias significativas en los niveles de IgG para los cuatro antigenos entre las

distintas formulaciones vacunales a lo largo del ensayo (p > 0.12).
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Figura 7. Niveles especificos de IgG en suero de vaquillonas inmunizadas con diferentes formulaciones
que contienen cuatro antigenos recombinantes (A: anti-rAt, B: anti-rBt, C: anti-rCIfA, D: anti-rFnbpA),
medidos mediante ELISA indirecto. El esquema de inmunizacion consistié en dos dosis y un refuerzo. Los
sueros fueron diluidos 1/1000. La densidad optica (DO) se midio a 450 nm. Los datos se presentan como
mediana + rango intercuartil (RI) para cada grupo. Las flechas indican los dias de vacunacion.

Las diferencias estadisticas entre grupos en puntos de tiempo especificos se analizaron utilizando
la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la correccion de Dunn para comparaciones multiples, o
test de Mann—Whitney, segun corresponda. Este andlisis demostr6 que luego de la administracion
de dos dosis de vacuna, se observo un aumento en los niveles de IgG especificas en grupos
inmunizados, en comparacion con los grupos control, los cuales alcanzaron su pico hacia el dia
35 posterior al inicio del ensayo (Figura 7). Al dia 35, los 4 grupos inmunizados presentaron
niveles de IgG significativamente superiores tanto respecto del control sin inmunizar, como de

los controles de vehiculo (Lip+CpG-ODN+AG2C16 y Lip+Man) para todos los antigenos, a
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excepcion del grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec que no presento niveles significativos frente
rFnbpA (Tabla 7A). Se administr6 una dosis de refuerzo aproximadamente ocho meses después
de la primera inmunizacion (dia 260). Tras esta nueva aplicacion, se registr6é un nuevo ascenso en
los titulos de IgG especificas en los grupos vacunados, que comenz6 a evidenciarse a los siete
dias post-refuerzo y alcanzé su maximo alrededor del dia 276. En dicho momento, los grupos
inmunizados mostraron incrementos significativos de los niveles de IgG en comparacion con el
control no inmunizado para los cuatro antigenos recombinantes (Tabla 7B). Comparados con los
controles de vehiculos, todos los grupos evidenciaron incrementos significativos en este punto
frente a los cuatro antigenos a excepcion de los grupos Lip+CpG-ODN+Rec y Lip+AG2C16+Rec
frente a rFnbpA. Las comparaciones estadisticas completas para cada punto temporal se presentan

en la Tabla 7A'y 7B.

Durante todo el periodo de andlisis, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de IgG entre las distintas formulaciones vacunales (rAt, rBt y rCIfA (p > 0,99) y

rFnbpA (p > 0,11)).

Cabe destacar que no se observaron niveles detectables de IgG especifica en los sueros obtenidos
antes de la inmunizacion (suero pre-inmune). Asimismo, no se observaron reacciones adversas ni

signos clinicos asociados a la aplicacion de las vacunas en ninguno de los grupos experimentales.
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Tabla 7. Niveles de IgG especifica en suero de vaquillonas inmunizadas con diferentes formulaciones que contienen cuatro antigenos recombinantes (rAt, rBt, rCIfA, rFnbpA),
medidos mediante ELISA indirecto. El esquema de inmunizacion consistio en dos dosis y un refuerzo. Los sueros se diluyeron 1:1000. Se realizo un andlisis estadistico de
Kruskal-Wallis para comparar diferencias entre grupos, seguido de la correccion de Dunn para comparaciones miultiples. Se muestra la mediana de los sueros de animales de
cada grupo. Referencias: Letras diferentes indican diferencias significativas entre: a: comparado con el control no inmunizado, b: comparado con Lip+CpG-ODN+AG2-C16,
y ¢: comparado con el control Lip+Man. ns: no significativo; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; **p < 0.0001.

Tabla

7A Lip+CpG-ODN+Rec Lip+AG2C16+Rec Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec Lip+Man+Rec

Dias | rAT rBT rCIfA rFnbpA rAT rBT rCIfA rFnbpA | rAT rBT rCIfA rFnbpA rAT rBT rCIfA rFnbpA
0 0.140m 0.098m 0.141m 0.166™ 0.206™ 0.146™ 0.156™ 0.171m 0.136™ 0.118™  0.114™ 0.148m 0.154n 0.247m 0.105™ 0.113"s
23 0.823" 0.248 0.391**a*  (.282"a 0.923" 0.277" 0.243% 0.262" 0.949"*a 0.1627  0.321""a*® 0.191m 1.413%*ac (0,349 a% (0207 0.195ns*"e
35 1.427*" 0.352"*"*b(.680"® 0.344""ab 1.320""a 0.325"" (0,754 (0,339 % | ] 475" b 0.193"  0.871"""ab  (.244ns 2.085"*ac  (.350""a% 0.625™ac  0.260""""*¢
70 0.820""20 0.176™ 0.315"® 0.284m 0.638" 0.179™ 0.234ns 0.158™ 0.912"** "6 (183"  (.347"""b  (,159" 1.938""ac (0,294 % () 346 ac (197"
90 0.647m 0.198n 0.279" 0.248m 0.495%® 0.208" 0.198ns 0.168™ 0.613**"a**b 0.127%  0.221% 0.133ms 1.132"*ac 0.218™ 0.441""2¢  0.128™
110 0.353" 0.279 0.261m 0.256" 0.354" 0.152m 0.191m 0.165™ 0.348"*a* 0.142"  0.165"™ 0.134ns 1.035"*ac  0.149" 0.2697"¢  0.123"
1;;:)13 Lip+CpG-ODN+Rec Lip+AG2C16+Rec Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec Lip+Man+Rec

Dias | rAT rBT rCIfA rFnbpA rAT rBT rCIfA rFnbpA rAT rBT rCIfA rFnbpA rAT rBT rCIfA rFnbpA
260 0.360™ 0.174" 0.087m 0.100™ 0.410" 0.183m 0.088 0.119" 0.222m 0.179 0.094r 0.095" 0.459"*a*  0.163" 0.130™ 0.128
267 1.789*" 0.305% 0.535" 0.209 1.061"  (.379"* 0.544% 0.142m 1.181%""  (.225% 0.757°**" b (.176"*a*® 0.930%a¢ 0.273""* ¢ 0.430™ 0.205"*a¢
276 1.889"" 0 0.517"*#*  0.655"® 0.223% 1.806™*  0.603™"*">  (.628"® 0.209" 1,737 (0.521*"a* (. 811" 0271 | 16802 0.406"%¢  (0.813""ac 0.462" 2%
298 1.432% 0.464**2b  (.424™ 0.229**ab | 1,549 0.263m 0.324r 0.119" 1,501% 0.322""a*® (580" """ (.187""*b 1.339"**a  (.328"«"*"  (.448""a¢ 0.196""2¢
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3.1.2. Titulos de IgG especificos

Los titulos de IgG fueron evaluados en los puntos temporales correspondientes a la respuesta
maxima observada en el analisis de cinética, tanto luego del esquema inicial de inmunizacion (dia
35), como tras la administracion del refuerzo (dia 276) (Figura 8). Al dia 35, todos los grupos
inmunizados mostraron un aumento significativo en los titulos de IgG especifica frente a los
cuatro antigenos recombinantes en comparacion con el grupo control no inmunizado con valores
de p que oscilaron entre (p < 0.05 — p < 0.0001). Ademas, los grupos Lip+tAG2C16+Rec y
LiptMan+Rec presentaron titulos significativamente mas elevados en comparacion con sus
respectivos controles de vehiculo para los cuatro antigenos evaluados (p < 0.05 — p < 0.0001)
(Figura 8A). En el grupo Lip+CpG-ODN+Rec las significancias se observaron para rAt (p <
0.05), rCIfA (p < 0.05) y rFnbpA (p < 0.01) mientras que en Lip+ODN-CpG+AG2-C16+Rec la
significancia se detect6 unicamente para rAt (p < 0.01) y rCIfA (p < 0.01).

La evaluacion realizada a los 15 dias posteriores a la dosis de refuerzo (dia 276) (Figura 8§B)
evidencié que todas las formulaciones fueron capaces de estimular la produccion de IgG
especificas. Se observaron titulos significativamente mas altos en Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec
y Lip+Man+Rec en comparacion con el control no inmunizado, para los cuatro antigenos. Por su
parte el grupo Lip+AG2-C16+Rec reveld aumentos significativos para rAt (p < 0.01), 1Bt (p <
0.05) y rCIfA (p < 0.05), mientras que en Lip+CpG-ODN+Rec lo fue solo para rAt (p <0.001) y
rCIfA (p < 0.05). Con respecto al control de vehiculo, el grupo Lip+Man+Rec mostro la respuesta
mas amplia, induciendo titulos de anticuerpos significativos frente a todos los antigenos (p <
0,05). Los grupos Lip+tAG2C16+Rec y Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec generaron titulos
significativos de IgG frente arAty rCIfA, mientras que Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec respondid
adicionalmente frente a rBt. Por su parte el grupo Lip+CpG-ODN+Rec solo evidencio titulos

significativos frente a rAT (p < 0.01).

No se observaron diferencias significativas en los titulos de IgG especifica para un mismo

antigeno entre los distintos grupos inmunizados, en ninguno de los dos momentos evaluados.
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Figura 8. Titulos de anticuerpos IgG contra rAt, rBt, rCIfA y rFnbpA en suero de vaquillonas en el dia 35
(4) y dia 276 (B). Los sueros fueron diluidos en serie desde 1:200 hasta 1:25600. EI valor de corte se
calculo como el promedio mas tres desviaciones estandar de la densidad éptica (DO) obtenida a partir de
los sueros preinmunes de tres animales sin inmunizar, utilizados como controles negativos. Los datos se
presentan como mediana + rango intercuartil (RI). El andlisis estadistico se realizo mediante la prueba de
Kruskal-Wallis seguida del test de comparaciones multiples de Dunn. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
*¥F¥%p < (0.0001 vs. control no inmunizado; #p < 0.0, ##p < 0.01, ###p < 0.001, ####p < 0.0001 vs.
control vehicular (C2 para G1, G2, G3 y C3 para G4)).

3.1.3. Cuantificacion de anticuerpos IgGl e IgG2 especificos frente a antigenos
recombinantes

Con el objetivo de caracterizar mas profundamente el perfil de respuesta humoral inducido por
las formulaciones vacunales, se analizaron los niveles séricos de las subclases IgG1l e IgG2
especificas para los cuatro antigenos recombinantes incluidos en el estudio. Las determinaciones
se realizaron en los momentos de maxima respuesta IgG total observada previamente en el analisis
cinético, es decir, en el dia 35 (tras el esquema inicial de dos dosis) y en el dia 276 (15 dias

posteriores al refuerzo) (Figura 9).
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Tras dos dosis, todas las formulaciones experimentales indujeron la produccion de anticuerpos
IgG1 especificos (Figura 9A). Los grupos Lip+CpG-ODN+Rec y Lip+tMan+Rec mostraron
incrementos significativos frente a todos los antigenos para ambos controles (p < 0,05 — p <
0,0001). El grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec gener6 incrementos significativos para todos
los antigenos respecto al control sin inmunizar (p <0,05- p < 0,001) y para rAt, rCIfA y rFnbpA
respecto a su respectivo control de vehiculo (p < 0,05 - p <0,01). Por su parte el grupo Lip+AG2-
C16+Rec indujo respuestas significativas para rAt, rBty rCIfA frente a ambos controles (p < 0,05
—-p<0,001).

Al dia 276 (quince dias después de la dosis de refuerzo), las cuatro formulaciones estimularon
nuevamente la produccion de IgG1 en niveles comparables a los del dia 35 (Figura 9C). En este
punto, la formulacién Lip+tMan+Rec mostro diferencias significativas para los cuatro antigenos
frente al control sin inmunizar (p < 0,05 — p < 0,0001) mientas que en los grupos Lip+CpG-
ODN+Rec, LiptAG2C16+Rec y Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec este aumento se evidencid
frente a rAt, rBt y rCIfA (p < 0.05 — p < 0.0001). Al comparar con sus respectivos controles
vehiculares, la formulacion Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec mostrd aumentos significativos en los
niveles de I1gG1 frente a todos los antigenos (p < 0.05- p < 0.01), mientras que Lip+CpG-
ODN-+Rec presentd incrementos significativos sdlo para rAt (p < 0.05) y Lip+AG2C16+Rec para
rAt, Bt y rCIfA (p < 0.05). Por su parte, la formulaciéon Lip+MantRec incrementd
significativamente los niveles de IgG1 para rAt, rCIfA y rFnbpA en comparacion con Lip+Man

(p <0.05— p<0.001).

En cuanto a los niveles de 1gG2 (Figura 9B), tras dos dosis de los inmundgenos, todas las
formulaciones indujeron la produccién de esta subclase. Los grupos Lip+CpG-ODN+Rec y
Lip+tAG2C16+Rec generaron niveles de IgG2 significativamente elevados frente a los cuatro
antigenos (rAt, rBt, rCIfA y rFnbpA) en comparacion con ambos controles (p <0.05 —p <0.0001).
El grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec mostrd incrementos significativos frente a rAt, rBt y
rCIfA frente a ambos controles (p < 0.05 — p < 0.001), mientras que el grupo Lip+Man+Rec
presentd diferencias significativas frente a rAt frente a ambos controles (p <0.01), y contra rBt,

rCIfA y rFnbpA solo frente a su control de vehiculo Lip+Man (p < 0.01).

Finalmente, el andlisis realizado al dia 276 (Figura 9D) evidenci6 que todas las formulaciones
estimularon la produccion especifica de 1gG2 frente a los cuatro antigenos recombinantes, con
niveles significativamente mayores en comparacion con el grupo no inmunizado (p < 0,05 —p <
0,0001). En la comparacion con los respectivos controles vehiculares, las formulaciones
Lip+AG2C16+Recy Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec generaron incrementos significativos en los
niveles de IgG2 frente a rAt, rBt y rCIfA (p < 0,05 — p < 0,01). El grupo Lip+CpG-ODN+Rec

mostrd incrementos significativos tnicamente frente a rAt y rCIfA (p < 0,05), mientras que, la
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formulacion Lip+Man+Rec increment6 significativamente los niveles de IgG2 frente a todos los

antigenos, en comparacion con su correspondiente control vehicular.

Los distintos grados de significancia se puede observar en la Figura 9.
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Figura 9. Niveles de anticuerpos IgGl (dilucion 1:1000) e IgG2 (dilucion 1:500) contra rAt, rBt, rCIfA y
rFnbpA en suero de vaquillonas. (4) IgG1 en el dia 35; (B) IgG2 en el dia 35, (C) IgG1 en el dia 276, (D)
1gG2 en el dia 276. Los datos se presentan como mediana + rango intercuartil (RI). El andlisis estadistico
se realizo mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida del test de comparaciones multiples de Dunn. (*
p <005 *p <001, ¥*p <0001, ****p < 0,0001 vs. control no inmunizado. #p < 0,05, ##p < 0,01,
### p < 0,001 vs. control vehicular (C2 para G1, G2, G3 y C3 para G4)).

3.2. Respuesta inmune celular

3.2.1. Produccion de citoquinas

Con el proposito de caracterizar la respuesta inmune celular inducida por las distintas

formulaciones vacunales, se cuantificaron los niveles de citoquinas IFN-y, IL-17, IL-5 e IL-4 en
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sobrenadantes de cultivo de sangre total recolectada 21 dias después de la segunda dosis de
vacunacion, estimulada in vitro con los antigenos recombinantes rEnbpA y rCIfA. En primer lugar,
se observo que ambos estimulos antigénicos indujeron un aumento en la produccion de IFN-y en
los cuatro grupos inmunizados (Figura 10A). Los grupos Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec y
LiptMan+Rec presentaron niveles significativamente mayores de IFN-y tanto frente a rFnbpA
como a rCIfA, en comparaciéon con el control sin inmunizar (p < 0,01 y p < 0,001,
respectivamente) y con sus correspondientes controles vehiculares (p < 0,001 y p < 0,01 para

rFnbpA; p < 0,001 y p <0,05 para rCIfA, respectivamente).

En cuanto a la produccion de IL-17 (Figura 10B), se observé una alta variabilidad interindividual
dentro de los grupos experimentales, incluyendo algunos animales pertenecientes a los grupos
control que presentaron niveles detectables de esta citoquina. Si bien se evidencio una tendencia
hacia una mayor produccion de 11.-17 en los grupos inmunizados tras la estimulacion antigénica,
estas diferencias no alcanzaron significancia estadistica respecto a los controles no inmunizados
ni a los vehiculares. Al analizar los niveles absolutos de citoquina, se observaron respuestas
bioldgicas superiores en formulaciones especificas. Ante el estimulo con rCIfA, los grupos que
presentaron las medianas mas elevadas fueron LiptMan+Rec (169,0 pg/mL), Lip+CpG-
ODN+AG2C16+Rec (155.3 pg/mL) y Lip+tAG2C16+Rec (134,8 pg/mL). Por su parte, frente al
estimulo con rFnbpA, la tendencia fue liderada por el grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec
(138,6 pg/mL), seguido por Lip+tMan+Rec (106,5 pg/mL).

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de IFN-y e IL-17 entre los distintos

grupos inmunizados.

Por otro lado, no se detectd produccion de IL.-4 ni IL-5 en ninguno de los grupos experimentales

tras la estimulacion con rFnbpA ni rCIfA.
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Figura 10. Ensayo de sangre total estimulada con rFnbpA y rCIfA. (A) Produccion de IFN-y. (B)
Produccion de IL-17A. La sangre de las vaquillonas fue recolectada 21 dias después de la segunda
inmunizacion y cultivada durante 48 horas en placas de 24 pocillos en presencia de 25 ug/pocillo de
rFnbpA o rCIfA. Los resultados se presentan como mediana + rango intercuartil (RI). El andlisis
estadistico se realizo mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida del test de comparaciones multiples
de Dunn (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 en comparacion con el control no inmunizado. #p <
0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 en comparacion con el control vehicular (C2 para G1, G2, G3 y C3
para G4)).

66



Capitulo 1 Discusion

DISCUSION

Las vacunas a subunidades representan un enfoque prometedor en la inmunizacion veterinaria,
ya que permiten la estandarizacion del producto, minimizan la manipulacion de patdgenos y
aumentan el perfil de seguridad del inmunogeno. Junto con el disefio del antigeno, el desarrollo
de sistemas adyuvantes eficaces representa un desafio fundamental en la vacunologia veterinaria

moderna.

Desde hace ya un tiempo, nuestro grupo viene trabajando en el desarrollo de nuevas
formulaciones liposomales que contienen distintas combinaciones de inmunoestimulantes como
ser lipopéptidos tipo Gemini (AG2C16), oligonucledtidos CpG especificos para bovino y
mananos de S. cerevisiae. En el marco de esta Tesis Doctoral, centrada en el desarrollo de
inmunogenos para el control de la mastitis bovina causada por Stahphylococus aureus, se planted
evaluar el potencial de estas formulaciones liposomales como adyuvantes de una mezcla de
antigenos recombinantes de S. aureus considerados claves en su patogenia de la infeccion
intramamaria. En el presente capitulo se abordo la caracterizacion de la respuesta inmune inducida
por estas formulaciones en vaquillonas lecheras, como un paso necesario para evaluar su
comportamiento inmunologico en una especie de interés productivo. Este enfoque permitio
generar informacion experimental en bovinos que se utilizO como base para sustentar la

evaluacion posterior de estas formulaciones en modelos de desafio intramamario controlado.

En una primera etapa, se realizo el subclonado de los factores de virulencia de S. aureus (At, Bt,
CIfA y FnbpA) en plasmidos que permiten su expresion sin proteina de fusion y se utilizaron
distintas estrategias para obtenerlos de forma soluble y con altos rendimientos. En trabajos previos
de nuestro equipo estos antigenos se obtuvieron fusionados a tiorredoxina (TRX). Los anticuerpos
generados contra ellos en vaquillonas redujeron significativamente la adhesion bacteriana a
fibronectina y fibrindgeno, inhibieron la invasion de células epiteliales mamarias por S. aureus,
disminuyeron la actividad hemolitica de las toxinas y aumentaron la fagocitosis por neutrdfilos,
in vitro (Camussone et al., 2014b; Pujato et al., 2018; Reidel et al., 2019; Camussone et al., 2022).
En sistemas de expresion bacterianos, la proteina de fusion TRX se utiliza habitualmente para
favorecer el plegamiento adecuado y aumentar la solubilidad de proteinas recombinantes,
especialmente aquellas con tendencia a formar cuerpos de inclusion. Sin embargo, distintos
estudios han sefialado que la incorporacion de TRX puede alterar la conformacién nativa de los
antigenos, afectando la exposicion y accesibilidad de epitopos estructurales relevantes para la

induccion de una respuesta inmune eficaz (Lavallie et al., 2000). Asimismo, se ha demostrado
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que TRX posee inmunogenicidad intrinseca, lo cual representa un riesgo de desviar la respuesta
humoral hacia la proteina de fusion en lugar de dirigirla exclusivamente hacia el antigeno blanco
(Tursunov et al., 2022). Considerando estas limitaciones y con el proposito central de evaluar
inmunogenos con capacidad de inducir respuestas protectoras frente a antigenos especificos de S.
aureus, se implement6 una estrategia de clonado orientada a obtener proteinas recombinantes
libres de etiquetas de fusion que permitieran preservar con mayor fidelidad su estructura

conformacional nativa y minimizar interferencias inmunoldgicas no deseadas.

En cuanto a la expresion de las proteinas recombinantes, para rFnbpA, rCIfA y rAt, la
optimizacion de las condiciones de induccion (temperatura, concentracion de IPTG y tiempo de
cultivo) resulto suficiente para obtener las proteinas de forma soluble y con un adecuado grado
de pureza. Sin embargo, rBt mostrd una marcada tendencia a formar cuerpos de inclusion en todas
las condiciones evaluadas. Este comportamiento puede estar vinculado a las caracteristicas
estructurales y funcionales propias de la rBt de S aureus. Su estructura cristalografica revela un
plegamiento globular complejo, con una combinacidon de hojas f y a-hélices, e incluye una
horquilla B, ademas de superficies hidrofobicas expuestas y enlaces disulfuro (Huseby et al.,
2007). La formacion de cuerpos de inclusion durante la expresion recombinante puede verse
favorecida por distintos factores como un alto numero de copias del gen de interés, el uso de
promotores fuertes y elevadas concentraciones del inductor, asi como de las propiedades
intrinsecas de la proteina, en particular de su secuencia de aminoacidos, siendo las proteinas con
regiones altamente hidrofobicas las mas propensas a agregarse (Singh et al., 2015). Para resolver
esta limitacion sin comprometer el disefio libre de proteinas de fusion, se implement6 la
coexpresion con chaperonas GroEL—GroES. Esta estrategia favorece el plegamiento correcto de
proteinas recombinantes cuya expresion soluble se ve comprometida, ya que la sobrecarga de los
sistemas de plegamiento del hospedador puede promover la agregacion. En este contexto, la
suplementacion con chaperonas como GroEL—GroES contribuye a estabilizar intermediarios
conformacionales y a reducir la formacion de agregados insolubles, sin necesidad de recurrir a
proteinas de fusion (Lin et al., 2006; Correa & Oppezzo, 2011). En el caso de rBt, la coexpresion
con GroEL-GroES permitid obtener la proteina de forma soluble, evidenciando la eficacia de este

abordaje para superar las limitaciones de expresion asociadas a sus caracteristicas estructurales.

Las formulaciones vacunales desarrolladas en este trabajo incluyeron los cuatro antigenos
recombinantes seleccionados, combinados con liposomas como plataforma de entrega y distintos
inmunoestimulantes evaluados tanto de manera individual como en combinaciones especificas.
Esta estrategia permitio analizar no solo el efecto de cada adyuvante por separado, sino también
su posible sinergia dentro de formulaciones multicomponentes. Para la caracterizacion de las

formulaciones liposomales se aplicd DLS, técnica que permite determinar el diametro
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hidrodinamico de las particulas y su indice de polidispersidad (IPD). Este ultimo constituye un
parametro clave para evaluar la uniformidad en la distribucion de tamafios dentro de la muestra,
considerandose que valores inferiores a 0,5 reflejan una poblacion de particulas homogéneay, por
tanto, una formulacion con propiedades fisicas estables y adecuadas (Stetefeld et al., 2016). El
tamafio de particula se ha relacionado con la intensidad de la respuesta inmunitaria desencadenada
por vacunas formuladas con este tipo de vehiculos, siendo las particulas mas pequefias (20—200
nm) las que inducen respuestas mas fuertes que las de mayor tamafio (Dobrovolskaia et al., 2016).
El perfil Th también puede verse influenciado por el tamafio y la forma de las nanoparticulas; se
ha observado que las nanoparticulas esféricas de aproximadamente 200 nm se asocian con perfiles
Th1 y Th2 (Kumar et al., 2015). La inclusion de los distintos inmunoestimulantes evaluados en
este estudio afectd de manera diferencial el diametro hidrodinamico de las particulas liposomales.
Tal como habiamos observado previamente (Reidel et al., 2024), en este trabajo la adicion de
CpG-ODN a los liposomas generd un aumento en el tamafio en comparacion con los liposomas
vacios, junto con un incremento en el valor del IPD, lo cual se asocié a una tendencia a la
agregacion. Este efecto fue mas marcado en presencia de antigenos recombinantes. El aumento
del IPD, sumado al incremento del didmetro hidrodinamico, podria indicar una interaccion entre
la bicapa lipidica catidnica de los liposomas y las cargas negativas del CpG-ODN, generando la
formacion de vesiculas multilamelares asi como agregados entre particulas (Weisman et al.,
2004). Sin embargo, la incorporacion de AG2C16 en esta formulacion parecid tener un efecto
estabilizante, ya que redujo el IPD de la formulacion Lip+CpG-ODN+AG2C16 en comparacion
con Lip+CpG-ODN, tanto con proteinas como sin ellas. Este efecto podria estar asociado a una
compensacion de cargas debido a la naturaleza cationica del AG2C16 (Dauty et al, 2001). En
cuanto a la incorporacion de mananos en liposomas vacios, se registré un leve aumento en el
diametro hidrodinamico. Este hallazgo sugiere una interaccion efectiva entre los mananos y los
liposomas, sin evidencia de una tendencia a la formacion de precipitados visibles, como fue
confirmado por los bajos valores de IPD. Resultados similares fueron reportados en liposomas
que contenian colesterol manosilado (Pan Li et al., 2013), donde no se observaron diferencias
significativas en el tamafio ni en el potencial zeta entre liposomas con y sin manosa. Ademas,
Goswami et al., (2021) evaluaron la incorporacion de conjugados manano-colesterol con distintas
longitudes de manano (mono a tetrasacaridos) y observaron que, aunque esta incorporacion
aumentd tanto el didmetro como el IPD, los valores se mantuvieron por debajo de 0,5, y este
efecto se atenudé mediante la adicion de PEG en concentraciones entre 0,3% y 2% a las

formulaciones.

Se analizé la respuesta inmune, tanto celular como humoral, inducida por las formulaciones en
vaquillonas lecheras entre los 8 y 10 meses de edad al comienzo del plan de inmunizacion. Luego

de la aplicacion de dos dosis, todas las formulaciones desarrollaron niveles significativamente
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mas altos de anticuerpos IgG especificos contra los cuatro antigenos vacunales en comparacion
con los grupos control. Estos resultados sugieren que el esquema de dos dosis fue efectivo para
inducir una respuesta humoral robusta, manteniendo niveles elevados de anticuerpos por mas de
un mes. Estos hallazgos son consistentes con los previamente reportados por nuestro grupo
(Reidel et al., 2019), donde se observo que un esquema de dos dosis con una formulacion que
contenia Lip+CpG-ODN como adyuvante fue suficiente para estimular la produccion de
anticuerpos especificos en vaquillonas. Asimismo, se evidencié que la inclusion de una tercera
dosis en el esquema inicial tuvo un efecto limitado en la estimulacion de la respuesta humoral
(Reidel et al., 2019). Novoa et al., (2021) demostraron que la inmunizacion de novillos con dos
dosis de una vacuna recombinante formulada con cuatro proteinas de Neospora caninum y
Lip+CpG-ODN estimuld niveles significativos de anticuerpos IgG especificos contra N. caninum,
con valores por encima del punto de corte desde el dia 21 que se mantuvieron hasta el dia 84 tras
la primera dosis. Saravanan et al., (2015) evaluaron la eficacia de una vacuna contra la fiebre
aftosa formulada con un adyuvante liposomal en emulsion oleosa (VacciMax®) combinado con
CpG en terneros de 6 a 12 meses. Los animales fueron inmunizados con una dosis inicial, seguida
de un refuerzo a los 6 meses. Los titulos de anticuerpos neutralizantes (VNT) alcanzaron niveles
significativos entre los dias 14 y 28 post-inmunizacion, dependiendo del serotipo evaluado. La
vacuna proporciono un 25% de proteccion un afio después de una sola dosis, porcentaje que
aument6 al 86% tras la administracion del refuerzo, lo que resalta la importancia de implementar
esquemas de vacunacion con refuerzos para optimizar la eficacia protectora. En el presente
estudio, si bien en esta etapa no se evalu6 la proteccion otorgada por las formulaciones, una dosis
de refuerzo administrada ocho meses después del inicio del plan de inmunizacién estimul6 la
produccion de anticuerpos a niveles similares a los alcanzados luego de la segunda dosis en todos
los grupos inmunizados, lo que sugiere la capacidad de las formulaciones para generar memoria
inmunoldgica. Ademas, estos resultados respaldan la implementacion de un esquema de
inmunizacion simple que pueda ajustarse facilmente a las rutinas de manejo habituales de los
animales. Resultados similares fueron observados en estudios anteriores de nuestro grupo (Reidel

etal., 2019).

Hasta donde sabemos, no existen reportes previos sobre el uso de liposomas formulados con
lipopéptidos tipo Gemini o0 mananos en bovinos. Sin embargo, algunos estudios han explorado
formulaciones similares. Nishimura et al., (2013) demostraron que la inmunizacion de terneros
machos con dos dosis de un antigeno recombinante de N. caninum formulado con liposomas
recubiertos con oligomanosa indujo la produccion de anticuerpos séricos especificos 15 dias
después de la segunda dosis. Por otro lado, Kornuta et al., (2020) evaluaron una vacuna génica
contra el herpesvirus bovino tipo 1 formulada con liposomas manosilados en bovinos, observando

la produccion de anticuerpos especificos tras dos dosis vacunales y un refuerzo 60 dias después
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de la primera vacunacion. No obstante, las diferencias en los esquemas de inmunizacion y en el
tipo de antigeno vacunal utilizado dificultan la comparacion directa con nuestros resultados. Los
hallazgos de este estudio destacan la capacidad adyuvante tanto de los mananos como de los
lipopeptidos tipo Gemini, particularmente AG2-C16, en combinacion con liposomas,

demostrando su potencial para potenciar la respuesta inmune en este modelo animal.

Una de las funciones principales de los adyuvantes es estimular un perfil inmunoldgico
especifico. En cuanto a la evaluacion de las subclases de IgG en sangre, en este estudio se observo
que todas las formulaciones vacunales estimularon la produccion de IgG1 e 1gG2 especificas
contra los cuatro antigenos evaluados. En particular, luego de la segunda dosis (dia 35) y post-
refuerzo (dia 276), las formulaciones Lip+CpG-ODN+Rec, Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec y
Lip+AG2C16+Rec promovieron un aumento significativo de IgG1 para la mayoria de los
antigenos, mientras que la formulacion Lip+Man+Rec indujo una respuesta robusta de 1gG1
frente a todos ellos. En cuanto a la IgG2, todas las formulaciones incrementaron
significativamente sus niveles, aunque con variaciones segun el antigeno y la formulacion
especifica. La administracion de proteinas recombinantes de N. caninum formuladas con
Lip+CpG-ODN en novillos (Novoa et al., 2021) indujo niveles elevados de IgG1 especifica frente
a los cuatro antigenos utilizados, 7 dias después de la segunda dosis, siendo significativamente
superiores a los grupos control. Los niveles de 1gG2 especifica frente a tres antigenos fueron mas
altos tras la segunda dosis. Las respuestas diferenciales observadas entre antigenos en el presente
estudio pueden deberse, en parte, a variaciones en las propiedades antigénicas intrinsecas. Sin
embargo, la evaluacion de la contribucion especifica de cada componente estuvo fuera del alcance
de este estudio. En este sentido, y con el objetivo de explorar estrategias orientadas a mejorar la
inmunogenicidad de los antigenos recombinantes utilizados, en el Anexo III se presenta un

abordaje de optimizacion de la construccion recombinante de FnbpA.

La inmunidad protectora no depende Unicamente de la produccién de anticuerpos, sino también
de la activacion de la respuesta inmune celular. En particular, se ha demostrado que los perfiles
Th1 y Th17 desempefian un papel importante en el control de la infeccion por S. aureus (Lin et
al., 2009; Brown et al., 2015; Rainard et al., 2022a). Por lo tanto, caracterizar el perfil
inmunoldgico estimulado por los adyuvantes podria proporcionar informacion valiosa sobre los
aspectos funcionales de las formulaciones. Nuestros resultados indican que la inmunizacién con
las formulaciones evaluadas favorecio predominantemente una respuesta Thl, evidenciada por el
aumento en la produccion de IFN-y en todos los grupos inmunizados en comparacion con los
controles, con un efecto significativo en los grupos Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec y
Lip+Man+Rec, lo cual sugiere un mayor potencial de estas formulaciones para potenciar la

inmunidad mediada por células. La produccion de IgG2 en respuesta a estas formulaciones es
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consistente con la induccion de un perfil Thl. Se ha descrito que CpG-ODN ejerce una accion
inmunoestimulante que induce la diferenciacion de células T hacia el perfil Th1 (Chu et al., 1997).
Sin embargo, la estructura del ODN, determinada por su secuencia y el tipo de enlaces, puede
inducir distintas respuestas segun la especie (Mena et al., 2003). Los CpG-ODN utilizados en este
estudio poseen enlaces fosfodiéster a lo largo de toda su cadena. Esta conformacion presenta
ventajas importantes frente a los CpG-ODN con enlaces PS: los enlaces fosfodiéster reducen los
costos de sintesis, minimizan los efectos adversos reportados por el uso prolongado de CpG-ODN
PS, y favorecen un reconocimiento mas natural por parte de los receptores intracelulares. Hasta
donde se sabe, este es el primer reporte sobre el efecto de este tipo de CpG-ODN en la respuesta
celular en bovinos. Ademas, se observd una tendencia hacia una mayor produccion de IL-17 en
los grupos inmunizados, especialmente en aquellos formulados con LiptMananos+Rec y
Lip+CpG-ODN-AG2C16+Rec, aunque con una considerable variabilidad entre individuos. Sin
embargo, la ausencia de diferencias significativas entre los animales inmunizados y sus controles
vehiculares, incluso considerando que algunos animales no inmunizados y del grupo Lip+CpG-
ODN-AG2C16 mostraron niveles detectables de 1L.-17, dificulta el analisis de este resultado. Esta
variabilidad podria estar influenciada por factores intrinsecos de los animales (variabilidad
genética, diferencias relacionadas con la edad en la maduracion del sistema inmunologico,
historial previo de exposicion a patégenos) o por las técnicas de cuantificacion de citocinas, las
cuales podrian haber reducido la sensibilidad para detectar diferencias significativas entre grupos.
Investigaciones futuras podrian profundizar en los factores que contribuyen a esta heterogeneidad,
permitiendo una mejor interpretacion de la respuesta inmune inducida (Usman et al., 2017,
Bronzo et al., 2020, Khatonier et al., 2025). Ademas, la capacidad inmunoestimulante de los
vehiculos por si mismos merece ser estudiada en mayor profundidad. Por otro lado, la ausencia
de produccion detectable de IL-4 e IL-5 sugiere que las formulaciones evaluadas no promovieron
una respuesta Th2 significativa. En conjunto, estos hallazgos refuerzan la capacidad de las
formulaciones para inducir una respuesta inmune celular de predominantemente Thl, con una
posible contribucion del perfil Th17 la cual fue més acentuada en los grupos que incluyeron
mananos o la combinacion de CpG-ODN y AG2C16 (Lip+tMan+Rec y Lip+CpG-ODN-
AG2C16+Rec).

Los adyuvantes utilizados aqui estan basados en liposomas suplementados con diversos
inmunoestimulantes. Aunque las cuatro formulaciones pueden inducir anticuerpos especificos, se
ha demostrado que dos de ellas generan una respuesta inmune celular relevante para la infeccion
por Staphylococcus aureus: Lip+CpG-ODN+AG2-C16 y Lip+Man. A su vez, el novedoso
lipopéptido AG2C16 contribuy6 a la estabilizacion fisica de la suspension de Lip+CpG-ODN y
potencio, en combinacion con este tltimo, la expresion de IFN-y e IL.-17 en comparacion con los

componentes individuales, sugiriendo un efecto sinérgico entre ambos. Por otra parte, la
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suplementacion con mananos produjo una respuesta inmune similar, con la ventaja de introducir
una unica molécula inmunoestimulante, lo que podria ofrecer una mejor relacion costo-beneficio.
La respuesta Th17 desempefia un papel crucial en la defensa del hospedador frente a patdégenos
bacterianos extracelulares al promover el reclutamiento de neutrofilos y estimular las defensas
antimicrobianas epiteliales en los sitios de infeccion (Rainard et al., 2020). Esta respuesta
combinada puede ser ventajosa para la eliminacion bacteriana a través de mecanismos

inmunitarios complementarios.

En resumen, los resultados obtenidos durante esta etapa demuestran que los factores de virulencia
seleccionados de S. aureus, formulados con liposomas que combinan AG2C16, CpG-ODN y
mananos, inducen respuestas inmunes humorales y celulares significativas en vaquillonas, con un
perfil predominantemente Th1. El andlisis comparativo permiti6 identificar a las formulaciones
Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec (G3) y Lip+Man+Rec (G4) como las mas promisorias, debido a
su capacidad superior para activar un perfil inmunoldgico equilibrado. Sobre la base de este
desempefio, se seleccionaron estas dos formulaciones para evaluar su capacidad protectora frente
al establecimiento de una IIM. Por consiguiente, el siguiente capitulo detalla el desafio
intramamario experimental llevado a cabo luego del primer parto, en los animales pertenecientes

a estos grupos.
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INTRODUCCION

Anatomia estructural glandula mamaria bovina

La glandula mamaria (GM) bovina es un 6rgano exocrino altamente especializado, considerada
como una glandula sudoripara de tipo 16bulo alveolar modificada, la cual ha evolucionado para
ejercer un papel clave en la nutricion de la descendencia mediante la produccion de leche y
calostro. Estructuralmente, la ubre bovina (Figura 11) estd compuesta por cuatro glandulas
independientes denominadas cuartos mamarios (dos anteriores y dos posteriores) cada uno de los
cuales constituye una unidad funcional. A pesar de su agrupacion fisica con su propio pezon y
sistema de drenaje ductal exclusivo, existe una estricta independencia funcional entre los cuartos,
sin comunicacion interna o cruce de leche entre sus sistemas de conductos, lo que limita la
propagacién de infecciones de un cuarto a otro por via ductal. Estos se encuentran sostenidos por
un robusto aparato suspensorio compuesto principalmente por ligamentos eldsticos medianos y
laterales que delimitan cada unidad. (Nickerson & Akers, 2011; Pandey et al., 2018; Mota-Rojas
et al., 2024). El tejido funcional de cada cuarto es conocido como parénquima mamario y esta
organizado en l6bulos y lobulillos que contienen numerosas unidades microscopicas denominadas
alvéolos, las cuales constituyen las unidades fundamentales de la produccion de leche (Figura 11).
Cada alvéolo es una estructura globular, con un diametro de entre 50 y 250 pum, revestida
internamente por una sola capa de células epiteliales mamarias (MEC) de forma cuboidal. Estas
células son las responsables directas de la sintesis y secrecion de la leche, para lo cual absorben
precursores (proteinas, lactosa y grasa) de la red de capilares sanguineos que rodea la base del
alvéolo. Una vez sintetizados, estos componentes son liberados hacia el lumen alveolar, donde la
leche se almacena en los periodos entre ordefios. Durante el proceso de lactancia, el
almacenamiento de leche se distribuye entre los compartimentos alveolares (60%) y cisternales
(40%), donde la acumulacion progresiva en el lumen ejerce una presion que aplana las MEC,
sefializando la inhibicion de la sintesis lactea hasta el vaciado de la glandula. La liberacion de
leche se activa mediante el reflejo de eyeccion, donde la oxitocina estimula la contraccion de las
células mioepiteliales que rodean los alvéolos, comprimiéndolos y expulsando el contenido hacia
los conductos mayores y cisternas para su extraccion. (Nickerson & Akers, 2011; Jaswal et al.,

2022; Kumar et al., 2022)
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Glandula mamaria
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Figura 11: Imagen representativa de la estructura interna de la glindula mamaria bovina. Imagen
adaptada de Mota-Rojas et al., 2024.

Defensas de la glindula mamaria
Defensa fisica natural

El pezon es una estructura elastica de forma cilindrica o cdnica que funciona como el unico punto
de salida para la leche y, simultdneamente, como la principal via de entrada para los patogenos
hacia el interior de la glandula (Zecconi et al., 2002; Ezzat Alnakip et al., 2014). Su pared esta
revestida externamente por piel fina, la cual se caracteriza por carecer de glandulas sebaceas y
sudoriparas. En su interior aloja la cisterna del pezon, una cavidad con capacidad de entre 10 y
50 mL que se continuia con la cisterna de la glandula (Figura 11). En la base de esta cisterna, justo
antes del canal de salida, se encuentra la roseta de Fiirstenberg, una estructura de pliegues
mucosos que participa tanto en el cierre del conducto por presion como de zona de vigilancia
inmunoldgica local reclutando diferentes poblaciones de leucocitos, principalmente linfocitos y
células plasmaticas. La primera linea de defensa de la GM es el canal del pezon, que mide
habitualmente entre 5 y 13 mm de longitud. Este conducto se mantiene cerrado mecanicamente
entre ordefios gracias a un robusto esfinter de musculo liso dispuesto de forma circular y
longitudinal, el cual se contrae para evitar el escape de leche y la entrada de microorganismos.
Complementando esta barrera fisica, el canal esta relleno por un tapon de queratina, un material

ceroso que atrapa fisicamente a los microorganismos y contiene una potente mezcla de acidos
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grasos bacteriostaticos (como el laurico, miristico y linolénico) y proteinas cationicas que dafian
la pared celular de patogenos. Estos, junto a la roseta, constituyen el enlace critico entre las
barreras fisicas y el sistema inmune de la GM (Oviedo-Boyso et al., 2007; Ezzat Alnakip et al.,
2014; Pandey et al., 2018). Durante el ordefio, este tapon se elimina y el conducto se distiende,
quedando temporalmente expuesto hasta que el esfinter se contrae por completo,
aproximadamente dos horas después. Debido a la eficacia de esta barrera, la luz intramamaria se
mantiene aséptica, lo que condiciona las caracteristicas inmunologicas del epitelio mamario
(Rainard & Riollet, 2006). Si los microorganismos logran evadir esta barrera y penetrar en el
lumen, se enfrentan a un complejo entramado de factores solubles y celulares disefiados para
eliminar la amenaza de forma inmediata o especifica (Oviedo-Boyso et al., 2007; Ezzat Alnakip

etal., 2014)

Inmunidad en GM
Inmunidad innata

La inmunidad innata de la GM constituye la primera linea de defensa interna que se activa
inmediatamente después de que los patogenos logran ingresar. Este sistema se basa en la
capacidad de reconocer PAMPs mediante los RRPs como los receptores tipo Toll presentes en
células residentes y migrantes. Esta defensa se divide en componentes celulares (neutrofilos,
macrdfagos, linfocitos y células epiteliales mamarias) y humorales (lactoferrina, transferrina,
lisozima, lacto peroxidasa y miecloperoxidasa, sistemas de complemento, citocinas, quimiocinas
y péptidos de defensa del hospedador) (Wellnitz & Bruckmaier, 2021; Ezzat Alnakip et al., 2014;
Sordillo, 2018).

Componentes humorales

La respuesta humoral en la glandula mamaria bovina comprende la accion coordinada de factores
solubles y mecanismos que participan en la inmunidad innata, inhibiendo el crecimiento

bacteriano, y en la modulacion de la inflamacion (Germon & Martins, 2023).

El sistema del complemento, presente en la leche en concentraciones bajas pero funcionales,
desempefia un papel dual en la defensa de la glandula mamaria al actuar en la eliminacion directa
de patogenos y funcionar como un potente sistema de alarma inflamatoria. En glandulas mamarias
sanas, la via alternativa constituye la principal ruta de activacion. Sus funciones efectoras incluyen
la opsonizacion, mediante el depdsito de fragmentos de C3 (C3b/iC3b) sobre la superficie
bacteriana para facilitar la fagocitosis, y la formacion del complejo de ataque a la membrana
(MAC), que genera poros en los patogenos provocando su lisis osmoética. Asimismo, la liberacion
del fragmento C5a resulta crucial; esta potente anafilatoxina actiia como el principal factor

quimiotactico para el reclutamiento masivo y la activacion de neutrofilos desde el torrente
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sanguineo hacia el sitio de la infeccion (Rainard & Riollet, 2006; Shishido et al., 2012; Germon
& Martins, 2023). Por su parte, los anticuerpos naturales (principalmente IgM) de caracteristicas
poli reactivas proporcionan una vigilancia inmunoldgica inmediata, reconociendo una amplia
variedad de patogenos, con baja afinidad, pero de manera rapida, facilitando su opsonizacion
temprana y siendo a su vez potentes iniciadores de la cascada del complemento (Shishido et al.,

2012).

La lactoferrina es una glicoproteina que priva de hierro al area infectada, lo que provoca estrés
oxidativo, previene la multiplicacion y el crecimiento bacteriano, y favorece la supervivencia de
las células del hospedador. La transferrina es una proteina fijadora de hierro que llega a la leche
desde el suero sanguineo mediante transcitosis o por exudacion de plasma durante la mastitis. Su
funcién es bacteriostatica, ya que compite con los patégenos por el hierro disponible y dafia la
membrana de las bacterias Gram-negativas al alterar su permeabilidad. En cuadros agudos de
mastitis, sus niveles aumentan significativamente incluso antes que los de la lactoferrina (Rainard

& Riollet, 2006; Ezzat Alnakip et al., 2014).

La lisozimay la lactoperoxidasa son enzimas bactericidas clave en la secrecion lactea. La primera
actiia hidrolizando el peptidoglicano de la pared celular, sinergizando con la lactoferrina para
aumentar la susceptibilidad de patdégenos como los estafilococos mientras que la segunda utiliza
perdxido de hidrogeno y tiocianato para generar hipotiocianato, un potente oxidante que inhibe el
crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (Ezzat Alnakip et al., 2014; Germon

& Martins, 2023).

Por su parte, las citoquinas y quimiocinas actian como mensajeros que orquestan la respuesta
inmune en la glandula mamaria. El TNF-a y la IL-1B inician la inflamacion temprana y la
migracion leucocitaria, siendo el TNF-a el principal responsable de los sintomas sistémicos en
mastitis agudas. La IL-8 (CXCLS8) es la quimiocina critica que guia la diapédesis y el
reclutamiento de neutrdfilos hacia el lumen alveolar, mientras que la IL.-10 cumple un rol
antiinflamatorio esencial para limitar el dafio tisular y favorecer la resolucion de la infeccion

(Rainard & Riollet, 2006, Oviedo-Boyso et al., 2007, Ezzat Alnakip et al., 2014)

Componentes celulares

La defensa celular innata depende de una red de células inmunitarias (neutréfilos, macrofagos,
NK y dendriticas) que patrullan el tejido y el lumen alveolar para neutralizar la invasion (Wellnitz
& Bruckmaier, 2021). A su vez, las MEC actlian como sensores biologicos activos de la
inmunidad innata mediante receptores TLR2 y TLLR4 y la secrecion de quimiocinas (como IL-8,
CXCL1, CXCL2 y CXCL3) (Rainard et al., 2022a). Estas células epiteliales estan unidas por
uniones estrechas y conforman la barrera sangre-leche, la cual es semipermeable separando los

compartimentos lacteos del fluido extracelular y la vasculatura. En la GM sana estas uniones son
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altamente impermeables, pero durante la mastitis, la integridad de esta barrera se reduce
significativamente debido a la accion directa de los patogenos o por la influencia de citoquinas
proinflamatorias como el TNF-a y la IL-1B, que provocan la apertura facilitando la diapédesis
masiva de neutrdfilos desde la sangre hacia el lumen alveolar y permite el paso de factores
humorales protectores, como inmunoglobulinas, el sistema del complemento y proteinas de fase
aguda, para neutralizar a los invasores (Wellnitz & Bruckmaier, 2021; Rainard et al., 2022a;
Germon & Martins, 2023). Las MEC, ademas ejecutan una autodefensa mediante la sintesis y
liberacion de péptidos antimicrobianos (defensinas), entre los que destacan la proteina
antimicrobiana lingual (LAP) y el péptido antimicrobiano traqueal (TAP) cuyas propiedades
bactericidas dafian la pared celular de S. aureus y E. coli, limitando su proliferacion antes de que

se active la inmunidad adaptativa (Ezzat Alnakip et al., 2014; Germon & Martins, 2023)
Macrdfagos

Los macréfagos constituyen el tipo celular predominante en leche y tejidos en la GM sana, tanto
durante la lactancia como en el periodo seco o involucion, constituyendo entre el 35% y 80% de
los leucocitos en la leche (Ezzat Alnakip et al., 2014). Su funcién es polifacética, actuando tanto
en la respuesta inmunoldgica inmediata como en la coordinacion de la respuesta a largo plazo.
Actuan como centinelas en el parénquima mamario reconociendo patogenos a través de sus
receptores (CD14, TL2, TLR4). A su vez actuan como fagocitos profesionales ingiriendo
patogenos y elimindndolos mediante proteasas y ROS. Esta funcidn en leche se ve disminuida en
ocasiones por la ingesta de forma indiscriminada de gotas de grasa y caseina, lo que reduce su
capacidad bactericida. Su funcién mds critica se centra en secretar citoquinas proinflamatorias
(como TNF-a, IL-1B, IL-6 e 11.-12) y mediadores lipidicos (prostaglandinas y leucotrienos), los
cuales activan el endotelio vascular para permitir el reclutamiento masivo de neutréfilos. A su
vez, sirven de puente hacia la inmunidad adaptativa al procesar antigenos bacterianos y
presentarlos a los linfocitos T en asociacion con el complejo mayor de histocompatibilidad clase
IT (MHC-II). Por ultimo, participan activamente en la resolucion de la infeccion mediante la
esferocitosis, proceso por el cual eliminan neutréfilos agotados y detritos celulares, minimizando
el dafio al epitelio secretor y facilitando el retorno a la homeostasis (Rainard & Riollet, 2006;

Mosser & Edwards 2008; Ezzat Alnakip et al., 2014)
Neutrdfilos

Los neutrofilos polimorfonucleares (PMN) constituyen la segunda linea de defensa de la
inmunidad innata y son las células efectoras mas criticas durante la fase aguda de la mastitis.
Aunque su presencia es minima en la GM sana (3-26%), frente una infeccion migra masivamente
desde la sangre, llegando a representar entre el 90% y el 95% del recuento total de células

somaticas (Rainard & Riollet 2003; Ezzat Alnakip et al., 2014). Esta movilizacién depende de la
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pérdida de la integridad de la barrera sangre-leche permitiendo la diapédesis masiva (Wellnitz &
Bruckmaier 2021). La migracion de los PMN desde los capilares al lumen alveolar es un proceso
critico guiado por una cascada de sefiales moleculares que incluye IL-8 (CXCL8), CXCL3 y C5a,
que actian como quimioatrayentes reclutando y activando neutrofilos. El reclutamiento se
produce en etapas, primero, la L-selectina (CD62L) media el contacto inicial y rodamiento sobre
el endotelio, y posteriormente, las integrinas B2 (Mac-1 o CD11b/CD18) facilitan la union firme
mediante ligandos endoteliales como ICAM-1, deteniendo el movimiento. Posteriormente sucede
la transmigracion hacia el sitio de infeccion, en donde el neutrofilo puede deformarse gracias a su
nucleo multilobulado y atravesar la barrera sangre -leche (Rainard & Riollet, 2003, 2006; Oviedo-

Boyso et al., 2007; Ezzat Alnakip et al., 2014).

Los PMN actuan como las principales c€lulas efectoras responsables del reconocimiento,
fagocitosis y eliminacion de patdgenos invasores. Su arsenal bactericida opera a través de dos
mecanismos paralelos: i) sistema oxigeno-dependiente o estallido respiratorio, que utiliza la
NADPH-oxidasa y la mieloperoxidasa para generar especies reactivas de oxigeno (ROS) e
hipohalitos altamente citotoxicos, y ii) el sistema oxigeno-independiente, que libera desde sus
granulos citoplasmaticos péptidos como las defensinas, lactoferrina, lisozima y enzimas
proteoliticas como la elastasa y catepsinas Mas alla de la ingestion directa, los neutrofilos pueden
ademas formar trampas extracelulares (NETs). Sin embargo, la eficacia de los neutrofilos
disminuye drasticamente al ingresar al compartimento lacteo debido al agotamiento de sus
reservas de glucdgeno durante la diapédesis y a la ingestion indiscriminada de grasa y caseina.
Este consumo de componentes lacteos provoca un dafio estructural severo, incluyendo la pérdida
de granulos citoplasmaticos y de los pseuddpodos necesarios para la quimiotaxis. (Burston y

Erskine 2003; Rainard & Riollet, 2006; Ezzat Alnakip et al., 2014; Germon & Martins, 2023).

Investigaciones recientes demostraron que los PMN bovinos representan una poblacion
heterogénea que comprende al menos dos subpoblaciones distinguibles por la expresion de MHC-
IT (MHC-IIpos), denominada reguladores, con capacidades funcionales superiores a los clasicos
(MHC-IIneg). Estos neutr6filos MHC-IIpos poseen un arsenal bactericida mas potente,
caracterizado por una mayor produccién de ROS y una eficiencia fagocitica que se conserva
incluso tras ingresar al entorno lacteo. Actian ademas como mediadores inmunoldgicos al
acumularse en la leche durante la mastitis subclinica y correlacionarse con la presencia de
linfocitos T, lo que sugiere que desempefian un papel critico en la modulacion de la respuesta

adaptativa y la persistencia de infecciones cronicas (Rambault et al., 2023).
Natural Killer

Las NK son linfocitos granulares grandes que actian como componentes esenciales de la

inmunidad innata en la glandula mamaria. A diferencia de otros linfocitos, poseen la capacidad
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de ejercer citotoxicidad de forma independiente al MHC, lo que les permite reconocer y destruir
células infectadas o dafiadas sin una sensibilizacion previa. En el tejido mamario bovino, se ha
comprobado que tienen actividad bactericida directa contra patdgenos como S. aureus y bacterias
Gram-negativas, utilizando proteinas de la familia tipo saposina y mecanismos de lisis mediante
exocitosis de granulos. Ademas de su rol destructor, funcionan como centinelas que orquestan la
respuesta inmune al ser una fuente temprana de IFN-y. Su proliferacion y funciones efectoras son
reguladas y potenciadas por la presencia de citoquinas como laIL-2 y laIL-12 (Rainard & Riollet,

2006; Ezzat Alnakip et al., 2014).

Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa representa la segunda linea de defensa de la GM y se activa
especificamente cuando los patdgenos logran evadir o no son completamente eliminados por los
mecanismos innatos. A diferencia de la respuesta innata, este sistema se caracteriza por su alta
especificidad hacia determinantes antigénicos particulares del patdgeno y su capacidad unica para
generar memoria inmunoldgica. Esta memoria garantiza que, ante un segundo encuentro con el
mismo antigeno, el sistema desarrolle una respuesta mucho més rapida, considerablemente mas
fuerte y duradera, lo que resulta en una eliminacion del patogeno significativamente mas efectiva

(Sordillo & Streicher, 2002; Rainard et al., 2022b).

A su vez, la respuesta inmunitaria adaptativa de la GM bovina se organiza como un sistema
regional y autébnomo, funcionalmente independiente del sistema inmunitario mucosal comuin. A
diferencia de otras superficies mucosas, la GM de los rumiantes carece de tejido linfoide asociado
y de moléculas clasicas de direccionamiento (homing), como la integrina a4p7 y MadCAM-1,
por lo que el trafico linfocitario depende de mecanismos periféricos y sistémicos mediados por
adhesinas como VCAM-1 y PNAd. Esta organizacion favorece una inmunidad
predominantemente celular, en particular mediada por linfocitos T de memoria, cuya activacion
permite respuestas leucocitarias mas rapidas y amplificadas tras reexposiciones, reflejando la
existencia de una memoria inmunologica local mas relevante que la produccion de anticuerpos in
situ. Dado que cada mitad de la ubre posee un drenaje linfatico independiente, la defensa se
estructura en un eje regional en el que las células presentadoras de antigeno migran hacia ganglios
linfaticos asociados o sistémicos para activar linfocitos especificos que posteriormente retornan
al tejido. Esta autonomia inmunologica constituye una adaptacion evolutiva clave para mantener
la homeostasis mamaria, permitiendo una vigilancia eficaz frente a patégenos y limitando, al
mismo tiempo, la infiltracion de células inflamatorias inespecificas procedentes de otros

compartimentos mucosales (Rainard et al., 2022b).

Este sistema se divide en dos ramas principales que trabajan de forma coordinada: la inmunidad

celular y la inmunidad humoral (Sordillo, 2018).
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Inmunidad celular

Esta rama de la inmunidad adaptativa depende fundamentalmente de los linfocitos T (LT), los
cuales estan programados para reconocer antigenos especificos mediante receptores de membrana
tras ser presentados por moléculas del MHC por parte de las CPA profesionales. Dentro de estas
las células dendriticas (CDs) desempefian el papel mas critico, definiendo de este modo la
especificidad, diversidad y las caracteristicas de memoria del sistema inmune. Las células T
pueden subdividirse a su vez en células T af, que incluyen las células CD4+ (T colaboradoras
Th) y CD8+ (T citotdxicas Tc), y las células T yd. Las células Th pueden clasificarse ain mas
basandose en agrupaciones funcionales que incluyen Thl, Th2, Th17 y células T reguladoras

(Tregs) (Sordillo, 2018).
Células dendriticas

En la glandula mamaria, las CDs se localizan estratégicamente en los epitelios alveolar y ductal,
asi como en el tejido conectivo, funcionando como centinelas capaces de capturar antigenos que
han penetrado la barrera fisica. Una vez que procesan el patdgeno, las CDs migran a través de los
vasos linfaticos aferentes hacia los ganglios linfaticos regionales, principalmente los ganglios
supramamarios. En estos ganglios drenantes donde las CDs, reconocidas como las tnicas CPA
con la capacidad de activar eficientemente a los linfocitos T virgenes, presentan los antigenos
especificos mediante moléculas del MHC-II. Esta interaccion en los ganglios define la expansion

clonal, la diversidad y la memoria del sistema inmune (Rainard et al., 2022b).
Linfocitos T CD4+

Esta poblacion celular actia como coordinadora de la respuesta adaptativa en la GM teniendo
como funcion principal coordinar la defensa mediante la secrecion de una amplia gama de
citoquinas inmunoreguladoras tras el reconocimiento de antigenos especificos presentados por
moléculas del MHC 1I (Sordillo, 2018; Germon & Martins, 2023). Dependiendo el perfil de
citoquinas que secreten se diferencian en distintos subtipos funcionales. Las células Th1 facilitan
la inmunidad mediada por células mediante la produccion de IFN-y e IL.-2, potenciando la
capacidad destructiva de macrofagos y neutréfilos, ademas de promover la expansion clonal
linfocitaria. Por su parte, las células Th2 dirigen la respuesta humoral a través de la secrecion de
IL-4, 1L-5 e IL-10, citoquinas esenciales para la diferenciacion de linfocitos B en células
plasmaticas productoras de anticuerpos. Las células Th17 resultan fundamentales al producir IL.-
17A, 1L-17F ¢ 1L-22, las cuales median el reclutamiento masivo de neutréfilos y estimulan la
sintesis de péptidos antimicrobianos (AMPs) en las células epiteliales. Finalmente, los linfocitos
Tregs, caracterizados por la expresion de CD25 y la produccion de I1L.-10 o TGF-B, cumplen la

funcién critica de moderar la inflamacion y resolver la respuesta inmune, protegiendo asi la

82



Capitulo 2 Introduccion

integridad del tejido mamario frente a dafios colaterales excesivos (Sordillo & Streicher, 2002;

Sordillo, 2018; Rainard et al., 2022b; Germon & Martins, 2023).
Linfocitos CD8+

Por su parte los linfocitos T CD8+ desempefian un papel multifacético en la defensa de la glandula
mamaria, destacandose principalmente por su citotoxicidad especifica, mediante la cual inducen
la apoptosis de células infectadas o dafiadas que presentan péptidos derivados de antigenos
microbianos en el contexto del MHC clase 1, eliminando asi nichos bacterianos intracelulares
Ademas de esta funcion efectora, actian como células de "limpieza" (scavengers), removiendo
células secretoras envejecidas cuya persistencia aumentaria la susceptibilidad a nuevas
infecciones. Su capacidad de inmunoregulacion y supresion es igualmente critica, ya que modulan
la respuesta inflamatoria para evitar dafios colaterales. En casos de mastitis por Staphylococcus
aureus, ciertas subpoblaciones de CD8+ pueden inhibir la proliferacion de linfocitos CD4+. Estas
células también contribuyen significativamente mediante la produccion de citoquinas como [FNy,
TNFa e IL-17. Finalmente, su funciéon como células de memoria residentes integradas en el
epitelio les permite vigilar el entorno de manera constante, orquestando una respuesta inmunitaria
inmediata y el reclutamiento de refuerzos ante una reexposicion al patogeno (Sordillo & Streicher,

2002, Sordillo, 2018; Rainard et al., 2022b; Germon & Martins, 2023).

En la glandula mamaria sana, los linfocitos T CD8+ constituyen la subpoblacion linfocitaria
predominante, localizandose tanto en ¢l estroma conectivo como integrados en el epitelio ductal
para cumplir funciones homeostaticas de "limpieza" celular, mientras que los linfocitos T CD4+
se encuentran dispersos principalmente en el tejido conectivo y la ldmina propia con un fenotipo
de memoria activado (Sordillo & Streicher, 2002). Aunque en la secrecion de glandulas secas la
relacion CD4/CD8 es superior a uno, durante la lactancia normal los linfocitos T CD4+ son menos
abundantes en la leche y el parénquima en comparacion con los linfocitos CD8+. Frente a un
contexto de infeccidn por Staphylococcus aureus, la dinamica cambia drasticamente mediante un
reclutamiento masivo de linfocitos CD4+ hacia el area infectada, frecuentemente invirtiendo la
relacion CD4/CD8 a favor de los cooperadores para dirigir la respuesta adaptativa. En este
escenario, los linfocitos CD8+ activados complementan la defensa mediante citotoxicidad
especifica contra nichos bacterianos intracelulares, aunque su orientacion funcional es altamente
dependiente del estadio de la lactancia, mostrando mayor actividad supresora en el posparto. No
obstante, la eficacia de esta respuesta coordinada suele verse limitada en mastitis cronicas por S.
aureus debido a la aparicion de subpoblaciones de linfocitos CD8+ con funciones supresoras que,
sumadas a la induccion de citoquinas reguladoras como la IL.-10, inhiben la proliferacion de los

CD4+ y atenuan la inflamacion necesaria, facilitando la persistencia bacteriana y la evasion del
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sistema inmune (Sordillo & Streicher, 2002; Sordillo, 2018; Rainard et al., 2022b; Germon &
Martins, 2023).

Linfocitos Tyo

Los linfocitos T yd constituyen una poblacion celular unica y fundamental del sistema inmunitario
de los rumiantes, diferenciandose de manera significativa de los modelos humanos y de roedores
tanto por su abundancia como por sus funciones especializadas en las barreras epiteliales
(Baldwin & Telfer, 2015). En animales jovenes pueden representar hasta el 60 % de los linfocitos
mononucleares circulantes, y mantienen una presencia considerable en adultos, con proporciones
que oscilan entre el 8 y el 18 %. Estas células se dividen en dos subpoblaciones principales en
funcion de la expresion del marcador WC1. La subpoblacion WC1*, predominantemente CD2"y
CD8, circula en la sangre y migra de forma masiva hacia los sitios de inflamacion. En contraste,
los linfocitos T yd6 WC1~ expresan CD2 y CD8 y se localizan preferentemente como células
centinela en las superficies mucosales y en el epitelio intestinal (Baldwin & Telfer, 2015; Rainard
et al., 2022b). En la glandula mamaria, los linfocitos T yd actuan como un puente inmunoldgico
clave, integrando funciones de vigilancia epitelial y citotoxicidad directa con la capacidad de
reconocer patogenos a través del receptor hibrido WC1. Como efectores centrales de la inmunidad
tipo 3, estas células secretan 11.-17A e IFN-y que, entre otras acciones, favorecen la sintesis de
quemoquinas que promueven el reclutamiento masivo de neutréfilos. Paralelamente, contribuyen
al mantenimiento de la homeostasis tisular y a la resolucion de la inflamacién a través de

subpoblaciones con un perfil regulador, productoras de 1L-10 y TGF-p.
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Glandula mamaria sana Glandula mamaria infectada
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Figura 12. La glindula mamaria sana contiene pocos leucocitos, con macrdfagos ductales y algunos
linfocitos dispersos. Durante la infeccion, se produce una fuerte afluencia de células inflamatorias
(principalmente neutrdfilos, monocitos y varios tipos de linfocitos) y en infecciones cronicas pueden
formarse agregados y estructuras linfoides terciarias. Imagen adaptada de Rainard et al., 2022a.

Inmunidad Humoral

La respuesta humoral de la inmunidad adaptativa en la GM tiene como objetivo principal la
produccion de anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) especificos para neutralizar, aglutinar u
opsonizar patégenos. A diferencia de los mecanismos innatos, esta rama se caracteriza por su
especificidad antigénica y la generacion de memoria inmunoldgica, permitiendo una respuesta

significativamente mas rapida, vigorosa y persistente ante reexposiciones al mismo patogeno.

La orquestacion depende de una interaccion celular coordinada, donde los linfocitos B, mediante
sus receptores de superficie (BCR), internalizan y presentan antigenos especificos a los linfocitos
Th(CD4+) a través del MHC-II. Esta sinapsis inmunoldgica, que induce la produccion de
citocinas como la I1.-2, desencadena la proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B en dos
poblaciones criticas, las células plasmaticas y las células B de memoria. Mientras que las células
plasmaticas acttian como unidades efectoras de sintesis masiva de anticuerpos localizadas
estratégicamente en el parénquima y zonas de alta exposicion (como el pezon y la roseta de
Fiirstenberg), las células B de memoria garantizan una vigilancia de largo plazo y una respuesta
acelerada ante desafios. A diferencia de la marcada variabilidad que presentan las subpoblaciones

de linfocitos T, la proporcion de linfocitos B en la GM se caracteriza por una notable estabilidad
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funcional a lo largo de las diversas etapas del ciclo de lactancia, consolidando asi la base de la

memoria inmunolodgica local (Sordillo, 2018; Germon & Martins, 2023)
Dinamica de Inmunoglobulinas en la Glandula Mamaria

La IgG1 es el isotipo predominante en el calostro y la leche. Su presencia masiva se debe a un
transporte selectivo desde el torrente sanguineo mediante el receptor neonatal Fc (FcRn) (Ezzat
Alnakip et al., 2014; Wellnitz & Bruckmaier, 2021). Fisiolégicamente, la IgGl se une
preferentemente a los receptores Fcy de los macréfagos locales, desempefiando un papel
fundamental en las etapas iniciales de la vigilancia inmunologica y en la opsonizacion, facilitando
la fagocitosis mediada por macrofagos y neutrofilos. Por el contrario, la IgG2 mantiene
concentraciones basales muy bajas en la glandula sana, pero aumenta drasticamente durante la
mastitis al ser transportada libremente desde la sangre tras la pérdida de integridad de la barrera
sangre-leche. Esta subclase es considerada la opsonina critica para la defensa intramamaria, ya
que los neutrofilos reclutados masivamente hacia el tejido infectado aumentan la expresion de sus
receptores Fc especificos para [gG2, facilitando una eliminacion bacteriana eficiente (Hine et al.,
2019; Germon & Martins, 2023). Burton & Erskine, (2003) proponen un modelo el cual establece
una ventana critica entre las 24 y 48 horas posinfeccion, donde la carga bacteriana deberia
disminuir como resultado de una fagocitosis activamente direccionada por la IgG2. Sin embargo,
la eficacia de este mecanismo depende de que el reclutamiento celular coincida con la llegada de
niveles suficientes de esta opsonina, de lo contrario, se produce un desacople efector donde el
aumento de células somaticas es ineficaz para contener la multiplicacion bacteriana. La IgM actua
como un potente efector en las primeras etapas de la infeccion. Su estructura pentatamérica le
confiere una alta eficiencia en la aglutinacién bacteriana, la neutralizacion de toxinas y la
activacion de la cascada del sistema del complemento. Por su parte, la IgA aunque en otras
especies es la Ig predominante en mucosas, en la GM bovina tiene un rol mas localizado. Es
producida in situ por células plasmaticas glandulares y su funcién principal es el bloqueo de la
adherencia bacteriana al epitelio mamario. Cabe destacar que, en rumiantes, no actiia como una

opsonina eficiente para los neutrofilos (Sordillo & Streicher, 2002; Germon & Martins, 2023).
Inmunidad tipo 3 en GM

La inmunidad de tipo 3 (también denominada inmunidad tipo 17) engloba componentes tanto de
la respuesta inmune innata como de la adaptativa, actuando como un puente integrador entre
ambas. Su brazo innato esta representado por células linfoides innatas (IL.C3) y linfocitos yd, que
proporcionan una defensa inmediata al reconocer PAMPs. Su brazo adaptativo se basa en
linfocitos Th17 (CD4+) y Tcl7 (CD8+), los cuales confieren especificidad y memoria
inmunoldgica tras el procesamiento de antigenos por células presentadoras. La inmunidad de tipo

3 constituye un eje de defensa especializado en la proteccion de las barreras epiteliales utilizando
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como sefiales maestras las citoquinas 1L-17A, 1L-17F y 1L-22. Esta respuesta orquestada tiene
como objetivo principal el reclutamiento masivo de neutrdfilos y la estimulacion del epitelio
mamario para que produzca sus propios péptidos antimicrobianos y quimiocinas de alarma.
Mientras que las células innatas ofrecen una alerta temprana, el desarrollo de linfocitos Th17 de
memoria residente permite que la glandula responda con una velocidad y vigor mucho mayores

ante un segundo desafio (Porcherie et al., 2016; Rainard et al., 2020; Rainard et al., 2022a).

Staphylococcus aureus y su impacto en la respuesta inmune frente al desafio IM.

A pesar de la robustez de los mecanismos de defensa de la GM bovina descritos, ¢l control de [IM
por Staphylococcus aureus sigue siendo un desafio debido a la capacidad del patogeno para
establecer estados de persistencia subclinica y evasion inmunitaria. Es por esto por lo que desde
hace décadas diversos grupos de investigacion han abordado el desarrollo de vacunas contra [IM
por S. aureus, asi como diversos modelos para evaluar la eficacia vacunal. Sin embargo, los
resultados entre grupos han sido histéricamente variables e inconsistentes debido tanto a la
complejidad del patogeno, como a las variaciones entre las condiciones a las cuales se realizan

las evaluaciones (Mata et al., 2023).

Los estudios realizados bajo condiciones de desafio natural suelen presentar importantes
limitaciones estadisticas, principalmente asociadas a la baja incidencia de nuevas I[IM durante el
periodo de observacion. Esta baja frecuencia de eventos obliga a incluir un niimero muy elevado
de animales para alcanzar un poder estadistico adecuado, lo que dificulta la confirmacion de la
eficacia protectora de las formulaciones evaluadas (Knight —Jones et al., 2014; Rainard et al.,
2022a). Estas limitaciones han sido reportadas en ensayos con diferentes tipos de vacunas, donde
la variabilidad inherente al campo y la persistencia de infecciones subclinicas condicionan la

interpretacion de los resultados (Camusone et al., 2022; Vidlund et al., 2024).

Por el contrario, los modelos de desafio experimental controlado permiten evaluar de forma
directa y estandarizada la capacidad del sistema inmune para responder ante una carga bacteriana
conocida (Knight Jones et al., 2014; Rainard et al., 2021). Sin embargo, la aplicacioén de estos
modelos en animales inmunizados ha puesto de manifiesto que las vacunas actuales suelen ofrecer
una proteccion parcial, centrada primordialmente en la reduccion de la severidad clinica mas que
en la exclusion del patogeno. Si bien las estrategias de inmunizacidon pueden potenciar la respuesta
humoral sistémica, rara vez logran impedir la colonizacion inicial o prevenir de manera uniforme
el establecimiento de nuevas I[IM (Middleton, 2008). La evidencia de otros trabajos de desafio
experimental subraya esta disparidad. Mientras que algunas investigaciones reportan una
disminucion de los signos clinicos y una reduccion del RCS sin lograr disminuir la carga

bacteriana, otros estudios muestran una reduccion significativa de las unidades formadoras de
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colonias (UFC) en leche, pero sin variaciones en los niveles de inflamacion (Prenafeta et al., 2010;

Alabdullah et al., 2020)

Otro factor que influye en la variabilidad de la eficacia de las estrategias de control inmunolédgico
se relaciona con caracteristicas particulares de S. aureus. Este microorganismo no actiia como un
patégeno uniforme, sino que se organiza en diversos linajes o complejos clonales (CC) con
adaptaciones especificas al hospedador que dictan tanto su perfil de virulencia como la intensidad
de la respuesta inflamatoria resultante (Campos et al., 2022; Kerro et al., 2024). Estos CC se
definen como agrupamientos genéticos de aislamientos que comparten un ancestro comun y se
identifican mediante la tipificacion de secuencias multilocus (MLST) y han evolucionado
mediante eventos de salto de hospedador y posterior adaptacion al nicho de la glandula mamaria
bovina, incorporando factores de virulencia especificos y optimizando su metabolismo para la
persistencia en leche (Campos et al., 2022). Las diferencias en el perfil de virulencia e intensidad
sugieren que la respuesta inmunitaria es altamente dependiente de la naturaleza de las cepas
infectantes y de su capacidad de evasion. Mientras que algunas cepas inducen cuadros clinicos
severos con menor capacidad de adaptacion a la GM, los linajes adaptados al hospedador tienden
a establecer infecciones subclinicas persistentes que favorecen un equilibrio de tolerancia con el
sistema inmune (Murphy et al., 2019; Engler et al., 2022). En este pacto de persistencia, el
patogeno utiliza estrategias de evasion que permiten su supervivencia silenciosa mientras la
glandula mamaria prioriza la homeostasis y la produccion lactea, evitando respuestas
inflamatorias intensas que podrian dafiar el tejido secretor. En consecuencia, esta co-evolucion
hacia la aceptacion del patégeno hace que alcanzar una inmunidad esterilizante (la exclusion total
del microorganismo) sea extremadamente dificil en este organo, lo que explica por qué las
estrategias de inmunizacion actuales suelen ofrecer una proteccion frecuentemente parcial

(Middleton, 2008; Rainard et al., 2022a).

A esta complejidad bioldgica se suma un desafio critico en la respuesta humoral que se fue
describiendo anteriormente, que es la dindmica diferencial de las inmunoglobulinas en la leche.
Mientras que la IgG1 es el isotipo predominante en GM sanas debido a su transporte selectivo via
FcRn, su funcion se centra en la vigilancia inicial y opsonizacion para macréfagos. Por el
contrario, la IgG2 es considerada la opsonina critica para la eliminacion eficiente del patégeno
por parte de los neutréfilos, pero su ingreso a la glandula es restringido y depende de una
inflamacion masiva que permita la exudacion de plasma desde la sangre. Un sesgo en la respuesta
hacia la mayor produccién de IgG1, puede producir un desacople efector, un reclutamiento
masivo de células somaticas que, al carecer de niveles suficientes de IgG2 especifica en el lumen

alveolar, resultan ineficaces para eliminar al patogeno.
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En el presente capitulo se utiliz6 un modelo de desafio experimental controlado en vaquillonas
de primer parto, utilizando la cepa Staphylococcus aureus para evaluar la capacidad protectora y
la respuesta inmunologica local inducidas por dos formulaciones vacunales experimentales con
adyuvantes liposomales (Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec y LiptMan+Rec). Mediante una
estrategia de inmunizacion que incluye un refuerzo preparto, se buscO contrarrestar la
inmunosupresion fisioldgica asociada al periparto y establecer una barrera humoral y celular
activa al inicio de la lactancia. A través de la caracterizacion de la dindmica de inmunoglobulinas
(IgG1/1gG2), del perfil de citoquinas y de la reorganizacion de las poblaciones celulares en leche
(CH138A+, CD4+ y CD8+) posteriores a la infeccion, se busco determinar si estas estrategias
inmunogénicas son capaces de alterar el estado de persistencia bacteriana y potenciar la capacidad

efectora de la glandula mamaria.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar la respuesta inmune y capacidad de proteccion generada en vaquillonas por la
inmunizacion con las formulaciones vacunales seleccionadas previamente y luego de un desafio

experimental por via intra-mamaria.
Objetivos particulares

1- Evaluar la respuesta inmune humoral sistémica inducida por cada formulacion vacunal luego
de un refuerzo preparto en vaquillonas lecheras.

2- Disefiar un esquema de infeccion intra-mamaria experimental en vaquillonas lecheras.

3- Determinar la capacidad protectora de las formulaciones vacunales frente a la infeccion

intramamaria experimental.

4- Evaluar la respuesta inmune humoral en gldndula mamaria luego de la infeccion
experimental.
5- Caracterizar la dinamica de las poblaciones celulares en la glandula mamaria luego de la

infeccion experimental.
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MATERIALES Y METODOS

1. Ensayo piloto para la seleccion de la cepa de Staphylococcus aureus

1.1. Cepas de Staphylococcus aureus

Las cepas de Staphylococcus aureus empleadas en el presente estudio fueron aisladas a partir de
casos de 1IM en bovinos y su caracterizacion molecular ha sido reportada previamente (Camussone
et al., 2022). Se utilizaron dos cepas aisladas originalmente de I1IM en vaquillonas de primera

lactancia (Camussone et al., 2022):

- Cepa S. aureus 26L, caracterizada como Complejo Clonal (CC) 97, aislada de una IIM
subclinica persistente.
- CepasS. aureus 9L, caracterizada como CC1, aislada de una I[IM transitoria (aislamiento por
unica vez durante toda la primera lactancia).
Las caracteristicas moleculares de ambas cepas, incluyendo el CC, el Tipo de Secuencia (ST), el

grupo agr'y el tipo de capsula (CP), se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Resumen de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas de S. aureus utilizadas en este
estudio

26L agrl Cp5 CcC97/ 812187 Persistente

9L agrlll Cp8 CC1/STI Transitoria

La preparacion de las suspensiones bacterianas se realizé siguiendo un protocolo estandarizado. En
primer lugar, las cepas se reactivaron a partir de stocks conservados a -80 °C mediante su siembra
en placas con agar Columbia suplementado con 5% de sangre bovina las cuales fueron incubadas a
37 °C durante 24 horas en condiciones aerobias. Las bacterias se colectaron con un hisopo y se
resuspendieron en PBS 1X estéril. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas en PBS estéril
hasta alcanzar una concentracion final aproximada de 100 UFC/mL. Finalmente, la concentracion
de las suspensiones se verifico mediante recuento bacteriano en agar Columbia suplementado con

5% de sangre bovina, por el método de microgota (Naghili et al., 2013).
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1.2.  Ensayo piloto de infeccion experimental.

Previo al ensayo principal de infeccion experimental, se disefid un ensayo piloto cuyo objetivo fue
seleccionar una cepa de S. aureus, con capacidad para inducir una I[IM de tipo subclinico que logre
representar o simular las infecciones persistentes. Para ello, se utiliz6 una vaca multipara con cinco
partos previos, perteneciente al rodeo del Tambo Experimental de la Estacion Experimental
Agropecuaria del INTA Rafaela, cuyos cuatro cuartos mamarios cumplian con los requerimientos
indicados (seccion 2.2). En dos de los cuartos se inoculd, de manera intramamaria (seccion 2.4) 1
mL de suspension de cada cepa de S. aureus (26L o 9L) ajustada a una concentracion final de 100
UFC/mL. Un tercer cuarto se utilizd como control negativo, siendo infundido con 1 mL de PBS
estéril, mientras que el otro cuarto se mantuvo sin inocular. Se tomaron muestras de leche de cada
cuarto mamario durante 7 dias, las cuales se usaron para realizar las correspondientes

determinaciones de bacteriologia y RCS (seccion 2.7y 2.9).

2. Ensayo de inmunizacion e Infeccion experimental

2.1.  Animales e Inmunizacion refuerzo al preparto

Se partid de 24 vaquillonas primiparas del rodeo del Tambo Experimental de la Estacion
Experimental Agropecuaria del INTA Rafaela, provenientes del estudio de inmunizacion descrito en
el Capitulo 1. En esta etapa se trabajo unicamente con los animales pertenecientes a tres grupos
experimentales: grupo control sin tratamiento (C1, n = 8), grupo Lip+CpG-ODN+AG2-C16+Rec
(G3, n = 8) y grupo Lip+Man+Rec (G4, n = 8). Los animales de los grupos G3 y G4 recibieron un
segundo refuerzo (administrado al preparto), consistente en la aplicacion de 2 mL/dosis en la region
cervical (tabla del cuello), administrado 30 dias antes de la fecha probable de parto. Con el fin de
evaluar la respuesta inmunitaria, se realizaron extracciones seriadas de sangre mediante puncion de
la vena coccigea a intervalos semanales. Las muestras fueron procesadas para la obtencion de suero

y conservadas a -20 °C hasta su posterior analisis.

2.2.  Seleccion de animales para desafio experimental.

Para la etapa de desafio experimental, desde el momento del parto y de manera semanal hasta la
fecha del desafio intramamario, se realiz6 un seguimiento individual a las 24 vaquillonas incluidas
en el estudio. Esto incluyé la palpacion clinica de las ubres y la toma de muestras de leche en

condiciones asépticas para el aislamiento bacteriano y la determinacion del RCS.
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Los cuartos mamarios aptos para el desafio se definieron segun criterios de sanidad estrictos: RCS
inferior a 100.000 células/mL; ausencia de IIM por patdgenos mayores (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Staphylococcus coagulasa positivo); ausencia de patdogenos menores, como
Staphylococcus coagulasa-negativos. Para la inclusion en el estudio, cada animal debia presentar al
menos dos cuartos mamarios que cumplieran simultaneamente con estos criterios. Con base en estos
criterios, se seleccionaron 21 vaquillonas pertenecientes a: grupo control sin tratamiento (C1, n=7),
grupo inmunizado con Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec (G3, n = 7) y el grupo inmunizado con
Lip+tMan+Rec (G4, n = 7).

2.3.  Desafio intramamario experimental

El ensayo principal se llevd a cabo con las 21 vaquillonas seleccionadas (seccion 2.2), Durante todo
el periodo del estudio, los animales permanecieron alojados en el lote de enfermeria de la unidad
experimental, lo que permitié un manejo controlado y redujo el riesgo de diseminacion accidental
de la infeccion durante las rutinas de ordefie. Cabe sefialar que, a pesar de su traslado, las vaquillonas
recibieron la dieta habitual asignada a su lote original, a fin de evitar alteraciones nutricionales que
pudieran influir sobre la respuesta inmune. El ordefie se efectud en dos turnos diarios, siguiendo las
practicas de rutina establecidas en el tambo experimental.

Cada animal fue inoculado al dia 30 posterior al parto preferentemente en dos cuartos mamarios
contralaterales (Al: anterior izquierdo, PD: posterior derecho), los cuales recibieron 1 mL de una
suspension bacteriana de la cepa de S. aureus 26L, ajustada a una concentracidon aproximada de 100
UFC/mL (seccién 2.4). De esta manera, se obtuvieron 14 unidades experimentales por grupo. Como
controles, un tercer cuarto de cada animal recibiéo 1 mL de PBS 1X estéril, mientras que el cuarto
restante no fue inoculado, sirviendo como control interno. El esquema de desafio experimental,

incluyendo los parametros evaluados, se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Esquema general del modelo de desafio intramamario con S. aureus.

2.4. Técnica de infusion intramamaria

La técnica de infusion intramamaria se realizo luego del ordefie del turno tarde. Consistio en la
desinfeccion previa de la punta de los pezones con alcohol al 70 %, seguida de la administracion de
la suspension a través del canal del pezon, utilizando una canula estéril conectada a una jeringa
desechable, que se introdujo parcialmente en el canal del pezdn para minimizar el riesgo de lesiones.
Una vez completada la infusion, el pezoén fue masajeado suavemente en direccion dorsal para
favorecer la distribucion de la suspension en la cisterna del cuarto, y se procedi6 a la desinfeccion

final con una solucidn desinfectante a base de yodo al 0,5 % (Schukken et al., 1999).

2.5. Procedimientos de muestreos

Se tomaron muestras de leche de cada cuarto alos 0, 1,2 ,3 4,5, 6,7, 14, 21 y 28 dias post infusion
(pi). En primera instancia se tomaron 5 mL de leche en viales estériles para analisis bacteriologico.
Luego se tomaron aproximadamente 40 mL de leche en tubos tipo Falcon de 50 mL para RCS,
evaluacion de anticuerpos y citoquinas. Finalmente, se tomaron 40 mL de leche de cada cuarto
desafiado en un tubo Falcon estéril, para citometria. Todas las muestras fueron recolectadas en forma
aséptica siguiendo procedimientos estandar (Oliver et al., 2004) durante el ordefio de la tarde. Luego
del muestreo, los pezones de las vaquillonas se sumergieron en una solucion antiséptica conteniendo

0,5% de yodo disponible.
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Tabla 9. Esquema de muestreos

Dias -7 0 1 2 3 4 5 6 7 14 21 28
relativos al
desafio
Muestras RCS Bac Bac Bac Bac Bac Bac Bac Bac Bac Bac Bac
leche Bac RCS RCS RCS RCS RCS RCS RCS RCS RCS RCS RCS
Acs Citoq Citom Citoq Citom Acs Acs Acs
Citoq Citom Citoq Citom Citom
Citom

Referencias: RCS (Recuento de células somaéticas); Bac (Bacteriologia); Acs (Anticuerpos); Citoq
(Citoquinas); Citom (subpoblaciones celulares evaluadas por Citometria)

2.6.  Evaluacion del progreso de la infeccion y capacidad de proteccion

Desde el momento de la infusion hasta los 28 dias posteriores, cada vaquillona fue monitoreada
diariamente con el fin de registrar el estado general, el apetito, la produccion de leche y la eventual
aparicion de signos clinicos compatibles con inflamacion de la glandula mamaria.

Ademas, se llevo a cabo una exploracion clinica de las glandulas mamarias, evaluandose tanto el
aspecto de la secrecion lactea como las caracteristicas de la glandula, siguiendo una escala clinica
adaptada de Middleton et al., (2006) (MO: leche normal sin cambios manifiestos; M1: cambios
microscopicos manifiestos (presencia de grumos de distinto color y tamafio) sin inflamacion de la
GM; M2: cambios manifiestos en la secrecion lactea, acompafiados de inflamacion de la GM). El
monitoreo de signos clinicos de inflamacion en el cuarto mamario experimental, asi como de
cambios macroscopicos en la leche, fue realizado mediante evaluaciones diarias durante el periodo
post inoculacion. Estos pardmetros se consideraron como criterios de alerta para la aplicacion de un
tratamiento antibidtico inmediato, con el objetivo de priorizar en todo momento la salud y el
bienestar de los animales incluidos en el ensayo.

La IIM por S. aureus se definié6 como dos muestras de leche consecutivas o intercaladas con
identificacion bacteriologica positiva de S. aureus (seccion 2.7) con aislamiento de un
microorganismo con idéntico pulsotipo (PT) (seccion 2.8), segiin las metodologias descriptas a

continuacion.

2.7.  Examen bacterioldgico

Las muestras de leche se analizaron mediante métodos bacterioldgicos estandar (Oliver et al., 2004).
Se sembraron 100 ul. de leche en placas con agar Columbia suplementado con 5% de sangre bovina,
incubando 24 h a 37 °C en aerobiosis. Se revisé el crecimiento a las 24 y 48 h. La identificacion
fenotipica se basé en morfologia colonial, tincién de Gram, prueba de catalasa y coagulasa en tubo

con plasma de conejo. La presencia de una colonia coagulasa-positiva fue considerada identificacion
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positiva. [L.as muestras con tres o mas especies bacterianas distintas (basadas en morfologia colonial)
fueron consideradas contaminadas. Los aislamientos fueron conservados a —80 °C en BHI-glicerol

al 20% hasta su uso.

2.8. Caracterizacion genotipica (PFGE)

La clonalidad de los aislamientos de S. aureus recuperados de las muestras de leche se evalud
mediante Electroforesis en campo pulsante (PFGE), segin descripciones previas (Camussone et al.,
2020). En resumen, se cultivaron los S. aureus aislados, asi como S. aureus 26L., y suspensiones de
estos se inmovilizaron en plugs (tacos) de agarosa. Sobre ellos se realizd la extraccion de ADN
genomico, mediante lisis enzimatica. E1 ADN cromosémico se digirié con la endonucleasa de
restriccion Smal (Promega) a 25 °C durante 17 h. y los fragmentos obtenidos se corrieron en un
equipo CHEF-DR II (BioRad Laboratories, EE. UU.; Camussone et al., 2020). Los patrones de
bandas obtenidos se analizaron mediante la construccion de una matriz binaria donde se asignd "1"
a la presencia de banda y "0" a su ausencia. A partir de esta matriz, se calculd la similitud entre
aislamientos mediante el coeficiente de Dice y se construy6 un dendrograma utilizando el algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) en el software R version 4.5.0.

Los aislamientos con >80% de similitud se consideraron del mismo clon/pulsotipo (PT).

2.9. Recuento de células somdticas en leche.

Las muestras de leche para RCS fueron preservadas con azidiol (0,3%), almacenadas a 4 °C y
analizadas dentro de las 24 h en un laboratorio comercial (Laboratorio Regional de Servicios
Analiticos, Esperanza, Argentina) con contador automatico (Somacount 300, Bentley Instruments,

EE. UU.).

2.10. Tratamiento final de animales infectados

El protocolo de tratamiento de cuartos infectados al final del ensayo consisti6 en la aplicacion de 2
jeringas intramamarias por cuarto de rifaximina/cefacetril (Cefaximin-L, FATRO) cada 12 hs
durante 3 dias consecutivos. La cepa utilizada mostr6 susceptibilidad in vitro a esta formulacion

antibidtica.
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3. Evaluacion de la respuesta inmune
3.1.  Respuesta humoral

3.1.1. Niveles de IgG especificas a los antigenos vacunales

La produccion de anticuerpos especificos en leche frente a los antigenos recombinantes rFnbpA,
rCIfA, rAty Bt se evalué mediante ensayos de ELISA indirecto para los isotipos IgG, 1gG1 e 1gG2,
siguiendo la metodologia descripta por Reidel et al., (2019), con algunas adaptaciones. Inicialmente
las muestras de leche fueron desgrasadas mediante centrifugacion a 5000 rpm x 30 minutos. Se
obtuvieron alicuotas de los sobrenadantes y se almacenaron a —20 °C hasta su posterior analisis.

Se emplearon placas de 96 pocillos de fondo plano (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania),
las cuales fueron sensibilizadas con 0,5 pg de cada proteina recombinante por pocillo, diluidas en
tampdn carbonato-bicarbonato (pH 9,6), e incubadas durante 2 h a 37 °C. Finalizada esta etapa, los
sitios de union no especificos fueron bloqueados con una solucion al 5% p/v de leche de cabra
descremada en polvo disuelta en PBS. Posteriormente, se incub6d con los sueros de leche,
previamente diluidos 1:25 en PBS suplementado con 1% p/v de leche descremada en polvo. Para la
deteccion, se emplearon anticuerpos especificos: anti-IgG bovina (Sigma-Aldrich) y anti-IgG1
bovina (BioRad Laboratories, CA, USA), ambos conjugados con peroxidasa de rdbano picante
(HRP), y un anticuerpo monoclonal de ratéon anti-IgG2 bovina (Sigma-Aldrich), seguido de un
anticuerpo secundario anti-IgG de ratén, también conjugado con HRP (Jackson ImmunoResearch
Inc., EE.UU.). Todas las incubaciones se realizaron a 37 °C durante 1 h, con lavados intermedios de
tres ciclos tras cada paso, utilizando PBS suplementado con Tween-20 al 0,05%, con el fin de
eliminar uniones inespecificas. El revelado se efectué mediante la adicion TMB (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.), y la reaccidén enzimatica se detuvo con 4cido sulfurico 0,5 N.
Finalmente, la lectura de la DO se realizo a 450 nm en un lector de placas (Infinite F50, Tecan

Trading AG, Suiza). Los resultados se expresaron como valores de DO obtenidos para cada muestra.

3.1.2.  Niveles de IgG especifica para la cepa S. aureus 26L

Se evaluo también la produccion de IgG especifica en leche frente a un lisado de Staphylococcus
aureus 26 L, mediante ensayos de ELISA indirecto, utilizando las mismas muestras de leche
descriptas previamente. El antigeno utilizado consistid en un lisado bacteriano obtenido mediante
sonicacion y emulsificacion de cultivos de S. aureus 26 L. Para el ensayo, se emplearon placas de
96 pocillos de fondo plano (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Alemania), las cuales fueron
sensibilizadas con lisado proveniente de 1 x 10° UFC de S. aureus 26 L por pocillo, diluido en
tampdn carbonato-bicarbonato (pH 9,6), e incubadas durante 2 h a 37 °C. Finalizada esta etapa, los

sitios de union no especificos fueron bloqueados con una solucion de gelatina porcina al 1% p/v
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disuelta en PBS. A continuacion, se incubd con los sueros de leche previamente diluidos 1/50 en
PBS. Para la deteccion de IgG especifica se utilizé el anticuerpo: anti-IgG bovina conjugado a HRP
(Sigma-Aldrich). Todas las incubaciones se realizaron a 37 °C durante 1 h, con lavados intermedios
de tres ciclos tras cada paso, utilizando PBS suplementado con Tween-20 al 0,05%, con el fin de
eliminar uniones inespecificas. El revelado se realizd acorde a lo detallado previamente (seccion

3.1.1).

3.2.  Respuesta celular

3.2.1. ELISA para deteccion de citoquinas en leche

Las muestras de leche fueron desgrasadas mediante dos centrifugaciones consecutivas (2000 x g, 10
min; 18000 x g, 30 min) a 4 °C. Los sobrenadantes obtenidos se dividieron en alicuotas y se
almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis.

La determinacion de los niveles de citoquinas se realizé utilizando kits comerciales de ELISA para
IL-1B (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU), IL-8, 11.-4, 11.-17 ¢ IFN-y (MAbtech AB,
NackaStrand, Suecia), de acuerdo con las instrucciones de los fabricantes.

Las concentraciones se determinaron en funcion de curvas estdndar generadas con citoquinas

recombinantes provistas en los kits, y los resultados fueron expresados en pg/mL.

3.2.2. Andlisis poblacional de células somadticas en leche

3.2.2.1. Procedimiento para la extraccion de células de leche

Las muestras de leche fueron conservadas en refrigeracion hasta su procesamiento, a fin de evitar la
adherencia y pérdida de macrofagos. Para el aislamiento celular, se colocaron 25 mL de leche en
tubos Falcon de 50 mL, los cuales fueron diluidos en igual volumen de PBS 1X estéril frio.
Posteriormente, se realiz6 una centrifugacion a 400 x g durante 10 minutos a 4 °C. Una vez
finalizado este paso, se retird cuidadosamente la capa de grasa depositada en la parte superior de los
tubos con una espatula estéril, evitando que se mezclara con el sobrenadante. El pellet celular
obtenido se conservo y el sobrenadante fue eliminado procurando no perturbar el sedimento. El
pellet fue resuspendido en 5 mL de PBS 1X estéril mediante pipeteo suave. La suspension celular se
completd a un volumen final de 40 mL con PBS 1X estéril y se centrifugé nuevamente en las mismas
condiciones (400 x g, 10 minutos, 4 °C). Este procedimiento de lavado se repitié tres veces,
descartando el sobrenadante en cada ciclo. Finalmente, el pellet se resuspendid en 1 mL de PBS 1X

estéril.
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La concentracion y viabilidad celular fueron determinadas en cdmara de Neubauer, utilizando azul
de tripan como colorante de exclusidn, contabilizando Unicamente las células viables o refringentes,

que no incorporaron el colorante.

3.2.2.2. Titulacion y marcacion de células somdticas en leche

Las células sométicas aisladas de leche fueron lavadas con PBS 1X y posteriormente resuspendidas
en buffer FACS. A continuacion, se procedio a la marcacion inmunoldgica de las células utilizando
diferentes anticuerpos monoclonales, de acuerdo con los objetivos especificos del ensayo.

Para la identificacion y cuantificacion de las poblaciones de células inmunes (linfocitos T CD4+, T
CD8+ y granulocitos) se empled un panel de anticuerpos especificos. Los anticuerpos primarios
utilizados incluyeron anti-CD4 y anti-CD8, especificos para la deteccion de las subpoblaciones de
linfocitos T, y el anticuerpo anti-CH183A, dirigido a la poblacion de granulocitos. Es importante
sefialar que la deteccion de anti-CH183A se realizé mediante un protocolo de tincion indirecta que
requirié la incubacidn adicional con un anticuerpo secundario anti-IgM. La lista completa de
anticuerpos, incluyendo clones, conjugados y fabricantes, se detalla en la Tabla 10. Las diluciones
de trabajo fueron optimizadas segtin las recomendaciones del fabricante y ensayos preliminares:
anti-CD4 se utilizé a una dilucién 1/20, anti-CD8 a una dilucion 1/300, anti-CH183 A a una dilucion
1/1000 y anti-mouse IgM una dilucion a 1/400.

El procedimiento de marcacion se realizo integramente en frio y en oscuridad, siguiendo los pasos
que se detallan a continuacion. Se prepararon alicuotas de 1 x 10° células en tubos Eppendorf
estériles, se centrifugaron durante 5 minutos a 2000 rpm y se elimin6 el sobrenadante, dejando un
pequeilo volumen para resuspender el pellet. A cada tubo se le adicioné 25 pL de la dilucion de
anticuerpo correspondiente, en buffer FACS, y se incub6 durante 30 minutos. En los casos en que se
requirio6 el uso de un anticuerpo secundario, se repitié el proceso de centrifugacion, resuspension e
incubacion bajo las mismas condiciones.

Tras la incubacion, se lavaron las muestras con 500 pL. buffer FACS mediante centrifugacion, y las
células fueron resuspendidas en buffer FACS suplementado con 1% de formaldehido. La fijacion se
realizd durante 15 minutos. Posteriormente, se centrifugaron nuevamente a fin de recuperar las
células fijadas y, finalmente, se resuspendieron en 300 ul de buffer Focusin fluid (Fluido de enfoque,
AttuneTM, Thermo Fisher Scientific). Finalmente, los datos de fluorescencia se adquirieron en el
citometro de flujo (Attune NxT, Life Technology). El analisis de las poblaciones celulares se realizo
utilizando el software FlowJo V 10.5.0 (TreeStar Inc., Ashland, USA) y se basd en la utilizacion del
principio de “gating” o delimitacion de regiones y en las correspondientes marcas. En la Figura 14

se muestra la estrategia de gating utilizada para el analisis.
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Tabla 10. Anticuerpos utilizados para caracterizar poblaciones celulares en leche

Materiales y métodos

CD4 Primario Bovino PE Invitrogen MAS528361
(Linfocito) Monoclonal CC8
CD8 Primario Bovino ALEXA BIORAD MCAS837A6
(Linfocito) Monoclonal FLUOR® 47

CCe63 647
CHI138A Primario Bovino S/C Kingfisher WSCO0608B-
(granulocitos) Biotech 100
IgM anti Policlonal PE Invitrogen M31504
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Figura 14. Grdficos representativos correspondientes a la estrategia de gating utilizada para la identificacion
de subpoblaciones leucocitarias en muestras de leche mediante citometria de flujo. (4) Seleccion de singletes
o células individuales mediante un diagrama FSC-A vs FSC-H. (B) Identificacion de linfocitos totales basada
en pardametros de tamaiio y complejidad celular relativa en un diagrama FSC-A vs SSC-A. (C) Dot plot
representativo que muestra la frecuencia de las subpoblaciones de linfocitos T CD4 y T CDS. (D)
Identificacion de granulocitos totales en un diagrama FSC-A vs SSC-A. (E) Dot plot representativo de la
frecuencia de granulocitos mediante la expresion del marcador CHI138A. Sofiware FlowJo V 10.5.0 (TreeStar

Inc., Ashland, USA).
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4. Tratamiento estadistico
El analisis estadistico se realizo con el programa GraphPad Prism version 8.0.1 para Windows

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com). En primer lugar, se evalud la

normalidad de los datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, junto con la prueba de
esfericidad para las variables medidas en el tiempo. Debido al incumplimiento de estos supuestos,
se emplearon métodos no paramétricos y los resultados se reportaron como mediana + rango
intercuartil (RI).

Para el analisis de medidas repetidas a lo largo del tiempo dentro de cada grupo, se aplicd la prueba
de Friedman para evaluar las tendencias temporales globales. Las comparaciones de variables entre
los diferentes grupos de tratamiento en cada punto temporal se realizaron mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, seguida de la prueba de comparaciones multiples de Dunn para identificar
diferencias especificas entre pares. En todos los casos, se considerd un nivel de significancia de p <
0.05.

Las diferencias en la proporcion de cuartos desafiados infectados entre grupos se analizaron

mediante la prueba exacta de Fisher, considerando diferencias significativas cuando p < 0.05.

5. Consideraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados conforme a la "Guia para el cuidado y
uso de animales agricolas en la investigacion y docencia" (FASS, 2010), y aprobados por el Comité
de Etica y Seguridad del Centro Regional Santa Fe del INTA (CICUAE, N.° 21-0120; 6 de junio de
2021), asi como por el Comité de Etica y Seguridad en la Investigacion de la Facultad de Bioquimica

y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral (CE2021-35; 16 de marzo de 2021).
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RESULTADOS

El presente capitulo describe el desafio experimental realizado para evaluar la capacidad protectora
de las formulaciones vacunales seleccionadas frente a una infeccion intramamaria experimental por
Staphylococcus aureus. Para esta etapa se emplearon dos formulaciones basadas en liposomas
cationicos (Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec y LiptMan+Rec) previamente caracterizadas en el
capitulo anterior, ¢ identificadas como las mas promisorias por su capacidad para inducir respuestas
humorales y celulares sostenidas frente a los antigenos recombinantes evaluados. Las vaquillonas
inmunizadas recibieron un refuerzo preparto administrado aproximadamente seis meses después de
la tercera dosis (un mes antes de la fecha probable de parto), con el objetivo de reactivar la memoria
inmunoldgica antes de la lactancia. El grupo control estuvo constituido exclusivamente por animales
no inmunizados, lo que permiti6 establecer comparaciones directas tanto en la respuesta inmune

como en los pardmetros asociados a la infeccion.

1. Respuesta inmune a la inmunizacion preparto

1.1. Niveles de IgG especifica contra antigenos recombinantes en suero

Tras la aplicacion del refuerzo preparto en las vaquillonas prefiadas, se evidencié una respuesta
humoral diferencial entre los grupos inmunizados y el grupo control no inmunizado frente a los
antigenos recombinantes evaluados (Figura 15). Las comparaciones realizadas a lo largo del tiempo
se realizaron utilizando la prueba de Friedman. Ambos grupos inmunizados (Lip+CpG-
ODN+AG2C16+Rec y Lip+tMan+Rec) presentaron un incremento marcado en los niveles séricos de
IgG especificas para rAt, rBt y rCIfA (p < 0,05). Estos niveles se sostuvieron hasta los 30 dias post
inoculacion, periodo que coincidid con las fechas en las que ocurrieron los partos de las vaquillonas

(entre los dias 15 y 30).

Las diferencias estadisticas entre grupos en puntos de tiempo especificos (dias 0, 15 y 30) se
analizaron utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la correccion de Dunn para
comparaciones multiples. Al momento de la aplicacion del refuerzo, el grupo Lip+CpG-ODN+AG2-
C16+Rec, evidenci6 niveles significativamente superiores que el control sin inmunizar para rAt, rBt
y rCIfA (p < 0,05) mientras que el grupo Lip+tMan+Rec solo para rAt (p < 0,05). Posteriormente Los
niveles de anticuerpos frente a rAt, rBt y rCIfA fueron significativamente superiores en los grupos
inmunizados, con respecto al control con distintos grados de significancia estadistica en ambos
tiempos evaluados (15 y 30 dias) (p < 0,05 - p <0,001) (Figura 15A—C). En contraste, la respuesta

dirigida contra rFnbpA mostré incrementos mas moderados, alcanzando solo diferencias
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significativas respecto del grupo control unicamente en el grupo Lip+CpG-ODN-+AG2C16+Rec a
los 15 (p <0,05) y 30 dias (p < 0,01) (Figura 15D) post refuerzo.

Cabe destacar que no se observaron diferencias significativas en los niveles de IgG entre los dias 15
y 30 post inmunizacion, para ambos grupos inmunizados, lo que indica una respuesta humoral
sostenida durante la transicion hacia el parto, etapa critica para la susceptibilidad a infecciones
intramamarias. En todos los casos, los animales del grupo control mantuvieron valores basales de

IgG, confirmando la ausencia de respuesta humoral especifica en ausencia de inmunizacion.
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Figura 15. Niveles séricos de IgG especificas frente a los antigenos recombinantes rAt, rBt, rCIfA y rFnbpA
determinados ftras la aplicacion del refuerzo preparto en vaquillonas pertenecientes a los grupos
experimentales. Los sueros se evaluaron en una dilucion de 1/1000. La flecha en el grafico indica el momento
de inoculacion al pre parto. Los datos se expresan como mediana + rango Inter cuartil (RI). La significancia
estadistica se determiné mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. p < 0.05 (*) y
p < 0.01 (**) se consideraron diferencias significativas respecto al grupo no inmunizado.
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1.2.

Niveles de IgG1 e IgG2 especifica contra antigenos recombinantes en suero.

Resultados

Asimismo, se evaluaron los niveles séricos de las subclases de inmunoglobulinas 1gG1 e IgG2

especificas para los cuatro antigenos recombinantes, a los 15 dias posteriores a la aplicacion del

refuerzo preparto (Figura 16). La respuesta humoral de tipo IgG1 evidencid una clara estimulacion

en los animales pertenecientes a los grupos inmunizados. En comparacion con el grupo control, el

grupo Lip+Man+Rec alcanz6 diferencias estadisticamente significativas para todos los antigenos

(rAt, rCIfA y rFnbpA p < 0,05; Bt p < 0,01). En el grupo Lip+ODN-CpG+AG2C16+Rec, los

aumentos resultaron significativamente superiores al grupo control solo para los antigenos rAt (p <

0,05) y rCIfA (p < 0,05).

En relacion con la subclase IgG2a, ambas formulaciones inmunogénicas indujeron un incremento

significativo en los niveles séricos de anticuerpos especificos frente a los antigenos rAt, rBt y rCIfA,

en comparacion con el grupo no inmunizado (p < 0,01) (Figura 16). No se detectd produccion de

IgG2 especifica frente al antigeno rFnbpA en ninguno de los grupos inmunizados. En el grupo

control, los niveles de esta inmunoglobulina se mantuvieron en valores basales para todos los

antigenos evaluados.
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Figura 16. Niveles séricos de IgG1 e IgG?2 especificas frente a los antigenos recombinantes rAt, rBt, rCIfA
y rFnbpA, determinados 15 dias posteriores a la aplicacion del refuerzo preparto en vaquillonas de los
grupos experimentales. Los sueros se probaron en una dilucion de 1/1000 para IgG1 y 1/500 para IgG2
Las barras representan la mediana + RI. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba de Kruskal-
Wallis seguida del test de comparaciones muiltiples de Dunn. Diferencias significativas respecto al grupo
control sin inmunizar: *p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001
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2. Seleccion de una cepa de S. aureus para el modelo de infeccion intramamaria subclinica.

Previo al estudio de infeccion experimental en los animales seleccionados, se realizé un ensayo
piloto, en el cual se evalud el comportamiento de dos cepas distintas de Staphylococcus aureus. Para
ello, una vaca de 5 lactancias se inocul6 en un cuarto con 100 UFC de la cepa 26L y otro con la
misma cantidad de la cepa 9L. El monitoreo de los cuartos mamarios post infeccion evidencio
diferencias marcadas en la dindmica de infeccion entre ambas (Figura 17). La cepa S. aureus 26L fue
capaz de establecer una infeccion subclinica controlada, sin provocar alteraciones macroscopicas en
la leche ni inflamacion de la glandula mamaria durante los primeros dias post-infeccion (dpi) (escala
clinica M0), demostrando su capacidad de generar una infeccion subclinica a la concentracion de
indculo establecida. En este caso, se recuperaron bacterias en leche a partir del cuarto dpi (0.69 Log!®
UFC/mL)y se observo un incremento moderado de RCS (5.93 Logio cel/mL) y posterior disminucion
hacia el dia 7 pi. Por el contrario, en el cuarto inoculado con la cepa S. aureus 9L, se observo el
recupero bacteriano a partir del dia 2 pi (1.51 Logio UFC/mL) y un aumento del RCS a partir del dia
2 pi (5.96 Logio cel/mL), que continud elevandose progresivamente hasta el dia 7 pi (2.69 Logio
UFC/mL, 7,22 Logio cel/mL), momento en que se evidenciaron cambios macroscdpicos en la leche,
a través de la presencia de grupos junto con inflamacion del cuarto afectado (escala clinica M2). En

ese momento se detuvo el ensayo y se abordo el tratamiento del animal.

En funcion de estos hallazgos, se selecciond la cepa S. aureus 26L para el ensayo de desafio
experimental.
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Figura 17. Evolucion temporal de las UFC y RCS en dos cuartos distintos de un mismo animal inoculados
con dos cepas diferentes de S. aureus.

3. Desafio experimental

3.1.  Monitoreo de la infeccion

Un total de 42 cuartos mamarios (14 cuartos por grupo) recibieron una inoculacion intramamaria de
S. aureus 26L, en un volumen final de 1 mL. De acuerdo con los recuentos de células viables del

indculo preparado para cada jornada experimental, la dosis de desafio se estim6 entre 100 y 150
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UFC/mL. Debido a que los desafios se realizaron en multiples instancias experimentales, y que un
mismo indculo en ocasiones se utilizd para inocular varios animales, se reporta el rango de
concentracion en lugar del recuento individual por cuarto. Asimismo, no se detecté crecimiento
bacteriano en la solucion salina de PBS utilizada para los cuartos control, confirmando la esterilidad

de ésta.

Tras la infusion intramamaria, no se observaron signos clinicos en ninguno de los cuartos mamarios
desafiados a lo largo del ensayo. Durante todo el periodo de monitoreo (28 dpi), no se registraron
alteraciones locales en la glandula mamaria, tales como enrojecimiento, inflamacion o sensibilidad
al tacto. De igual modo, la apariencia macroscopica de la leche permanecié sin cambios, sin
evidencias de coagulos o grumos (escala clinica M0). Tampoco se detectaron cambios macroscopicos

en la leche ni signos de inflamacion en los cuartos sin desafiar, en ninguno de los tiempos evaluados.
3.2, Examen bacterioldgico y tasa de infeccion

Se realizd el aislamiento e identificacion bacteriana a partir de muestras de leche de los cuartos
mamarios desafiados (CD) y controles en distintos tiempos post-infusion. El recuento de UFC
compatibles con S. aureus, realizado desde ¢l dia 0 hasta el dia 28 pi, se muestra en la Figura 18

como carga bacteriana (Logio UFC/mL).

De los 42 cuartos desafiados, 41 desarrollaron IIM confirmada por S. aureus, definida segun los
criterios establecidos (dos muestras consecutivas o intercaladas con identificacion bacterioldgica
positiva y aislamiento de microorganismos con idéntico PT). El analisis por PFGE revelo que 40 de
estos 41 cuartos presentaron aislamientos con PT idéntico al de la cepa inoculada (26L) (Anexo II),
confirmando que la infeccion correspondia al desafio experimental. Un cuarto adicional desarrollo
IIM por S. aureus, pero con un PT diferente al de la cepa 26L.. El cuarto restante (1/42) presentd una
infeccion por Staphylococcus coagulasa-negativo. Dado que estos dos ultimos cuartos no
correspondieron a infecciones establecidas por la cepa del desafio (261), fueron excluidos de los
analisis posteriores, resultando en 40 cuartos con IIM confirmada por S. aureus 26L incluidos en el

andlisis (Tabla 11).

Se observd un comportamiento de excrecion intermitente del patdgeno, con recuperacion
inconsistente en la leche de algunos cuartos. Mediante la prueba de Friedman para medidas repetidas,
se detectaron diferencias globales entre tratamientos (p < 0.05). En general, en los grupos
inmunizados se evidencid una tendencia hacia cargas bacterianas mas elevadas en comparacion con
el grupo control sin inmunizar. El analisis post-hoc mostrd diferencias significativas entre el grupo
sin inmunizar y Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec (p = 0.0214), pero no entre el grupo sin inmunizar y
Lip+Man+Rec (p = 0.1325). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el

recuento bacteriano entre ambos grupos inmunizados. Al analizar en detalle el recupero bacteriano
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en leche punto por punto, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la correccion de Dunn,
el grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec evidenci6 dos picos similares al dia 1 y al dia 5 pi, siendo
este altimo levemente superior, con una media de 3.10 Logy UFC/ml. Los recuentos fueron
significativamente superiores en el dia 1 p <0.05 y en el dia 5 p <0.001. A partir de este Gltimo se
observa una disminucion progresiva en los dias posteriores hasta el dia 21 pi donde nuevamente
aumenta. A lo largo del seguimiento, se registraron en este grupo algunos valores individuales muy
superiores a la media, lo que contribuy6 a una mayor dispersion en los datos. Por su parte, el grupo
LiptMan+Rec presento los recuentos mas elevados en los dias 1 y 4 pi, alcanzando en este ultimo
una media de 2,79 Logic UFC/ml, aunque sin diferencias significativas respecto del control.
Posteriormente, los recuentos en este grupo continuaron con una disminucion progresiva, con un
incremento transitorio observado el dia 14 (2,18 Logjo UFC/ml) y alcanzaron valores minimos hacia
el dia 28 pi (1.25 Logio UFC/ml). El grupo control exhibi6 los recuentos bacterianos mas bajos
durante los primeros dias pi, con un valor medio de 1,80 Logio UFC/mL en el dia 1 pi. Posteriormente,
se observo un leve incremento a partir del dia 3 pi, alcanzando un maximo el dia 4 de 2,03 Logio
UFC/mL, seguido de una disminucion transitoria en el dia 5 pi y un nuevo aumento en el dia 6 pi
(1,93 Logio UFC/mL). A partir de ese momento, los recuentos tendieron a estabilizarse, con valores
cercanos a 1,5 Logio UFC/mL hacia el dia 28 pi. Al final del periodo de observacion se evidencio
una disminucioén general de los recuentos bacterianos en todos los grupos, junto con una menor

dispersion de los datos en comparacion con los dias previos.

El analisis microbiologico de los cuartos controles (sin desafiar) no mostrd crecimiento bacteriano,

en ninguno de los tiempos evaluados.
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Figura 18. Carga bacteriana en los cuartos mamarios tras desafio exprimental con la cepa de S. aureus 26L.
A) Valores individuales de Logy de UFC/ml, se presenta mediana + RI; B) Cinética de la carga bacteriana
expresada como media + EEM en Logio UFC/mL. El andlisis estadistico se realizé mediante la prueba de
Kruskal-Wallis seguida del test de comparaciones multiples de Dunn. Las diferencias significativas entre los
grupos tratados y el grupo control en puntos temporales especificos se sefialan con (*p < 0,05; ***p < 0,001).

Los resultados del examen bacteriologico permitieron determinar la tasa de infeccién en los CD

evaluadas al final del periodo de seguimiento (dia 28 pi) (Tabla 11).

La administracion de las formulaciones vacunales no resulté en una proteccion significativa contra
el desafio experimental. El grupo Lip+Man+Rec (G4) present6 la menor tasa de infeccion (50,0%;
7/14 CD) en comparacion con el grupo control (53.84%; 7/13 CD), aunque esta diferencia no alcanzo
significancia estadistica (test exacto de Fisher, p > 0,999). Por el contrario, el grupo Lip+CpG-
ODN+AG2-C16+Rec (G3) mostrdé la mayor tasa de infeccion (69,2%; 9/13 CD), sin diferencias

significativas respecto al control (p = 0,688). La comparacion directa entre ambos grupos
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inmunizados (G4 vs G3) no evidenci6 diferencias significativas en la incidencia de infeccion (p =

0,44).

Tabla 11. Aislamiento bacterioldgico y tasa de infeccion por Staphylococcus aureus 26L al final del periodo
de seguimiento experimental (Dia 28 post inoculacion). Se muestra el numero total de cuartos mamarios
desafiados (CD) por grupo, y el niimero y porcentaje de cuartos que se mantuvieron infectados al finalizar el
periodo de desafio.

Grupo Experimental N° total N° CD Infectadas Porcentaje de
de CD dia 28 Infeccion (%) dia 28
Sin Inmunizar (C1) 13 7 53.84
Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec 13 9 69.2
(G3)
Lip+Man+Rec (G4) 14 7 50
3.3. Recuento de células somdticas (RCS)

En la Figura 19 se muestra la evolucion del RCS en leche tras el desafio intramamario en los
diferentes grupos experimentales. Antes del desafio, todos los cuartos mamarios de los animales
inmunizados y control presentaban menos de 100.000 células/mL. En general, se observé un aumento
del RCS a partir del dia 1 pi, con un grado considerable de variabilidad, en todos los grupos
experimentales. Particularmente, en el grupo control sin inmunizar se observo un incremento inicial
del RCS a partir del dia 1 pi, alcanzando un pico hacia el dia 4 pi (5,57 Logio cel/mL). Posteriormente,
los valores disminuyeron progresivamente hasta el dia 14 donde se observo un aumento (5,30 Logio
cel/mL), para luego seguir disminuyendo y estabilizandose en valores cercanos a 5 Logio cel/mL
hacia el final del periodo de seguimiento. El grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec mostré una
tendencia a registrar valores de RCS ligeramente superiores al control durante la mayor parte del
seguimiento, con una notable dispersion entre individuos, evidenciando valores mas elevados al dia
2 pi y un pico maximo a los 6 dias pi (5.70 Logio cel/mL). Por su parte, el grupo Lip+Man+Rec
presentd RCS con tendencia similar a la observada para Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec hasta el dia
5 pi, arrojando valores maximos el dia 2 pi (5.78 Logio cel/mL), para luego disminuir en dias
posteriores con una evolucion temporal con tendencia mas estable. A pesar de esta tendencia, el
analisis global (no paramétrico de medidas repetidas mediante la prueba de Friedman) no mostrd
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p > 0,05). El andlisis en detalle del RCS
punto por punto, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la correccion de Dunn evidencia
que el RCS en el dia 6 pi del grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec fue significativamente superior

respecto al control sin inmunizar (p < 0,05). En conjunto, los datos muestran que todos los grupos
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experimentales desarrollaron un aumento del RCS tras el desafio intramamario, seguido de una

tendencia a la estabilizacion.
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Figura 19. Recuento de células somdticas por mililitro (RCS/ml) en muestras de leche provenientes de cuartos
mamarios inoculados con la cepa de S. aureus 26L en distintos tiempos post infeccion (pi) en animales
previamente inmunizados y controles. Los datos se presentan como medias = EEM Log;) RCS/mL. Las
diferencias significativas identificadas entre los grupos C1 vs G3 en puntos temporales especificos, utilizando
la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la correccion de Dunn, se seiialan con (*p < 0,05).

4. Evaluacion de la respuesta inmune post desafio.
4.1.  Respuesta humoral en leche.

4.1.1. Respuesta de IgG especifica contra antigenos recombinantes.

En la Figura 20 se presentan los niveles de IgG especificas en leche de cuartos mamarios desafiados
frente a los cuatro antigenos vacunales de S. aureus tras la infusion intramamaria. En cuanto al
analisis global, los grupos inmunizados (Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec y Lip+MantRec)
exhibieron niveles de IgG notablemente superiores en comparacion con el grupo control no
inmunizado (C1), con diferencias estadisticamente significativas a lo largo de todo el periodo de
analisis para los antigenos rAt, rBt y rCIfA (p < 0,05). En cuanto al analisis semanal, ambos grupos
vacunados mostraron niveles de IgG especifica significativamente superiores a los del control, tanto
en el momento del desafio (dia O pi, aproximadamente 60 dias desde el refuerzo preparto), como en
el resto de los dias evaluados, para los antigenos rAt, rBt y rCIfA. En el caso del antigeno rFnbpA,
se observd un aumento significativo de los anticuerpos especificos solo en el grupo Lip+tMan+Rec
durante los dias 0 (p <0,01), 7 pi (p < 0,05), con respecto al control sin inmunizar. Posteriormente,

los niveles tendieron a disminuir en ambos grupos, aunque permanecieron por encima de los valores
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basales observados en el control sin inmunizar. Los distintos grados de significancia para cada

antigeno en cada tiempo se observan en la Figura 20.

Durante el periodo de estudio, no se observo un efecto estimulador en la produccion de IgG especifica
frente a los antigenos vacunales en leche como consecuencia del desafio intramamario,
manteniéndose los niveles detectados sin variaciones significativas atribuibles a la exposicion
experimental. Si bien en algunos puntos temporales se detectaron diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con el dia 0 pi, estas correspondieron a una disminucidn progresiva de

los niveles basales y no a un aumento asociado a la exposicion experimental.
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Figura 20. Niveles de IgG especificas en leche firente a los antigenos recombinantes rAt, rBt, rCIfA y rFnbpA
determinados durante el desafio experimental con Staphylococcus aureus 26L. Las leches se probaron en una
dilucion fija de 1/25. Los datos se expresan como mediana + RI. La significancia estadistica se determind
mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. *p < 0,05y ** p < 0,01 se consideraron
diferencias significativas respecto del grupo no inmunizado.
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4.1.2. Evaluacion de subclases de 1gG especifica recombinantes.

Se evaluaron los niveles de las subclases de inmunoglobulinas IgG1 e IgG2 en leche los dias 0y 7
pi para los cuatro antigenos recombinantes. Los resultados de IgG1 se presentan en la Figura 21A,
mientras que los de 1gG2 en la Figura 21B. Los animales inmunizados del grupo Lip+Man+Rec
mostraron niveles de IgG1 significativamente mas altos que el grupo sin inmunizar para todos los
antigenos, tanto en el dia 0 como el 7 (p < 0,01 — p < 0,0001) mientras que en el grupo Lip+CpG-
ODN+AG2C16+Rec solo se observaron niveles significativamente superiores para rAt (p < 0,0001)

y tFnbpA (p < 0,05), en ambos tiempos evaluados.

No se observd un aumento significativo en los niveles de 1gG1 tras el desafio intramamario al
comparar el dia 0 pi con el dia 7 pi (p > 0,1), indicando que la exposicidon experimental a S. aureus

26L no potencio la respuesta preexistente de esta subclase en la glandula mamaria.
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Figura 21. A) Niveles de IgG1 en leche especificos a los antigenos recombinantes rAt, rBt, rCIfA y rFnbpA,
B) IgG?2 para rAt, determinados a los 0y 7 dias desde el inicio del desafio experimental con Staphylococcus
aureus 26L. Las leches se evaluaron en una dilucion fija de 1/25. Las barras representan la mediana + RI. La
significancia estadistica se determiné mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn.
Diferencias significativas respecto del grupo control sin inmunizar: *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001
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En cuanto a la subclase IgG2 (Figura 21B), y a diferencia de lo observado para IgG1, no se detectaron
niveles especificos en leche frente a los antigenos rBt, rCIfA y rFnbpA en ninguno de los grupos
evaluados, tanto en el dia 0 como en el dia 7 pi. Solo para el antigeno rAt se observo una respuesta
de IgQG2 significativamente superior en los animales inmunizados con Lip+CpG-
ODN-+AG2C16+Rec, respecto al control no inmunizado (p < 0,01). En conjunto, estos resultados
indican que la inmunizacion con ambas formulaciones generé una respuesta humoral local en
glandula mamaria predominantemente mediada por IgG1 al momento del desafio experimental (60
dias posteriores al refuerzo y aproximadamente 30 dias posparto), la cual no se vio incrementada tras

la exposicion experimental a S. aureus 26L.

4.1.3. Niveles de 1gG especifica contra el lisado de S. aureus 26L

El andlisis de los niveles de IgG total especifica para el lisado de S. aureus 26 L se observa en la
Figura 22. Los valores de DO correspondientes a los distintos grupos experimentales se mantuvieron
cercanos a los niveles basales a lo largo del periodo de evaluacion. Se observd unicamente un
incremento leve y transitorio el dia 7 pi, para el grupo control sin inmunizar y el grupo
Lip+Man+Rec, mientras que el grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec mostré una tendencia
decreciente estable. Posteriormente, los niveles de IgG especifica disminuyeron progresivamente,
alcanzando al final del ensayo valores similares o incluso inferiores a los registrados al dia 0 pi. No
se detectaron diferencias significativas entre los grupos analizados (p > 0,05), lo que sugiere que el

desafio experimental indujo una respuesta humoral limitada frente a la cepa infusionada.

1.0
[ )
0.8
£ s :
€064, & 2. o ° ¢
§ ° C1) Sin Inmunizar
é’ 0.4+ { ° e G3)Lip + CpG-ODN + AG2C16 + Rec
d T e (G4)Lip + Man+ Rec
° ° ’7 o &
[
0.0 T 1
0 7 14 21

Dias post infusién

Figura 22. Niveles de IgG total especifica en muestras de leche frente al lisado de Staphylococcus aureus 26
L, determinados mediante ELISA indirecto. Los resultados se expresan mediana + RI y corresponden a los
distintos grupos experimentales a lo largo del periodo de evaluacion post-infusion. Las leches se evaluaron en
una dilucion fija de 1/50.
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4.2.  Respuesta inmune celular en leche

4.2.1. Evaluacion de citoquinas

Se evaluaron los niveles de distintas citoquinas en leche desde el inicio del desafio, dia 0, hasta el
dia 7 pi. En la Figura 23 se presentan los niveles de 1L.-8 en la leche de los cuartos mamarios de cada
animal tras el desafio intramamario con S. aureus. En el dia 0, los niveles se mantuvieron bajos y
comparables entre todos los grupos experimentales. En el dia 2 pi se registrd un incremento en las
concentraciones de IL-8 en los grupos inmunizados, siendo este aumento significativo en el grupo
LiptMan+Rec respecto al grupo control C1 (p < 0,05). El grupo Lip+ODN-CpG+AG2C16+Rec
presentd valores intermedios, sin diferencias significativas frente al resto de los grupos. En este punto
se observd una marcada variabilidad individual, con algunos animales que presentaron valores
superiores a la mediana en los tres grupos. En el dia 5 pi se observd una tendencia general a la
disminucion de los niveles de IL-8 en todos los grupos, aunque persistio la variabilidad
interindividual, con algunos animales que mantuvieron concentraciones elevadas. Para el dia 7 pi,
las concentraciones de IL-8 continuaron disminuyendo en todos los grupos, sin observarse

diferencias significativas entre ellos, alcanzando valores similares a los registrados antes del desafio.

Ademias de 11.-8, se evaluaron los niveles de otras citoquinas proinflamatorias y reguladoras,
incluyendo IFN-y, I11.-17, IL-5, 1L.-4 ¢ IL-1B. En ninguno de los grupos experimentales se detectaron
incrementos apreciables en la concentracion de estas citoquinas durante el periodo de muestreo. Los
valores registrados se mantuvieron bajos y, en la mayoria de los casos, proximos al limite inferior de

deteccion del kit empleado, sin variaciones entre los distintos tiempos post-infusion ni entre grupos.
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Figura 23. Niveles de IL-8 en la leche de los cuartos mamarios de cada animal tras el desafio intramamario
con Staphylococcus aureus 26L. Se representan valores individuales y mediana + RI. El andlisis estadistico se
realizo mediante la prueba de Kruskal-Wallis para las comparaciones puntuales. Diferencias significativas
respecto al grupo control sin inmunizar (*p < 0,05).
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4.2.2. Caracterizacion de poblaciones celulares en leche.

4.2.2.1. Niveles de linfocitos totales y linfocitos T CD4+y CD8+ en leche de cuartos desafiados.

El analisis de los linfocitos totales en los cuartos desafiados se presenta en la Figura 24. La
cuantificacion porcentual de esta poblacion se realizd mediante el principio de delimitacion de
regiones (gating). En concreto, se utilizé el grafico dot-plot de SSC-A frente a FSC-A para identificar
y seleccionar la poblacion de interés en funcion de sus caracteristicas morfologicas (tamafio y

complejidad celular relativos).

El desafio intramamario resulté inicialmente en una dinamica similar para todos los grupos
experimentales. Se observo una disminucion de los linfocitos totales hacia el dia 2 pi, seguida de un
incremento al dia 4, punto en el cual los valores se restablecieron cerca de los niveles basales para el
control sin inmunizar, mientras que se mantuvieron levemente inferiores para los grupos
inmunizados. A partir del dia 6 pi, la dinamica de esta poblacion celular se comportd de manera
diferente entre grupos. El grupo control mantuvo niveles estables durante el resto del periodo de
seguimiento. En contraste, el grupo LiptCpG-ODN+AG2C16+Rec mostré un ascenso gradual,
alcanzando valores similares a los basales al dia 14 pi, para luego descender a niveles cercanos a los
minimos al dia 22 pi. Por su parte, el grupo Lip+Man+Rec registrd una caida mas pronunciada en el
dia 6 pi, seguido de una tendencia ascendente en los dias 14 y 22 pi. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos en todo el periodo evaluado, ya sea en cuanto al analisis global, como

en las comparaciones dia por dia.
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Figura 24. Dindmica de linfocitos totales en leche tras el desafio intramamario con Staphylococcus aureus
26L. La poblacion se identificé mediante delimitacion de regiones (gating) basada en pardmetros de
dispersion celular. El panel izquierdo representa la evolucion temporal de las medianas (+ RI) para cada
grupo, mientras que el panel derecho muestra la distribucion individual de los valores experimentales para
cada punto de muestreo.
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El estudio de las subpoblaciones de linfocitos T revelo diferencias en la dindmica de células T CD4*
(Figura 25) y T CD8* (Figura 26) entre los grupos experimentales. Respecto de la poblacion de LT
CD4*, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos a lo largo del estudio (p > 0,95),
observandose una tendencia bastante similar, con ligeras fluctuaciones. El grupo sin inmunizar
presentd un aumento en el dia 2 pi alcanzado un valor de 15% (partiendo del basal de 8%), seguido
de una disminucion progresiva hasta un minimo de 10,4% el dia 4 pi, seguido de un ascenso hasta el
13.7% al dia 22 pi. El grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec (G3) exhibid el aumento mas marcado
en el dia 2 pi, alcanzando el 17% (desde un basal de 4%); este pico fue seguido por una caida
transitoria hasta el 15% el dia 4 pi, y un segundo incremento en el dia 6 pi (21%), para finalmente
descender y estabilizarse hacia el final del periodo de observacion en torno al 14%. Por su parte, el
grupo Lip+Man+Rec (G4) mantuvo niveles mas estables de células CD4* durante los primeros dias
pi alrededor del 10 % (similar a los basales). El dia 6 pi se evidenci6 un aumento hasta 18 %, seguido
de una caida transitoria hacia niveles basales el dia 14 pi, y un segundo incremento que alcanzo

aproximadamente el 15% en el dia 22 pi.
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Figura 25. Dindmica de linfocitos T CD4" en leche tras el desafio intramamario con Staphylococcus aureus
26L. Los grdficos muestran los cambios en la proporcion de linfocitos T CD4" en leche de cuartos desafiados
a lo largo del tiempo en vacas inmunizadas con diferentes formulaciones y en el grupo control sin inmunizar.
El panel izquierdo representa la evolucion temporal de las medianas (+ RI) para cada grupo. El panel derecho
muestra la distribucion individual de los valores experimentales para cada punto de muestreo.

En cuanto a la subpoblacion de células T CDS8* (Figura 26), todos los grupos experimentaron una
reduccion relativa de aproximadamente el 10% al dia 2 pi en comparacion con sus niveles basales,
seguida de una recuperacion el dia 4 pi hasta alcanzar nuevamente niveles basales. A partir de este

punto, el grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec mantuvo una tendencia estable en niveles basales
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(aproximadamente 45%) hasta el dia 22 pi, mientras que en el grupo sin inmunizar se observé una
disminucidn transitoria en el dia 6 pi (del 38 % al 29 %), seguida de un nuevo aumento hacia el final
del periodo experimental con valores cercanos al 44%. En contraste, el grupo Lip+Man+Rec presento
porcentajes consistentemente menores de células CD8* a lo largo de todo el ensayo en comparacion
con los otros grupos, registrando valores basales de 30% y minimos cercanos a 20%. Estas
diferencias resultaron estadisticamente significativas en el andlisis global, tanto frente al grupo sin
inmunizar como frente al grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec (p < 0,05). El analisis punto por
punto, utilizando la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la correccion de Dunn, arrojé diferencias
significativas Unicamente en el dia 6 pi entre el grupo Lip+CpG-ODN+AG2Cl16+Rec y
Lip+Man+Rec (p < 0,01).
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Figura 26. Dindmica de linfocitos T CD8" en leche tras el desafio intramamario con Staphylococcus aureus
26L. Los grdficos muestran los cambios en la proporcion de linfocitos T CD8" en leche de cuartos desafiados
a lo largo del tiempo en vacas inmunizadas con diferentes formulaciones y en el grupo control sin inmunizar.
El panel izquierdo representa la evolucion temporal de las medianas (= RI) para cada grupo. El panel derecho
muestra la distribucion individual de los valores experimentales para cada punto de muestreo. Diferencias
significativas corresponden a la comparacion entre los grupos G3 y G4 (** p < 0,01, prueba de Kruskal—
Wallis seguida de la correccion de Dunn).

4.2.2.2. Niveles de Granulocitos totales (CH138A+) en leche de cuartos desafiados.

En cuanto a la poblacion de granulocitos CH138A+ (Figura 27), la dindmica celular mostro
variaciones entre los grupos experimentales a lo largo del estudio. Estas diferencias alcanzaron
significancia estadistica en el analisis global para el grupo Lip+Man+Rec frente al control sin
inmunizar (p < 0,05). Inicialmente, todas las unidades experimentales presentaron porcentajes de

CH138A+ acordes a una GM sana, oscilando entre el 10% y el 20%. Post-infusion, los grupos control
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sin inmunizar y Lip+Man+Rec mostraron un patrén similar en los primeros dias, alcanzando valores
cercanos al 73% y 65% respectivamente en el dia 4 pi. A partir de este punto, las tendencias
divergieron: el grupo control mostrd una disminucion progresiva hasta el dia 14 y un leve aumento
hacia el final del periodo de seguimiento con valores cercanos al 45% mientras que el grupo
Lip+Man+Rec continu6é aumentando la poblacion de neutrofilos hasta alcanzar su maximo en el dia
6 pi (83%), seguido de una disminucion al 68% en el dia 14 pi y un nuevo ascenso hacia el final del
ensayo, llegando al 80%. El grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec, por su parte, presentd un
incremento temprano mas pronunciado al comienzo del estudio, alcanzado valores méaximos en el
dia 2 pi cercanos al 85 %. Posteriormente, se evidencié una disminucién marcada hacia el dia 6 pi
(50%), seguida de un ascenso en el dia 14 pi, donde alcanz6 niveles cercanos a los maximos iniciales
(77%), y una nueva reduccion hacia el final del ensayo (70%). En el analisis punto por punto, solo
se observaron diferencias significativas al dia 14 en el grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec frente

al control sin inmunizar (p < 0,05).
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Figura 27. Dindmica de granulocitos CHI1384+ en leche tras el desafio intramamario con Staphylococcus
aureus 26L. Los grdficos muestran los cambios en la proporcion neutrdfilos en leche de cuartos desafiados a
lo largo del tiempo en vacas inmunizadas con diferentes formulaciones y en el grupo control sin inmunizar. El
panel izquierdo representa la evolucion temporal de las medianas (+ Rl) para cada grupo. La significancia
estadistica se determiné mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Diferencias
significativas respecto al grupo control sin inmunizar: *p <0,05.
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DISCUSION

El presente capitulo se centra en la evaluacion de la capacidad protectora y la respuesta inmunolédgica
local inducida por dos formulaciones vacunales en vaquillonas de primer parto, tras un desafio
experimental intramamario con Staphylococcus aureus. Los inmunogenos seleccionados (Lipt+CpG-
ODN+AG2C16+Rec y Lip+Man+Rec), cuya caracterizacion se detalla en el Capitulo 1 de esta tesis,

fueron disefiados con adyuvantes liposomales combinados con inmunoestimulantes.
Respuesta humoral sistémica al refuerzo preparto

Como se describié en el capitulo anterior, los animales utilizados en este estudio recibieron
previamente 3 dosis de los inmundgenos mencionados. Un mes antes de la fecha estimada de parto,
todos los animales seleccionados recibieron una cuarta dosis de refuerzo. Como préctica rutinaria, la
vacunacion preparto tiene por funcidn estimular la respuesta inmune contra antigenos de interés para
que la madre los transfiera a las crias a través del calostro (Kherli & Harp, 2001). En el caso de las
vacunas contra patdgenos causantes de mastitis, el objetivo es reforzar las defensas inmunes de la
GM dado que durante el periodo periparto las vacas atraviesan un estado de inmunosupresion
progresiva. En particular, hacia las tres semanas previas al parto se observa una disminucion
sostenida de las poblaciones linfocitarias y de la capacidad de respuesta inmunitaria, 1o que convierte
el momento de la inmunizacidn en un factor determinante para la eficacia vacunal, para asegurar una
adecuada activacion del sistema inmune antes del inicio de la inmunosupresion (Menichetti et al.,
2021). En este estudio, el andlisis de la respuesta humoral especifica mostrd que la dosis de refuerzo
aplicada al preparto tras un intervalo de aproximadamente 6 meses desde la ultima vacunacion
estimuld la produccion de anticuerpos séricos hasta niveles similares a los observados luego de la
segunda dosis del esquema inicial, lo que refuerza la evidencia de que estas formulaciones son
capaces de inducir memoria inmunologica. Este refuerzo, fue capaz de estimular niveles
significativamente elevados de IgG sérica con respuestas mas sostenidas frente a rAt, rBty rCIfA, y
menos evidentes para rFnbpA, manteniéndose elevados durante al menos 30 dias post-vacunacion.
Estos resultados coinciden con estudios previos que reportaron un aumento sostenido en los
anticuerpos en suero después de refuerzos preparto, tanto utilizando toxoides formulados con
adyuvantes clasicos (Boerhout et al., 2018), como con antigenos recombinantes formulados con
adyuvantes liposomales (Reidel et al., 2019). Asimismo, el refuerzo con ambas formulaciones
experimentales (Lip+tCpG-ODN+AG2C16+Rec y Lip+Man+Rec) logro estimular la produccion de
subclases de IgG1 e 1gG2 en suero. Estos hallazgos concuerdan con resultados previos de nuestro
grupo (Reidel et al., 2019), donde vaquillonas inmunizadas con moléculas recombinantes de FnbpA

y CIfA fusionadas a TRX y formuladas con un adyuvante liposomal presentaron niveles séricos
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significativamente elevados tanto de IgG1 como de 1gG2 especificas 15 dias después del refuerzo

preparto.

En el presente trabajo, y a diferencia de lo observado con los demds componentes antigénicos de la
vacuna, la respuesta humoral contra la rFnbpA fue notablemente reducida. Esta baja
inmunogenicidad contrasta con resultados previos de nuestro grupo (Reidel et al., 2019), donde la
inmunizacion de vaquillonas con FnbpA y CIfA, fusionadas a TRX y formuladas con liposomas y
CpG-ODN indujo niveles elevados de IgG especifica contra ambos antigenos desde el dia 30 hasta
el dia 75 post-immunizacion, sin diferencias significativas en la respuesta entre ambas proteinas,
demostrando una respuesta balanceada frente a ambos antigenos. Esta discrepancia podria explicarse
por diferencias en el esquema de inmunizacion, asi como en la concentracion de antigeno inoculado.
Sin embargo, un factor a considerar particularmente son las caracteristicas estructurales de los
antigenos recombinantes empleados. En este estudio, como se detall6 en el Capitulo 1, todos los
antigenos fueron expresados sin fusion a TRX. La ausencia de esta proteina de fusion, conocida por
favorecer el plegamiento correcto y la solubilidad de antigenos heterologos, podria haber derivado
en una conformacion inestable o en la formacioén de agregados con menor exposicion de epitopes
criticos, comprometiendo asi su inmunogenicidad. Esta hipotesis cobra particular relevancia
considerando que rFnbpA fue el unico de los cuatro antigenos que mostré una respuesta
significativamente reducida, mientras que rAt, rBt y rCIfA indujeron respuestas robustas y
comparables a las observadas en estudios previos, sugiriendo que rEnbpA podria ser estructuralmente
mas susceptible a problemas de plegamiento y estabilidad en ausencia de TRX. La region expresada
de rFnbpA corresponde a los dominios de unidn a fibronectina, los cuales se definen estructuralmente
como regiones intrinsecamente desordenadas o carentes de una estructura secundaria estable en su
estado libre (Loughman et al., 2008; Stemberk et al., 2014). Esta carencia de estructura secundaria
significa que, en ausencia de su ligando (la fibronectina), los péptidos se mantienen en un estado
extendido y flexible siendo su estabilidad extremadamente baja debido a su desorden intrinseco
(Bingham et al., 2008; Foster et al., 2014). En este sentido la ausencia de TRX puede aumentar la
tendencia de estos péptidos desordenados a formar agregados inespecificos o a degradarse
prematuramente, limitando la disponibilidad de epitopes conformacionales para el sistema inmune
(Loughman et al., 2008). Con el objetivo de abordar estas limitaciones, se realizo una colaboracion
con el Instituto Pasteur de Montevideo, en el marco de una pasantia UNU-BIOLAC, en la cual se
planted la expresion de dos variantes antigénicas alternativas de rFnbpA. Los resultados de esta

optimizacidn estructural se encuentran detallados en el Anexo III.
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Desafio experimental, ensayo piloto.

Luego del ensayo piloto de infeccidon experimental, la seleccion de la cepa S. aureus 26L para el
ensayo de desafio se baso en los RCS, recuentos bacterianos y escala clinica observados, que
resultaron compatibles con una IIM subclinica y persistente en vaquillonas. Esto permitiria simular
de manera mas realista las condiciones naturales de infeccion, ya que ésta es la forma de presentacion
mas frecuente de [IMs por S. aureus (Zecconi et al., 2006). Estos hallazgos experimentales resultaron
consistentes con el comportamiento de estas cepas observado en condiciones naturales (Camussone
et al., 2022), donde la cepa 261 (CC97, agrl, cap5) fue originalmente aislada de una IIM subclinica
persistente en vaquillonas de primera lactancia, mientras que la cepa 9. (CC1, agrlll, caps8)
correspondio a una IIM transitoria con alto RCS. Este comportamiento diferencial también coincide
con estudios previos (Engler et al., 2022), donde cepas aisladas de casos naturales con caracteristicas
de persistencia (aislamiento durante 6 meses consecutivos, CC188, agrl, cap8) o transitoriedad
(aislamiento tnico, ST350, agrll, cap5), al ser evaluadas en condiciones de infeccion experimental
establecieron, respectivamente, [IM persistentes con respuesta inflamatoria retardada o una respuesta
temprana ¢ intensa con rapida eliminacidn bacteriana. Esta concordancia entre el comportamiento
natural y los hallazgos del ensayo piloto refuerza la validez de la cepa 26L. como modelo apropiado
para evaluar estrategias de proteccion frente a infecciones subclinicas persistentes, que representan

el mayor desafio en el control de la mastitis estafilococica.

Un punto clave a tener en cuenta luego a la hora de discutir los resultados de este trabajo sera el
comportamiento del linaje CC97 al cual pertenece la cepa 26L.. Aunque este clon se origind
inicialmente en humanos, logrd adaptarse al ganado bovino y se convirtié en uno de los complejos
clonales mas vinculados a la mastitis subclinica (Smith et al., 2005; Niedziela et al., 2020). Sin
embargo, su importancia excede la especie bovina, ya que tiene el potencial de producir un salto
interespecifico y volver a infectar a las personas (Yebra et al., 2022). Esto deja clara la necesidad de
controlar este patdogeno bajo el enfoque de Una Salud. Existe evidencia creciente que indica que
diferentes clusters genéticos de S. aureus presentan adaptaciones especificas al hospedador o al
ambiente. En este sentido, la cepa 26L, caracterizada como cap5-agrl, pertenece al grupo de cepas
que parecen estar mejor adaptadas para establecer infecciones cronicas en la glandula mamaria,
caracterizadas por la ausencia de signos clinicos evidentes de inflamacion (Buzzola et al., 2007;

Melchior et al., 2009; Bardiau et al., 2016; Rossi et al., 2021).
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Desafio experimental: generalidades y eficacia.

En este estudio se propuso como modelo para evaluar la capacidad protectora conferida por los
inmunogenos ensayados una infeccion intramamaria experimental con la cepa seleccionada

previamente.

En un trabajo previo realizado por nuestro grupo (Camussone et al., 2022) se evalu¢ la eficacia de
una formulacién compuesta por un inmunogeno similar a los evaluados en este estudio: rFnbpA,
rCIfA, rAt y rBt, todos fusionados a TRX e incorporados en liposomas cationicos y CpG-ODN. En
dicho estudio, realizado bajo condiciones de desafio natural, se observo en el grupo vacunado una
reduccion en la proporcion de animales que desarrollaron nuevas IIM y un aumento en el tiempo
hasta la aparicion de la infeccion. Aunque la incidencia general de enfermedad fue baja y no permitio
obtener una confirmacion estadistica, los resultados sugirieron un posible efecto protector asociado
a la formulacion. Otros autores también han reportado efectos protectores bajo condiciones de
desafio natural (Vidlund et al., 2024). En ese estudio, la vacunacion con proteinas de superficie de S.
aureus o de Staphylococcus no aureus, formuladas con el adyuvante Emulsigen-D, redujo la
incidencia de mastitis y generd aumentos significativos en los titulos de anticuerpos especificos en
leche durante la lactancia. Estos resultados, aunque muestran una proteccion parcial, coinciden en
que las féormulas basadas en inmundgenos de superficie pueden modular la respuesta inmune y
disminuir la incidencia de nuevas I[IM. Las pruebas de evaluacion con exposicion natural son de gran
valor, ya que reflejan la variabilidad que ocurre en condiciones de campo (Knight Jones et al., 2014).
Sin embargo, es necesario considerar las limitaciones de estas pruebas, las cuales requieren un
nimero muy elevado de animales y una alta incidencia de infeccion en el rodeo para obtener
resultados claros. Por el contrario, el desafio experimental, como el utilizado en este trabajo, ofrece
las ventajas de trabajar con un menor nimero de animales y bajo condiciones mucho més controladas,
lo que facilitaria la evaluacion directa de aspectos relevantes de la respuesta inmune asociados con

la eficacia de la vacuna (Knight Jones et al., 2014; Rainard et al., 2021).

En este estudio, el comportamiento conjunto de la carga bacteriana y el RCS luego del desafio
intramamario sugiere una respuesta inflamatoria activa pero poco resolutiva frente a la infeccion.
Los grupos vacunados mostraron niveles de S. aureus en leche levemente superiores al control
durante los primeros dias postinfeccion, lo que indica en parte que la inmunizacién no mejor6 la
capacidad de control bacteriano inicial. El efecto protector de la vacunacion deberia manifestarse una
vez que el patogeno induce tanto la respuesta innata como la respuesta adaptativa, con presencia de
neutr6filos que fagociten activamente bacterias opsonizadas por IgG2. Segtin el modelo propuesto
por Burton & Erskine (2003), se esperaria que entre 24 y 48 h post-infeccion la carga bacteriana
comenzara a disminuir en los grupos vacunados como resultado de esta fagocitosis direccionada y

activa. Sin embargo, en el presente estudio no se observé este patron protector. En particular, los
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picos tempranos y altos de UFC en los grupos vacunados, seguidos de una disminucion gradual,
podrian reflejar una activacion inmunitaria temprana, representada por un aumento del RCS, pero en
parte ineficaz para contener la multiplicacion bacteriana. El aumento del RCS en todos los grupos,
refuerza la idea de una respuesta inflamatoria inducida mas por la presencia del patdogeno que por un
efecto inmunomodulador protector de la vacunacion. El hecho de que los niveles de RCS en los
grupos inmunizados fueran similares al control, sin traducirse en una eliminacion bacteriana mas

eficiente sugiere una desconexion entre el reclutamiento celular y la capacidad fagocitica efectora.

Si bien existen pocos estudios que evaluan de manera directa la capacidad protectora de las vacunas
a través de un desafio experimental por S. aureus, algunos autores han reportado efectos parciales
sobre estos parametros. Cabe destacar que en los ensayos que se comparan a continuacidon se
utilizaron distintas concentraciones bacterianas para el desafio, asi como distintos tiempos de
inoculacion respecto del parto, lo cual debe ser tenido en consideracion para establecer
comparaciones. En el presente estudio, la eleccion de una dosis de desafio de 100-150 UFC permitio
evaluar el efecto protector de las vacunas, sin generar un estimulo excesivo al sistema inmune que
pudiera enmascarar diferencias entre grupos o resultar en respuestas inflamatorias agudas no
representativas de lo que ocurre en el campo. Alabdullah et al., (2021) informaron una disminucion
significativa en el RCS en vacas de tercera y cuarta lactancia vacunadas por via intranasal con dos
dosis de una formulacién compuesta por los antigenos IsdA y CIfA acoplados a la plataforma CTA2/B
de la toxina del colera como adyuvante. [.os autores observaron que, aunque se logrd mitigar los
signos clinicos de la mastitis y reducir la inflamacion en comparacion con el grupo control, no se
evidenciaron diferencias significativas en las cargas bacterianas tras el desafio intramamario con 400
UFC de S. aureus Newbould 305 en la mitad de la lactancia. Si bien la cepa S. aureus Newbould 305
se ha utilizado ampliamente en experimentacion en mastitis bovina, pertenece al ST115, que se asocia
principalmente con la piel del pezon (Smith et al., 2005) y no representaria a los aislamientos mas
frecuentes de S. aureus. Sin embargo, puede persistir en glandulas mamarias infectadas, ya que se ha
recuperado de leche al menos 36 dias después una inoculacion experimental (Atalla et al., 2009).
Middleton et al., (2006) evaluaron la eficacia de Lysigin™ mediante un desafio experimental
intensivo con 250 UFC de S. aureus Newbould durante tres dias consecutivos para asegurar el
establecimiento de la infeccion. Si bien se observé una reduccion de la gravedad y la duracion de la
enfermedad clinica tras la exposicion, no observaron diferencias significativas en la incidencia de
IIM. Por su parte, Prenafreta et al., (2010) evaluaron la eficacia de una bacterina de S.aureus con alto
contenido de SAAC (complejo antigénico asociado al slime) suplementada con E. Coli J5 en
adyuvante oleoso, luego de la inmunizacion sistémica en vacas gestantes primiparas. L.os animales
fueron sometidos a un desafio intramamario alrededor del dia 23 de lactancia con una cepa virulenta
de S. aureus (CC195, cap8), a una dosis de 8 x10° UFC. En estas condiciones, los autores observaron

una reduccion significativa del recuento bacteriano en leche en comparacion con el grupo control.
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Sin embargo, el RCS no mostr6 diferencias significativas entre los grupos durante el periodo
posterior al desafio lo cual coincide con el concepto de que el RCS refleja principalmente el
reclutamiento celular en respuesta a la infeccidn, pero no necesariamente la eficacia de la eliminacion
bacteriana. En resumen, ninguna de las vacunas ensayadas en estos estudios logrd prevenir
completamente la aparicion de nuevas IIM, lo que pone de manifiesto no solo la complejidad de
inducir una inmunidad protectora eficaz frente a S. aureus, sino también la dificultad de establecer
un modelo de infeccion experimental que permita evaluar adecuadamente la proteccion inducida por

una vacuna.

Debe tenerse en cuenta que, asi como se plantearon limitantes para los modelos de exposicion natural
para evaluar la eficacia de una vacuna para mastitis bovina, los estudios de desafio experimental
también las tienen. Las diferencias observadas entre las investigaciones mencionadas podrian
atribuirse a distintos factores principales como el tipo y formulacion de las vacunas utilizadas, el
segmento de animales utilizados, la naturaleza de las cepas utilizadas para el desafio o a las
concentraciones de indculo, lo cual genera distintos grados de respuesta tanto innata como adquirida.
Las caracteristicas genéticas y fenotipicas de cada aislado de S. aureus influyen notablemente en la
virulencia, la capacidad de persistenciay la respuesta inmunitaria del hospedador (Engler et al., 2022,
Calvinho & Dallard, 2023a), dificultando asi la comparacion directa entre resultados. A su vez,
Murphy et al., (2019) sugieren que cada linaje de S. aureus posee un conjunto tnico de caracteristicas
inmunogénicas que determinan la intensidad de la respuesta inflamatoria y el desenlace de la I[IM.
Por otra parte, el tipo de animales incluidos en los estudios puede influir en los resultados, ya que
animales con mads lactancias previas pueden haber estado expuestos durante mas tiempo al
microorganismo y presentar cierta memoria inmune. Asimismo, la exposicion previa al patogeno no
necesariamente actiia como un modelo de proteccion efectiva, sino que podria ser indicativo de una
falla en los mecanismos de memoria inmunoldgica local o de la persistencia de infecciones
subclinicas (Rainard et al., 2022c). En este sentido, se ha observado que tanto los cuartos mamarios
recuperados de una infeccion natural por S. aureus como aquellos expuestos al patogeno dentro de
la misma ubre presentan una mayor tasa de nuevas [IM (Zadoks et al., 2001), lo que sugiere que la
exposicion previa podria predisponer al tejido a una mayor susceptibilidad en lugar de conferir una
inmunidad protectora. La dificultad para encontrar un modelo de IIM representativo radica en que la
infeccion natural de la glandula mamaria no induce una memoria inmunol6gica protectora. Esto
sugiere que los modelos basados en la inmunidad natural son insuficientes, ya que el huésped y el
patogeno han co-evolucionado hacia un estado de persistencia subclinica, donde la bacteria utiliza
estrategias de evasion y el sistema inmune tiende a la tolerancia o aceptacion para preservar la
secrecion lactea en lugar de buscar la eliminacion bacterioldgica (Rainard et al., 2022c¢). Por otro

lado, los desafios experimentales a menudo fallan al no replicar esta cronicidad ni reflejar la

124



Capitulo 2 Discusion

diversidad antigénica de las cepas de campo, lo que limita la validez del modelo para predecir la

eficacia de una vacuna en condiciones reales (Rainard et al., 2022c¢).
Respuesta humoral en GM post vacunacion

Respecto de la respuesta humoral inducida por la vacunacién en la GM, la deteccion de 1gG
especifica contra los antigenos vacunales en leche al momento del desafio (aproximadamente 60 dias
post-refuerzo y 30 dias post-parto) demuestra que el esquema de inmunizacion aplicado indujo una
respuesta humoral local persistente en la GM. Esta presencia de inmunoglobulinas durante el periodo
posparto es particularmente relevante, ya que confirma que la estrategia de inmunizacion logra
mantener una respuesta humoral especifica en la glandula mamaria tras superar el estrés fisiologico
del periparto (Burton & Erskine, 2003). A su vez, se analizaron las subclases IgG1 e IgG2 presentes
en leche al momento del desafio. En este punto temporal, la presencia de IgG1 especificas fue
evidente en los grupos inmunizados, destacandose el grupo Lip+Man+Rec con niveles
significativamente superiores para todos los antigenos evaluados (rAt, rBt, rCIfA y rFnbpA),
mientras que ¢l grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec mostrd incrementos significativos frente a rAt
y rFnbpA. Por el contrario, la respuesta de IgG2 en leche fue méas limitada, ya que solo se observo
una respuesta significativamente superior frente al antigeno rAt en los animales inmunizados con
Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec. Estos resultados indican que la inmunizacion pre-parto con ambas
formulaciones generd una respuesta humoral local en GM predominantemente mediada por 1gG1,

con una participacion limitada y antigeno-especifica de 1gG2.

En estudios previos de nuestro grupo se evalud la respuesta humoral en leche tras la vacunacion
preparto con una formulacion compuesta por FnbpA y CIfA fusionadas a TRX y formulada con un
adyuvante liposomal. Quince dias post-vacunacion se observo una tendencia hacia mayores niveles
de IgG e IgG1 especifica, sin incrementos detectables de 1gG2 (Reidel et al., 2019). De manera
similar, Pujato et al., (2018) reportaron que vaquillonas inmunizadas con dos dosis al preparto de Bt,
CIfA y FnbpA fusionadas a TRX y formuladas con ISCOM-Matrix, presentaron niveles elevados de
IgG total en leche durante el primer mes posparto (dias +7 a +30), con concentraciones relativamente
altas de IgG1 especifica, pero niveles significativamente mas bajos de IgG2. Benedictus et al.,
(2019), trabajando con las proteinas recombinantes de evasion inmune LukM y Efb de S. aureus
formuladas con CTA2/B, encontraron niveles significativamente mas altos de IgGl y IgG2
especificas tanto en calostro como en suero dos semanas posparto tras el refuerzo previo al parto. Sin
embargo, en leche (dos semanas posparto) solo los anticuerpos IgG1 especificos se mantuvieron
significativamente elevados. A pesar de las diferencias metodologicas entre estudios (tipo de
antigenos, adyuvante, esquema de inmunizacion) todos ellos convergen en que la inmunizacion
sistémica preparto con antigenos de S. aureus induce una respuesta humoral local en la glandula

mamaria predominantemente mediada por IgG1, con una participacion limitada o ausente de 1gG2.
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Respuesta humoral en GM post desafio

Tras la infusion del patdgeno, los niveles de 1gG especificas en leche frente a rAt, rBt y rCIfA se
mantuvieron elevados y significativamente superiores a los del grupo control durante todo el periodo
de seguimiento, particularmente en el grupo Lip+Man+Rec y, en menor medida, en el grupo
Lip+CpG-ODN+AG2-C16+Rec. No obstante, el desafio intramamario con 100 UFC de S. aureus
26L no indujo una estimulacion de los niveles de anticuerpos especificos adicional a la existente. Un
comportamiento comparable fue descripto por Shkreta et al., (2004) en vaquillonas Holstein prefiadas
de siete meses, en las que se evalud una estrategia de inmunizacioén basada en una vacuna de ADN
seguida de un refuerzo con proteinas recombinantes (D1D3 y CIfA), y posteriormente sometidas a
un desafio intramamario realizado tres semanas posteriores al parto, con 900 UFC/cuarto de la cepa
Newbould 305. En dicho estudio, el refuerzo previo al desafio indujo un incremento de todos los
isotipos de IgG, que se mantuvieron elevados y estables durante los 21 dias posteriores al desafio,
sin evidenciarse una respuesta humoral adicional atribuible a la infeccion. En contraste, Alabdullah
et al., (2021) describieron un patron diferente en vacas Holstein en lactancia media (tercera o cuarta
lactancia) inmunizadas por via intranasal con la formulacion [sdA+CIfA-CTA2/B desafiadas con 400
UFC de la cepa S. aureus Newbould 305, donde el desafio experimental indujo un aumento marcado
de IgG total a los 10 dias post-desafio. En el presente estudio, la ausencia de un incremento
significativo de I1gG especifica, incluso en los animales no vacunados, sugiere que la infeccion con
la cepa S.aureus 26L no generd un estimulo inflamatorio o antigénico suficiente para promover una
reestimulacion de la respuesta humoral detectable en leche. Esto podria sugerir una baja capacidad
inmunogénica de la cepa S. aureus 26L la cual resultd insuficiente para inducir una amplificacion
detectable de la respuesta humoral local en la GM. Este fenomeno se reflejé ademas claramente al
analizar la respuesta frente al lisado bacteriano completo, donde se observo que los niveles de IgG
total permanecieron cercanos a los valores basales en todos los grupos, lo que indica una respuesta
humoral limitada frente a la bacteria utilizada para la infeccion. Esta observacion iria en linea con la
propuesta de algunos autores sobre la eficacia de las interacciones tempranas de S. aureus con el
hospedador, que incluyen la invasion inmediata de las células epiteliales mamarias y la falla en la
activacion de la cascada de sefalizacion NF-kB, las cuales estan orientadas a lograr una evasion

activa de la respuesta inmune desde el momento inicial de la infeccion (Giinther et al., 2017).

A su vez, se evaluaron las subclases IgG1 e IgG2 presentes en la GM como respuesta al desafio. En
la glandula mamaria sana, el perfil de inmunoglobulinas estd dominado por la IgGl, la cual es
transportada de forma selectiva hacia las secreciones mamarias desde la sangre. Por el contrario, la
IgG2 se encuentra en concentraciones muy bajas en condiciones de salud basal, ya que su ingreso a
la glandula ocurre principalmente de forma coordinada con la diapédesis de los neutrofilos en

respuesta a un estimulo inflamatorio (Sordillo & Streicher, 2002). De todas formas, cabe aclarar que

126



Capitulo 2 Discusion

estos conceptos son modelos propuestos por distintos autores, y existe poca evidencia experimental
de que realmente sea lo que ocurre en el contexto de una IIM, o si esto se ve influenciado, por
ejemplo, por las caracteristicas de la cepa infectante. En este estudio se observd una respuesta local
mediada principalmente por IgG1 luego de la infeccidon experimental, con produccion de 1gG2
especifica solo frente al antigeno rAt, mientras que no fue detectable frente a rCIfA y rFnbpA,
antigenos clave que intervienen en las interacciones tempranas durante el establecimiento de la
infeccion. Sin embargo, los niveles detectados luego del desafio no superaron a los encontrados antes
del mismo. Segtin el modelo propuesto por Burton & Erskine (2003), el reclutamiento masivo de
neutrdfilos durante las primeras 24-48 h posinfeccion deberia ir acompafiado de un aumento en la
permeabilidad vascular que permita el ingreso de IgG2 opsonizante desde la circulacion hacia la
glandula mamaria, facilitando asi la fagocitosis dirigida de las bacterias opsonizadas. Sin embargo,
en el presente estudio este mecanismo no parecié cumplirse de manera efectiva. A pesar del
incremento observado en el RCS tras el desafio, no se observo un incremento en los niveles de IgG2,
lo cual podria haber limitado severamente la actividad fagocitica de los neutrdfilos permitiendo la
progresion y persistencia del patdogeno. Varios factores podrian explicar esta desconexion entre
reclutamiento celular y llegada de anticuerpos opsonizantes. La llegada de anticuerpos opsonizantes
al sitio de infeccion depende estrechamente de la exudacion de plasma, un proceso que solo se activa
ante una inflamacion masiva (Rainard et al., 2003; Rainard et al., 2022¢). En principio, se puede
postular que la baja concentracién bacteriana utilizada en el desafio (100-150 UFC), o las
caracteristicas de persistencia de la cepa 26L. podrian haber generado una respuesta inflamatoria
insuficiente para movilizar una cantidad critica de 1gG2 desde la sangre. En este sentido, Prenafreta
et al., (2010), vacunaron vaquillonas con bacterinas de S. aureus con alto contenido de SAAC al
preparto, y las desafiaron 23 dias por parto con una concentracion de 8x10* UFC de una cepa
virulenta de S. aureus. Los autores observaron incrementos significativos de IgG e IgG1 especificas
en leche, pero un aumento limitado de IgGG2 en leche tras el desafio. L.a vacunacion tampoco previno
la IIM por S. aureus, aunque reportaron una reduccion significativa del recuento bacteriano en leche
en el grupo vacunado en comparacion con el control. Ademas, observaron una correlacion negativa
entre los titulos de anticuerpos en el dia del desafio y el recuento de S. aureus en leche al dia siguiente,
sugiriendo que la respuesta de anticuerpos especificos podria estar involucrada en la proteccion
contra la IIM. En el caso de Alabdullah et al., (2021), en vacas en lactancia media inmunizadas con
la formulacion IsdA+CIfA-CTA2/B, la respuesta al desafio con 400 UFC de la cepa S. aureus
Newbould 305, fue predominantemente de IgGl, aunque sin diferencias significativas entre
vacunados y controles. En un estudio previo, vacas en lactancia media (2 a 3 lactancias previas), no
inmunizadas, fueron desafiadas con 250 UFC/cuarto con dos cepas de campo con caracteristicas de
persistencia (806) o no persistencia (5011) (Engler et al., 2022). A pesar de que se indujo una
respuesta humoral en leche frente a ambas cepas, la cepa 806 indujo una respuesta mas marcada de

IgG e IgGl, mientras que la cepa 5011 fue mas efectiva en inducir una respuesta de [gG2. Sin
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embargo, la eliminacion bacteriana de la cepa 806 ocurrid en la mayoria de los cuartos inoculados
antes del dia 14 post-infeccion, mientras que la cepa 5011 persistié en la mayoria de los cuartos
desafiados. Frente a estos resultados los autores ponen en duda el valor protector de la IgG2, al menos

en ese estudio.

En conjunto, estos resultados sugieren que, aunque las formulaciones vacunales estimularon
adecuadamente la produccion y persistencia de anticuerpos a nivel sistémico, los niveles en GM
fueron relativamente bajos. Asimismo, el sesgo hacia una respuesta local predominantemente de
IgG1, en conjunto con una baja concentracion de IgG2 contra antigenos superficiales clave de S.
aureus podria haber comprometido la capacidad opsonofagocitica necesaria para promover una
eliminacion bacteriana inicial eficaz. A su vez, y sobre la base de las investigaciones de otros autores
mencionadas, ésta limitada respuesta humoral no pareceria estar relacionada de forma excluyente a

las caracteristicas de la cepa infectante ni a la concentracion de in6culo utilizado.

Respuesta celular en GM

Se evaluaron diferentes marcadores de la respuesta inmune innata y adaptativa en leche tras el desafio
con la cepa S. aureus 26L en los tres grupos experimentales, cuyos comportamientos se discuten a
continuacion. Sin embargo, cabe aclarar que, al momento de escritura de esta tesis, no se encontraron
en bibliografia reportes de evaluaciones exhaustivas de respuesta celular en leche luego de una [IM
experimental en bovinos, en el contexto de la evaluacion de vacunas contra S. aureus. Por lo tanto,
la discusion de los resultados del presente trabajo se plantea sobre la base de estudios de respuesta

inmune luego de una [IM experimental en bovinos no inmunizados.
Produccion de citoquinas

LaIL-1py laIL-8 son citoquinas proinflamatorias clave en la respuesta temprana de la GM frente a
infecciones bacterianas. La IL-1B induce la expresion de moléculas de adhesion en células
endoteliales y quimiocinas, amplificando el reclutamiento leucocitario y la respuesta inmune innata,
mientras que la IL-8 es fundamental para el reclutamiento especifico de neutréfilos hacia el sitio de
infeccion (Calvinho & Dallard, 2023b). En el presente estudio, la produccidon de ambas citoquinas
fue minima o indetectable en la mayoria de los cuartos desafiados. Especificamente, la IL-1 se
mantuvo en niveles bajos cercanos al limite de deteccion en la mayoria de los cuartos, con
excepciones aisladas en cuartos donde la secrecion fue detectable y coincidié con RCS elevados
(datos no mostrados). Por su parte, el grupo Lip+Man+Rec mostrd una inducciéon mas temprana y
significativa de I1L.-8 al dia 2 posinfeccion en comparacion con los demés grupos, condicionada por
algunos animales que presentaron valores muy elevados, y esta respuesta coincidio con el valor
maximo de RCS para ese grupo (5,78 logio cel/mL). En contraste, el grupo control presentd una

estimulacion minima de 1L.-8 durante todo el periodo evaluado. Esta respuesta limitada de citoquinas
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proinflamatorias es consistente con lo reportado en la literatura para cepas de S. aureus con alta
capacidad de adaptacion a la GM. Estudios previos demostraron que la deteccion de IL-1 ¢ IL-8 en
leche es altamente variable y dependiente tanto de la severidad del cuadro clinico como del genotipo
bacteriano (Riollet et al., 2000; Bannerman et al., 2004). Por ejemplo, tras infecciones intramamarias
experimentales de vacas en mitad de lactancia con aproximadamente 40 UFC de la cepa S. aureus
Newbould 305 (CC97, ST115), Bannerman et al., (2004) detectaron incrementos de IL-1B
unicamente entre las 32 y 40 horas post-infeccion, mientras que no detectaron IL-8 en leche ni en
células somaticas. De manera similar, Riollet et al., (2000) no detectaron IL-1p ni IL-8 tras desafiar
vacas con aproximadamente 100 UFC de una cepa de campo de comportamiento persistente (107-
59) durante un seguimiento de 1 a 28 dias post-infeccion, lo cual se asocié con un aumento tardio y
bajo del RCS y con el aislamiento del microorganismo hasta 28 dias post-infeccion, indicando la
evolucion de la infeccion hacia la persistencia. Estudios mas recientes han confirmado que la
respuesta de estas citoquinas depende estrechamente del genotipo bacteriano y la capacidad de
adaptacion de la cepa. Engler et al., (2022) reportaron que cuartos inoculados con la cepa 806 (no
persistente, ST350) indujeron un pico marcado de 1L-1p al dia 2 post-infeccion, coincidiendo con el
pico maximo de RCS, mientras que la cepa 5011 (persistente, CC188) mostrd niveles similares al
control con bajos RCS durante todo el estudio. En concordancia, Niedziela et al., (2020) observaron
que la cepa MOK124 (CC151), asociada con mastitis clinica severa, provocd una secrecion
significativa de IL-1p (pico a las 168 horas post-infeccion) y de IL.-8 durante la primera semana de
infeccion, correlacionandose con mayor RCS, mientras que la cepa MOKO023 (CC97), de
comportamiento subclinico, no indujo secrecion detectable de IL.-1B en ningtin punto del ensayo (24
a 168 horas post-infeccion) y mostrd niveles significativamente menores de I1.-8. Estos antecedentes
refuerzan la hipdtesis que la presencia de estas citoquinas en leche es un evento transitorio
fuertemente condicionado por el linaje bacteriano y la severidad de la manifestacion clinica. No
obstante, la induccidn temprana y significativa de 1L.-8 observada en el grupo Lip+Man+Rec, a pesar
de las caracteristicas intrinsecamente poco inmunogénicas de la cepa 26L, sugiere un efecto de la
vacunacion sobre los mecanismos de reconocimiento temprano del patogeno. Sin embargo, la
persistencia bacteriana observada en la mayoria de los cuartos desafiados, independientemente del
grupo experimental, indica que esta respuesta inflamatoria temprana, aunque potenciada en algunos

animales vacunados, no fue suficiente para lograr la eliminacion bacteriana efectiva.

Adicionalmente, no se detectaron concentraciones medibles de I1.-17 ni de IFN-y en leche en ninguno
de los grupos experimentales, ni antes del desafio ni durante el periodo de seguimiento. Estas
citoquinas juegan roles centrales en la respuesta inmune adaptativa celular. El IFN-y potencia la
activacion de macrofagos, la presentacion antigénica y funciona como nexo entre la inmunidad innata
y adaptativa (Calvinho & Dallard, 2023b). Por su parte, si bien la I1.-17 ha sido propuesta como un

mediador central en la defensa epitelial al promover el reclutamiento de neutrdfilos, su rol en la
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mastitis bovina sigue siendo mas teérico que comprobado, existiendo atin importantes lagunas sobre
su cinética y fuentes celulares (Rainard et al., 2020). La ausencia de IL.-17 detectable en leche no
implica necesariamente su falta de participacion en la respuesta local, sino que podria reflejar una
expresion limitada al nivel celular o tisular que no fue evaluada en este trabajo. Estudios de
inmunohistoquimica en vacas con infecciones cronicas naturales han detectado IL.-17 en el
citoplasma de células epiteliales y en linfocitos del tejido conectivo durante la involucion, sugiriendo
que la proteina puede permanecer asociada a las estructuras parenquimales sin ser secretada al
compartimento luminal (Calvinho & Dallard, 2023b). Sin embargo, la falta de una respuesta
detectable de I1.-17 en este estudio podria estar indicando una activacion subdptima del eje Th17 por
parte de las formulaciones vacunales estudiadas, o bien reflejar que la infeccion generada por la cepa
S. aureus 261 es incapaz de superar el estado de tolerancia que el hospedador suele establecer con

patogenos altamente adaptados (Rainard et al., 2022c).

En el caso de IFN-y, su presencia en leche presenta mayor variabilidad entre estudios. Kim et al.,
(2011) reportaron una marcada induccioén de IFN-y en vacas desafiadas con la cepa Newbould 305,
durante los primeros 6 dias post-infeccion. Por otro lado, una variante de colonia pequefia SCV
Heba3231, asociada a mastitis cronica, no generd cambios detectables en la concentracion de esta
citoquina, aun cuando el microorganismo persistié en la gldndula mamaria, mientras que la cepa
parental 3231 si indujo la expresion de IFN-y los primeros dias post-infeccidon, aunque en menor
medida que Newbold 305. Resultados més recientes mostraron que cepas de S. aureus con bajo nivel
de adaptacion a la glandula mamaria inducen una respuesta inflamatoria local mds intensa,
acompafiada de mayores niveles de IFN-y, mientras que cepas altamente adaptadas muestran una
capacidad superior para evadir o atenuar esta respuesta (Engler et al., 2025b). En el presente estudio,
la ausencia de IFN-y en leche es consistente con este patron descrito para cepas de comportamiento
persistente, como S. aureus 26L, y sugiere que la infeccion experimental no desencadend una
activacion detectable de mecanismos celulares asociados a la produccion de IFN-y en GM,

independientemente del esquema de vacunacion evaluado.

En conjunto, el perfil de citoquinas detectado en leche tras el desafio intramamario con la cepa S.
aureus 261 se caracterizO por una respuesta inflamatoria de baja magnitud, con una induccion
transitoria de IL-8 en algunos animales vacunados y una ausencia generalizada de IL-1pB, IL-17 e
IFN-y detectables en el compartimento luminal mamario. Este patron resulta coherente con lo
descripto para cepas de S. aureus altamente adaptadas a la glandula mamaria, las cuales tienden a
modular o atenuar la activacion de respuestas inflamatorias intensas y de tipo celular, favoreciendo
el establecimiento de infecciones persistentes y subclinicas. No obstante, la interpretacion de estos
hallazgos debe realizarse en el contexto de la limitada informacion disponible sobre la dinamica de

citoquinas en leche bovina frente a desafios intramamarios experimentales, particularmente en
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animales vacunados. A su vez, la determinacion de citoquinas reguladoras, no abordadas en este
estudio, podria aportar informacién valiosa en futuros ensayos sobre posibles mecanismos de

modulacion de la respuesta inflamatoria durante la infeccion.

Cabe mencionar, que las formulaciones vacunales sometidas al ensayo de desafio experimental
fueron seleccionadas a partir del analisis de la respuesta inmune sistémica, donde se pudo identificar
la capacidad de inducir un perfil predominantemente Thl con una contribucion de Th17. Sin
embargo, estos perfiles no se pusieron de manifiesto al analizar la produccion de citoquinas en leche.
Este comportamiento puede asociarse a que la GM no refleje necesariamente lo observado a nivel
sistémico o que deban superarse determinados niveles de respuesta para que las células efectoras

estén disponibles adecuadamente a nivel local.
Organizacion de las poblaciones celulares

Con relacion a las poblaciones celulares presentes en la GM que se analizaron y, si bien existen pocos
trabajos que hayan caracterizado en detalle los subtipos de células somaticas en la GM bovina durante
infecciones experimentales tras inmunizaciones, los resultados obtenidos permiten aportar
informacion valiosa sobre la dindmica de los principales linajes inmunitarios involucrados en la
respuesta local. Estudios previos han demostrado que la composicion celular de la leche y del
infiltrado mamario difiere marcadamente entre glandulas sanas e infectadas, reflejando el tipo e
intensidad de la respuesta inmunitaria (Riolet et al., 2001; Schwarz et al., 2011, Wiarda et al., 2025).
Estas variaciones pueden estar influenciadas por factores fisioldgicos y ambientales, como la etapa
y nimero de lactancia, el estrés, el ordefio o la estacion del afio, aunque la presencia de [IM constituye
el factor mas determinante. En gldndulas sanas (RCS <100.000 células/mL), la leche contiene
principalmente macrofagos (12-46%) y linfocitos (14-80%), con una proporcion menor de
neutrdfilos (6—50%). Dentro de la poblacion linfocitaria, predominan las células T CD8+ sobre las
CD4+. Sin embargo, ante un desafio bacteriano como el de S. aureus, se activa un reclutamiento
masivo de granulocitos, transformando el infiltrado en predominantemente neutrofilico (hasta 90-
95%) y provoca una inversion en la relacion de linfocitos donde los CD4+ pasan a liderar la respuesta
adaptativa local (Taylor et al., 1997; Schwarz et al., 2011). A su vez, en un analisis poblacional,
Niedziela et al., (2021) observaron que esta respuesta depende del linaje de S. aureus. Mientras que
en la infeccion por S. aureus grupo CC151 (asociado a mastitis clinica) mantuvo a los neutrofilos
como el tipo celular principal, en el caso de S. aureus grupo CC97 mostrd una predominancia de
macrofagos M1 a las 48 y 168 h post-infeccion, sugiriendo un mecanismo de evasion inmune en
casos subclinicos. Aunque las proporciones de linfocitos disminuyeron al minimo en ambos modelos
debido al aumento de fagocitos, este cambio poblacional fue clave para determinar si la infeccion

progreso hacia la cronicidad o hacia un cuadro clinico severo (Niedziela et al., 2021)
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En este trabajo, frente al desafio intramamario con S. aureus 26L, se observo una transformacion
radical del infiltrado celular en la GM, caracterizada por una movilizacion masiva de granulocitos y
una reestructuracion de las subpoblaciones de linfocitos T, cuya magnitud y persistencia sugieren
una respuesta adaptada a desarrollar un proceso crénico por parte de la cepa utilizada. Todos los
grupos evidenciaron una caida inicial en la proporcion de linfocitos totales hacia el dia 2 pi. Un
comportamiento similar ha sido descrito anteriormente como una muerte celular selectiva de células
T no especificas durante la fase aguda de la infeccion, lo que reduce su presencia porcentual frente
al flujo masivo de fagocitos (Gronlund et al., 2006). Los autores proponen que este proceso no es
meramente un efecto matematico de dilucion por la llegada de neutréfilos, sino que involucra
mecanismos bioldgicos activos de lisis y supresion inducidos por el patogeno. Como explican
Broeker et al., (2016) y Thammavongsa et al., (2015), S. aureus utiliza toxinas como la a a-toxina y
la leucocidina LukDE (especifica al receptor CCRS presente en linfocitos T humanos y bovinos) para
causar lisis directa. Ademas, la secrecion de superantigenos provoca una activacion masiva y no
especifica de hasta el 20% del repertorio de células T, lo que culmina en un estado de anergia o
muerte celular programada, mecanismos que impiden el desarrollo de una respuesta especifica y
eficaz contra el patégeno. En este estudio, los porcentajes de células CD4+ no mostraron diferencias
estadisticas globales frente al control en el periodo evaluado, aunque ambas formulaciones mostraron
un pico de CD4+ cercano al 20% al dia 6 pi sugiriendo una activacion local. Se ha establecido que
en mastitis por S. aureus, los linfocitos CD4+ suelen aumentar significativamente para coordinar la
respuesta adaptativa, superando a los CD8+ (Taylor et al., 1997). En cambio, un hallazgo relevante
en este estudio fue la disminucidén significativa de linfocitos CD8+ en la leche del grupo
LiptMan+Rec, manteniendo niveles significativamente menores que el control y el grupo Lip+CpG-
ODN+AG2-C16+Rec. Lejos de interpretarse como una debilidad inmunoldgica, este resultado
podria alinearse con lo reportado por Sordillo, (2018) y Engler et al., (2025a) donde plantean una
teoria de retencion tisular en infecciones cronicas, en la cual las células CD8+ no se liberan al lumen
glandular, sino que son retenidas en el parénquima mamario para ejercer su funcion citotdxica directa
contra las células epiteliales que albergan la bacteria de forma intracelular. Dado que S. aureus utiliza
la internalizacion como mecanismo de evasion, la permanencia de estas células en el tejido es critica
para el control de la persistencia bacteriana (Gronlund et al., 2006). En este estudio, el grupo
Lip+Man+Rec, a pesar de tener los niveles mas bajos de CD8+ en leche mostré una tendencia a una
caida mas pronunciada en el recupero bacteriano y mayor tasa de cuartos negativos al final del

estudio.

La respuesta innata fue dominada por el aumento drastico de granulocitos (CH138A+) en todos los
grupos tras la infusion. Esta poblacion resulté significativamente superior en el analisis global para
el grupo Lip+Man+Rec con respecto al control. Si bien el grupo Lip+CpG-ODN+AG2C16+Rec

presentd un pico temprano de activacion mas pronunciado, solo mostré diferencias significativas
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puntuales hacia el dia 14 respecto al control sin inmunizar. A su vez, la cinética observada en este
estudio, con picos elevados que se mantienen o reaparecen hacia el final del ensayo fue similar a lo
observado por Engler et al., (2025) en el transcurso de la infeccién con una cepa considerada
persistente, con algunas diferencias en relacion con los periodos de observacion. El presente estudio
realizé el seguimiento de las poblaciones celulares hasta el dia 28 post-infeccion, iniciando a los 30
dias posparto, mientras que Engler et al., (2025a) analizaron la dinamica celular durante la involucion
activa de la glandula mamaria (periodo seco), con evaluaciones a los 7, 14 y 21 dias post-secado. A
pesar de estas diferencias en el estadio fisioldgico evaluado, los patrones generales de reclutamiento
y persistencia de granulocitos resultaron comparables entre ambos estudios. Ademads, la permanencia
de altos niveles de CH138A+ en los grupos inmunizados sugiere que las células han adquirido un
programa transcripcional de activacion prolongada, enriquecido en genes de quimiotaxis y respuesta
a bacterias Gram-positivas, tal como lo demuestran Wiarda et al., (2025) en casos de mastitis cronica.
Sin embargo, el marcado reclutamiento leucocitario persistente no se tradujo en la resolucion de la
infeccion, lo que sugiere que la activacion celular inducida por la vacunacion no fue funcionalmente
eficiente, posiblemente debido a la baja disponibilidad de opsoninas locales y a la evasion inmune

ejercida por la cepa 26L..
Impacto de la vacunacion sobre la respuesta inmune mamaria frente a Staphylococcus aureus 26L

En conjunto, los perfiles celulares y la respuesta observada en los grupos G3 y G4 sugieren que la
vacunacion permitio establecer en la gldndula mamaria un umbral de alerta inmunologica
incrementado, caracterizado por una movilizacidon leucocitaria temprana y sostenida de células
CHI138A*" tras el desafio intramamario. Esta activacion temprana sugiere mecanismos de
reconocimiento y reclutamiento celular sensibilizados por la inmunizacion. Mientras que la respuesta
innata (CH138A") fue persistente en ambos grupos inmunizados, la dindmica de los linfocitos T en
el grupo Lip+Man+Rec sugiere una especializacion funcional de la respuesta, en la cual el sistema
inmune priorizaria la respuesta en el parénquima mamario, posiblemente a través de la retencion o

acumulacion local de linfocitos T CD8, orientados a enfrentar reservorios bacterianos intracelulares.

Sin embargo, la persistencia de la infeccion a pesar de los elevados niveles de células CH138A+,
pone de manifiesto que esta activacion innata no resultd suficiente para lograr la resolucion
bacterioldgica. Este fendmeno puede explicarse por la combinacion entre una respuesta efectora
incompleta del hospedador y el sofisticado repertorio de mecanismos de evasion desplegado por S.
aureus. En este sentido, Staphylococcus aureus posee multiples mecanismos que le permiten evadir
la respuesta inmune del hospedador y reducir la eficacia de los procesos de eliminacion bacteriana.
Estas estrategias, descriptas para cepas adaptadas al bovino, pueden interferir con la resolucion de la
infeccion intramamaria incluso cuando se desencadena una respuesta inflamatoria robusta,

favoreciendo el establecimiento de infecciones persistentes.
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A esta capacidad de evasion se suma la limitada disponibilidad de IgG2 especifica en leche, isotipo
clave para la opsonizacion dependiente de neutréfilos. Esta condicidon podria haber generado un
desacople efector en el cual el marcado reclutamiento celular no se traduce en una reduccion efectiva
de la carga bacteriana, tal como ha sido propuesto por Burton & Erskine, (2003). A pesar de que las
células CH138A" lograran la ingesta bacteriana, S. aureus posee mecanismos que le permiten resistir
la muerte intracelular, los cuales neutralizan el estallido respiratorio y limitan la eficacia de las
trampas extracelulares de neutrofilos (Thammavongsa et al., 2015). A esto se suma su capacidad
para internalizarse y sobrevivir en nichos intracelulares, como células epiteliales y macrofagos,
permitiéndole sustraerse tanto de la respuesta humoral como de la actividad bactericida extracelular,
favoreciendo el establecimiento de infecciones persistentes (Gronlund et al., 2006; Engler et al.,
2022, 2025a). Estos antecedentes ponen en evidencia que un buen inmundgeno, ademds de generar

una respuesta inmune adecuada, deberia ser capaz de superar estos mecanismos de evasion.

Desde esta perspectiva, la vacunacion pareceria haber modulado principalmente la fase de deteccion
y activacion temprana de la respuesta inmune, mas que los mecanismos finales de eliminacion del
patogeno. Esto se refleja en el incremento temprano de la carga bacteriana y el RCS en los animales
inmunizados durante los primeros dias post-desafio, con valores que superaron parcialmente a los
del grupo control. No obstante, esta mayor sensibilidad en el reconocimiento no se tradujo en la
resolucion de la infeccidn. La cepa 261 (CC97), altamente adaptada al hospedador bovino, parece
explotar la dindmica inmunolodgica del compartimento mamario, donde la respuesta humoral esta
naturalmente sesgada hacia la IgGl y la exclusion bacteriana dependeria criticamente de la
sincronizacion entre inflamacién, opsonizacion y funcion neutrofilica. En este contexto, la
persistencia observada sugiere que el desenlace de la infeccion no estuvo determinado por una falla
en la deteccion del patdgeno, sino por la capacidad del linaje CC97 para modular la inflamacion local

y consolidar un estado de tolerancia inmunoldgica compatible con la persistencia subclinica.

En conjunto, estas consideraciones permiten comprender por qué los resultados de la vacunacion
contra la mastitis estafilococica han sido histéricamente variables e inconsistentes. Tal como se
desprende del metaanalisis de Mata et al., (2023), la eficacia de las estrategias vacunales se encuentra
condicionada por la diversidad genética y evolutiva del patégeno, la presion selectiva ejercida por el
uso de antimicrobianos y la limitada representatividad antigénica de las formulaciones frente a las
cepas circulantes en cada rodeo. Asimismo, el momento de aplicacion y el estado fisioldgico del
animal resultan determinantes. La revision propone que la vacunacion contra S. aureus deberia ser
interpretada principalmente como una herramienta destinada a modular la infeccidon y atenuar su
impacto productivo, mas que como una estrategia capaz de prevenir de manera consistente la

colonizacion intramamaria.
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Perspectivas para potenciar la inmunidad por vacunacion.

Dado que la glandula mamaria se organiza como un sistema inmune regional y funcionalmente
autéonomo, el fortalecimiento de la inmunidad local podria beneficiarse de estrategias innovadoras
como el protocolo de “prime and pull” descrito por Rainard et al., (2022c). Este enfoque combina
una inmunizacion parenteral inicial (prime), destinada a generar linfocitos T con experiencia
antigénica a nivel sistémico, con una aplicacion local del inmuno6geno en la GM (pull) para reclutar

especificamente a dichas células.

Esta estrategia resulta particularmente atractiva porque favorece el establecimiento de linfocitos T
de memoria residentes (Trm) en el parénquima mamario, superando la carencia natural de moléculas
clasicas de direccionamiento (homing) en este drgano. La integracion de ambas vias induciria una
respuesta protectora mediada por la inmunidad de tipo 3 (Th17), caracterizada por la liberacion de
IL-17A, IL-17F e IL-22. Estas citoquinas actiian como sefiales maestras para el reclutamiento masivo
e inmediato de neutréfilos y la estimulacion del epitelio para secretar péptidos antimicrobianos
(Rainard et al., 2020). Al establecer un reservorio local de Trm capaces de responder de manera
inmediata ante el primer contacto con el patégeno, estas estrategias podrian limitar la invasion
bacteriana de manera temprana, impidiendo que linajes adaptados como el CC97 logren
internalizarse en nichos intracelulares y consolidar un estado de persistencia o infeccion cronica

(Rainard et al., 2022c).

En conjunto, estos hallazgos permiten contextualizar la respuesta inducida por la vacunacion frente
a S. aureus en ¢l marco de la compleja inmunobiologia de la GM, integrando los efectos de la
inmunizacion sobre la activacion inflamatoria local y sus limitaciones frente a la persistencia

bacteriana.
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CONCLUSION GENERAL

La presente Tesis aborda una investigacion que representa un avance significativo en el desarrollo
de una plataforma de disefio racional de vacunas de subunidades orientada al control de la mastitis
bovina causada por Staphylococcus aureus. Mediante un abordaje multidisciplinario que integro la
optimizacion de antigenos, herramientas de nanotecnologia aplicada a sistemas de liberacion y la
inmunologia clinica bovina, se logro caracterizar un inmunogeno prototipico con elevada capacidad
inmunogénica que, al mismo tiempo, permitio poner en evidencia la complejidad extrema de los

mecanismos de proteccion en la glandula mamaria (GM).

En una primera instancia, la optimizacioén biotecnoldgica del proceso de producciéon permitio la
obtencion de los factores de virulencia rAt, rBt, rCIfA y rFnbpA libres de proteinas de fusion (TRX),
una decision estratégica clave para preservar la conformacion nativa de los epitopos y evitar desvios
en la especificidad de la respuesta humoral inducida. En este contexto, la resolucion de la
insolubilidad de rBt mediante la coexpresion con las chaperonas GroEL—-GroES validé el enfoque
adoptado, demostrando que es posible producir antigenos complejos y funcionales sin recurrir a

etiquetas que puedan comprometer la integridad inmunologica del disefio vacunal.

Desde el punto de vista tecnologico, el empleo de liposomas catidnicos como sistema de delivery
evidencid una notable versatilidad. La caracterizacion fisicoquimica mediante DLS permiti
establecer que la incorporacion del lipopéptido Gemini AG2C16 no solo aporta una sefial
inmunoestimulante adicional, sino que ejerce un efecto estabilizador critico sobre la suspension
coloidal, reduciendo el indice de polidispersidad y contrarrestando la tendencia a la agregacion
inducida por el CpG-ODN. Esta sinergia entre adyuvantes de ultima generacion permitiéo obtener
formulaciones homogéneas, con un didmetro hidrodindmico compatible con una interaccion

eficiente con las células presentadoras de antigenos (CPA).

En el modelo de inmunizacion sistémica, el esquema vacunal propuesto demostrd ser altamente
eficaz para inducir una respuesta de memoria inmunoldgica duradera, capaz de reactivarse mediante
refuerzos preparto y de sostener niveles elevados de IgG totales, IgG1 e IgG2 séricas especificas
frente a los antigenos vacunales. Asimismo, la caracterizacion del perfil celular mediante ensayos
WBA confirm6 que las formulaciones, en particular aquellas Lip+Man+Rec o la combinacion
Lip+CpG-ODN+AG2-C16, favorecen un perfil inmunolégico predominantemente Thl,
caracterizado por la produccion de [FN-y, con una contribucion incipiente de la inmunidad de tipo 3

(Th17), perfiles considerados relevantes para el control de infecciones bacterianas persistentes.
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No obstante, el desafio intramamario experimental con la cepa 26L (linaje CC97) puso de manifiesto
las limitaciones de la inmunidad sistémica frente a patégenos altamente adaptados al hospedador.
Un resultado no esperado de este estudio fue el posible fendmeno de desacople efector en la glandula
mamaria. A pesar de que la vacunacion sensibilizd este compartimento para un reclutamiento
temprano y masivo de granulocitos (CH138A") y sostuvo niveles apreciables de IgG1 especifica en
leche, la limitada disponibilidad de IgGG2 opsonizante en el lumen mamario pudo haber impedido
que esta respuesta celular se tradujera en la resolucion efectiva de la infeccion. En este sentido, la
ausencia de citoquinas proinflamatorias como IL-1p e IFN-y en leche durante el desafio sugiere que
la cepa 261. despliega mecanismos activos de evasion inmune, atenuando la inflamacion local y

favoreciendo un estado de tolerancia compatible con su persistencia subclinica.

En cuanto a la dindmica celular local, la reduccion de linfocitos CD8* en leche observada en el grupo
Lip+Man+Rec podria relacionarse con una posible retencion tisular de células citotdxicas en el
parénquima mamario, orientada al control de nichos bacterianos intracelulares. Sin embargo, esta
especializacion funcional no resulto suficiente para alcanzar una inmunidad esterilizante, lo que
refuerza la nocidn de que S. aureus explota de manera eficiente las barreras fisiologicas de la ubre

para evadir la actividad bactericida del hospedador.

Como proyeccion a futuro, los resultados de esta tesis indican que el éxito de las estrategias
vacunales destinadas al control de la mastitis estafilococica dependera de la capacidad de superar el
aislamiento inmunoldgico de la glandula mamaria. En este marco, se propone el desarrollo de
protocolos de tipo prime and pull, que integren la inmunizacion sistémica con intervenciones locales
intramamarias destinadas a reclutar y establecer linfocitos T de memoria residentes (Trm). Esta
aproximacion permitiria fortalecer la inmunidad de tipo 3 local, favoreciendo una alerta temprana y
una respuesta efectora capaz de limitar la colonizacion y la internalizacion bacteriana en el epitelio
mamario. En conjunto, el presente trabajo no solo aporta una plataforma tecnologica robusta, sino
que redefine los criterios de eficacia vacunal en mastitis bovina, posicionando la modulacion de la
infeccion y el fortalecimiento de la vigilancia inmunolégica local como pilares fundamentales para

el control de S. aureus bajo el enfoque de Una Salud.
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ANEXO I — Soluciones y medios de cultivo

Medio de cultivo

. Medio LB (Luria—Bertani): Triptona: 10 g/L; Extracto de levadura: 5 g/L; NaCl: 10 g/L;
pH: 7.

. Medio LB-Agar: Medio LB + Agar-agar 20g/L.

. Medio SOC: Triptona: 20 g/L; Extracto de levadura: 5 g/L; NaCl: 0.5 g/L; KCI: 0.186 g/L;

MgClz: 10 mM; MgSOa4: 10 mM; Glucosa: 20 mM

. Medio BHI (Infusién Cerebro Corazén): Infusion de cerebro-corazén: 1,5 g/ Peptona: 10
g/L; Dextrosa: 2 g/L; NaCl: 5 g/L; Fosfato disédico (Na2HPO4) 2.5 g/L..

. Agar Base Peptona Peptona, 5 g/L; tripteina, 10 g/L; extracto de levadura, 5 g/L; extracto de
corazén, 3 g/L; almidén, 1 g/1.; NaCl, 5 g/L; agar-agar, 15 g/L.

. Agar Sangre: Agar Base suplementado con Sangre bovina 5 % (v/v)
Soluciones generales

. PBS: NaCl: 137 mM; KCI: 2.7 M; Na2HPO4; KH2PO4; pH 7.2

. PBS-Tween PBS: PBS suplementado con Tween-20 (Sigma) 0,05 % (v/v)
. Solucion de bloqueo: Leche de cabra descremada 5% (p/v PBS)

. Buffer acetato: Acetato de sodio 50mM; pH: 4.3

. Bufer Carbonato: (Na.COs): 15 mM; (NaHCO:s): 35 mM; pH: 9.6.

Purificacidn de proteinas en columna de pseudoafinidad a Niguel

. Buffer A: Tris: S0mM; NaCl: 500mM; Imidazol: 25mM; pH: 8,0.
. SE1: Buffer A; Imidazol: 50mM

. SE2 Buffer A; Imidazol: 250mM

U SE3 Buffer A; Imidazol: 500 mM

Electroforesis en geles de agarosa

. Buffer de muestra: Azul de bromofenol: 2,5 mg/mL; Glicerol: 300 mL/L
. TAE: Tris acetato: 40 mM; EDTA: 1mM
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Electroforesis en geles de poliacrilamida

. Gel de apilamiento: Tris—HCI 130 mM (pH 6,8), SDS 0,05 % (p/v), acrilamida/bisacrilamida
(29:1) 4,8 % (p/v), TEMED 0,1 % (v/v) y persulfato de amonio 0,05 % (p/v).

. Gel de corrida: Tris—HCI 375 mM (pH 8,8), SDS 0,01 % (p/v), acrilamida/bisacrilamida
(29:1) 12 % (p/v), Glicerol 10%; TEMED 0,6 % (v/v) y persulfato de amonio 0,05 % (p/v).

o Buffer de muestra 4X: Tris—HCI 250 mM (pH 6.8); Glicerol: 40%; SDS 8% (p/v).; B-
mercaptoetanol 10%; Azul de bromofenol 0.4%.

. Buffer de corrida: Tris—HCI 25 mM (pH 8.3), Glicina: 192 mM; SDS 0.1%(p/v),

Actividad hemolitica

. Solucion diluyente de GR: PBS; Mg(SO)4: 2 mM; Albumina sérica bovina 0.1%

Tincion de Gram

. Cristal violeta: 1 % (p/v)

. Lugol: Yodo cristal: 1 % (p/v); Yoduro de potasio: 2 % (p/v)

. Decolorante: Alcohol etilico 96 % / Acetona: 66,6 % / 33,3 % (v/v)
. Safranina: 1 % (p/v)

Transformacion de bacterias por técnica MOPS/CaCl>»

o Solucion de transformacion (ST1): Buffer MOPS: 10 mM; KCl1: 10 mM; pH: 7,0
. ST2: Buffer MOPS: 100 mM; KCI: 10 mM; CaCl,: 50 mM; pH: 6,5

Citometria

. FACS: PBS 1x; BSA: 1% (p/v); Azida Sodica: 0.01% (p/v); pH 7.,2.
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ANEXO II — Anadlisis PFGE

7493 A1T1

7493 A1T2

7453 A1T1
7453 A1T2
7453PDT1
7453PDT2
7601 PDT1
7601 PDT2
7469PDT1
7469PI1T2
7612A1T1
7612A1T2
7612PDT1
7612PDT2
7493PDT1
7493PDT2
7491 ADT1
7491 ADT2
7491 AIT1
7491 AIT2
8093 AIT1
8093 AIT2
8093PDT1
8093PDT2
7461PDT1
7461 PDT2
7462PDT1
7462PDT2
7486 PDT1
7486 PDT2
7486 AIT1
7486 AIT2
7492 A1T1
7492 A1T2
7492PDT1
7492PDT2
7499ADT1
7499ADT2
7499PDT1
7499PDT2
7602A1T1
7602A1T2
7603 AIT1
7603 AIT2
7603PDT1
7603PDT2
276 AIT1
276 A1 T2
276 PDT1
276 PDT2
278PDT1
278PDT2
278A1 T1
278A1 T2
279ADT1
279ADT2
279P1T1
279PIT2
281PDT1
281PDT2
281A1T1
281A1T2
7849ADT1
7849ADT2
7849PIT1
7849P1T2
7853AI1T1
7853 AI1T2
7853PIT1
7853PI1T2
7858AIT1
7858 AIT2
7858 PDT1

7858 PDT2

1
60% 70% 80% 90% 100%
Similitud
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ANEXO III: Optimizacion de la expresion de rFnbpA de S. aureus

Esta actividad se realiz6 en el marco de una pasantia en la Unidad de Ingenieria de Proteinas del
Institut Pasteur de Montevideo, a través de una beca otorgada por el Programa de Biotecnologia para

América Latina y el Caribe (UNU-BIOLAC), durante 2025.

Objetivo del entrenamiento:

Optimizar la expresion de la proteina recombinante FnpA mediante Ingenieria de Proteinas in silico

y evaluar diferentes condiciones de expresion en E. coli.

Antecedentes:

El dominio A de las proteinas de union a fibronectina (Fn) de S. aureus, FnbpA'y FnbpB, desempefia
un papel clave en las interacciones bacteria-hospedador. Este dominio se localiza en el extremo N-
terminal de ambas proteinas y se subdivide en tres subdominios: N1, N2 y N3. Los subdominios N2
y N3 son esenciales para la formacion del sitio de unidn al fibrindgeno, mientras que la region
adyacente de repeticiones de unién a fibronectina (FnBRs) facilita la adhesion fibronectina
(Stemberk et al., 2014).

Inicialmente, para la formulacion vacunal evaluada en los capitulos 1y 2 de este trabajo, se utilizd
un péptido comprendido por una secuencia representativa de FnBRs (Fibronectin-Binding Repeats)
las cuales son secuencias repetitivas de union a Fn presentes en FnbpA de S.aureus que poseen alta
afinidad de union a este ligando. Las FnBRs se consideran regiones intrinsecamente desordenadas,
por lo que no tienen una estructura definida antes de unirse a Fn y una vez que se unen adquieren
una estructura ordenada en forma de lamina B. (Bingham et al., 2008). Se ha reportado que las
respuestas inmunes mas dominantes contra las FnBRs reconocen principalmente neo epitopes
conformacionales que se generan cuando las regiones FnBRs estan complejadas con Fn, més que el
antigeno en estado libre (Foster et al., 2016). Ademas, se ha observado que los anticuerpos que
reconocen la region de unioén a Fn a menudo no inhiben la unién bacteriana a este ligando e incluso
pueden ver potenciada su union en presencia de Fn (Edwards et al., 2010).

Ante estas limitaciones, el enfoque para el redisefio de este antigeno se desplazd hacia la region N-
terminal de la FnbpA, especificamente hacia los dominios N2 y N3. A diferencia de las FnBRs, que
son intrinsecamente desordenadas, los subdominios N2 y N3 adoptan un plegamiento de tipo
inmunoglobulina lo que les otorga una estructura secundaria y terciaria definida y potencialmente,
una mayor estabilidad intrinseca (Loughman et al., 2008; Stemberk et al., 2014). Esta region es
multifuncional, siendo la responsable de la union al fibrindgeno y a la elastina mediante un

mecanismo dindmico conocido como "dock, lock, and latch" (DLL) (Ponnuraj et al., 2003).
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En este contexto, se plante6 como hipotesis que la obtencion de una proteina recombinante que
abarque estos dominios mejoraria la estabilidad estructural del inmundgeno y permitiria generar

anticuerpos capaces de bloquear sitios criticos de interaccion con el hospedador.

Descripcion de las actividades realizadas

Durante la pasantia se llevaron a cabo actividades centradas en la optimizacion de la expresion y
caracterizacion de variantes alternativas de FnbpA. El trabajo se estructuro en tres etapas principales.
En primer lugar, se empled un flujo de trabajo de disefio proteico in silico, integrando algoritmos de
inteligencia artificial de ultima generacion como AlphaFold2 y ProteinMPNN. Este enfoque permitio
la generacion de variantes optimizadas de FnbpA, las cuales fueron evaluadas estructural y
funcionalmente. En segundo lugar, las secuencias disefiadas se clonaron en vectores de expresion
desarrollados por la unidad anfitriona, que incluyeron etiquetas de purificacion HisTag y Streptagll.
Se evaluaron diversas condiciones de expresion en cultivos de E. coli a pequefia y gran escala, con
el objetivo de maximizar el rendimiento de proteinas solubles y correctamente plegadas. Finalmente,
las proteinas expresadas se purificaron mediante técnicas cromatograficas utilizando el sistema
AKTA Pure. Se caracterizaron sus propiedades biofisicas, incluyendo el estado oligomérico
mediante cromatografia de exclusién molecular analitica y la estabilidad térmica y quimica mediante

nano-calorimetria diferencial de barrido por fluorimetria (nano-DSF; Prometheus, NanoTemper).

Metodologia y Resultados.

Estudio de secuencias y diseiio de constructos

Se estudiaron secuencias de FnbpA provenientes de distintas cepas de S. aureus, con el fin de evaluar
diferencias estructurales, bioquimicas y funcionales en los dominios N-terminales involucrados en
la union al fibrindgeno. Esto incluyd cepas humanas (referencia: NCTC 8325 / PS 47, UniProt:
P14738), cepas bovinas (referencia: RF122 / ET3-1, UniProt: Q2YW62) y la secuencia de FnbpA
de la cepa Reynolds, previamente estudiada por nuestro grupo (referencia: FnbpA ARG, GenBank:

KJ001293 — UniProt: X2EXF7).

El alineamiento de secuencias y los andlisis comparativos revelaron una fuerte conservacion
estructural, particularmente en el sitio de unién al fibrindgeno. La estructura representativa de los
subdominios N2 y N3 de la proteina FnbpA, en complejo con el péptido de unidén al fibrindgeno
(resaltado en amarillo), se presenta en la Figura 1. El mapeo de conservacion sobre el modelo
estructural revela que ambos subdominios poseen un nucleo altamente conservado (en rojo), lo que
garantiza que un antigeno recombinante disefiado sobre esta estructura sea representativo de diversas

cepas de S. aureus.
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Attribute: mavPercentConserved —

Ctri-click on histogram to add or delete thresholds

Figura 1. Representacion estructural de los subdominios N2 y N3 de la proteina FnbpA en complejo con el
péptido de fibrinogeno (resaltado en amarillo). La estructura estd mapeada segiin su grado de conservacion
evolutiva: el rojo indica una conservacion del 100%, mientras que el azul sefiala regiones de menor
conservacion (aproximadamente 50%). Se observa que el sitio de union al ligando se localiza en una region
altamente conservada, lo que sugiere su relevancia funcional y su potencial como antigeno.

Con base en estos hallazgos, se disefiaron dos constructos para su evaluacion: uno que comprende
los subdominios N2N3 (residuos 194-512) y otro que consiste Unicamente en el dominio N3
(residuos 337-503) de la proteina FnbpA de S. aureus. Ambos disefios mostraron altos niveles de
confianza en las estructuras predichas por AlphaFold2, reflejados en sus puntajes de pLDDT
(predicted Local Distance Difference Test). El pLDDT es una métrica de confianza por residuo que
utiliza AlphaFold2 para predecir qué tan bien se ajusta la estructura local al modelo real. El
constructo FnbpA-N2N3 obtuvo un pLDDT promedio de 92,7, mientras que FnbpA-N3 alcanz6 un
91,1. Estos valores, al situarse por encima de 90, indican una precision de confianza muy alta en la
prediccion de la estructura a nivel de coordenadas de cadena lateral, lo que valida la estabilidad

teorica de los antigenos disefiados.

Sintesis y clonado molecular

Las secuencias disefiadas fueron sintetizadas y clonadas comercialmente (GenScript, USA Inc.) en
vectores de expresion previamente desarrollados por la Unidad de Ingenieria de Proteinas (Correa et
al., 2014; Ortega et al., 2018). Como se observa en el esquema de los vectores (Figura 2), se
obtuvieron dos constructos (rFnbpA-N2N3T7 y rFnbpA-N3T7) disefiados para la expresion

citoplasmatica en E. coli bajo el control del promotor T7.
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Figura 2: Representacion esquemdtica de los casetes de expresion para los antigenos recombinantes rFnbpA-
N2N3T7 y rFnbpA-N3T7. El disefio incluye un promotor T7, una etiqueta de poli-histidina (His-tag) en el
extremo N-terminal seguida de una fusion con tioredoxina (TRX), un sitio de corte para la proteasa TEV, el
antigeno de interés (FnbpA-N2N3 o FnbpA-N3) y una etiqueta Streptag en el extremo C-terminal.

La arquitectura de estos vectores incluye los siguientes elementos funcionales:

Purificacion: Los constructos presentan un sistema de purificacion dual. En el extremo N-terminal
se localiza una etiqueta de poli-histidina (His-tag), y en el extremo C-terminal una etiqueta de Strep-

tag, lo que permite protocolos de purificacion por afinidad de alta pureza.

Solubilidad: A su vez ambos antigenos se expresan como proteinas de fusion con TRX, incorporada
para mejorar el plegamiento y la solubilidad de las proteinas recombinantes en el citoplasma

bacteriano.

Sitio de corte proteolitico: Se incluyé un sitio de reconocimiento para la proteasa TEV situado entre
la fusion TRX y el antigeno de interés (FnbpA-N2N3 o FnbpA-N3). Esto permite la eliminacion de

las etiquetas N-terminales (His-tag y TRX) tras la purificacion inicial.

Los datos teoricos de tamafio esperado, de cada constructo luego de los diferentes pasos de

purificacion y eliminacion de Tag se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Datos tedricos de tamario esperado de las diferentes variantes de los constructos obtenidos.

Constructo Peso Molecular (kDa) Coeficiente de absorcion
(ml-mg*-cm™)

N2N3-TRX 50 1.07

N2N3-TRX- 51.6 1.15

STREPTAG

N2N3 35.8 1.07

N2N3-STREPTAG 37.2 1.17

N3-TRX 33.5 1.3

N3-TRX-STREPTAG 34.8 1.4

N3 19 1.45

N3-STREPTAG 19.7 1.6

Expresion de proteinas recombinantes en E. coli

Ambos constructos fueron transformados en células de E. coli BL21(DE3) pLysS mediante
transformacion quimica por choque térmico. Para este procedimiento, se empled 1.5 ul de cada

constructo (plasmido) sobre alicuotas de células competentes que se mantenian conservadas a -80°C.
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Tras un periodo de incubacion en hielo por 2 minutos, seguido de un choque térmico de 45segundo
a 42 °C, las células se recuperaron en medio liquido LB y se incubaron ON a 37 °C bajo seleccion
con ampicilina. Este cultivo se utilizé directamente como in6culo para la posterior induccion y

andlisis de la expresion proteica.

Para la expresion proteica, las bacterias transformadas se cultivaron en 800 mL de medio 2YT
(composicion por litro: 16 g de triptona, 10 g de extracto de levaduray 5 g de NaCl) suplementado
con ampicilina 1 mM a 37 °C, con agitacion a 220 rpm. Cuando el cultivo alcanzé una ODsoo
aproximada de 1.0, la expresion de las proteinas se indujo mediante la adicion de 0,5 mM de IPTG,
seguida de una incubacion ON a 20 °C con agitacion. Al dia siguiente, las células se recolectaron
por centrifugacion, se resuspendieron en buffer de lisis (50 mM Tris pH 8.0, 0.3 M NaCl, 1 mM

PMSF y 0.5 mg/mL de lisozima) y se almacenaron a —80 °C hasta su uso posterior.

Purificacion de proteinas

La purificacion de las proteinas se llevo a cabo mediante cromatografia de afinidad utilizando un
sistema AKTA™ pure (Cytiva). Las células de E. coli obtenidas en el punto anterior se
descongelaron, se lisaron por sonicacion y se procesaron con un Emulsiflex. Los restos celulares se
eliminaron por centrifugacion y el sobrenadante se filtré a través de un filtro de 0.2 pum, para luego
cargarse en una columna de cromatografia de afinidad a niquel de 1 mL (IMAC; HiTrap HP, Cytiva)
previamente equilibrada con el buffer A (50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 25 mM imidazol). La
elucidn se realizo utilizando el buffer B (50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol). A
esta primera ronda de purificacion se la denomindé IMAC 1. Se conservaron en este paso muestras

para SDS-PAGE.

Las proteinas purificadas se dializaron durante la noche a 4 °C contra el buffer de dialisis (500 mM
NaCl + 25 mM Tris) en presencia de proteasa TEV (1 mg por cada 10 mg de proteina diana). Se
realiz6 una segunda ronda de purificacion por IMAC (IMAC 2) utilizando la muestra dializada. Las
proteinas diana (N2N3 o N3) clivadas, fusionada a streptag, se recuperaron en la fraccién no unida,
mientras que la proteasa TEV usada para el clivado o el fragmento Histag-TRX, segin
correspondiera, se recuperaron durante la elucion con 100 % de buffer B. Todas las fracciones se

analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 3) y se cuantificaron por absorbancia a 280 nm.

Para ambos constructos, luego del proceso mencionado se produjeron proteinas solubles en las

siguientes cantidades: N2N3: 1.17 mg/mL (total 10.25 mg); N3: 1.6 mg/mL (total 22.5 mg).
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Figura 3. Purificacion por IMAC de las proteinas N2N3-TRX y N3-TRX utilizando una columna HiTrap HP
de 1 mL (Cytiva). Las fracciones purificadas se analizaron mediante SDS-PAGE al 15 % para evaluar la
pureza proteica. Etiquetas de las muestras: gel 1. N3IM1 — elucion de IMAC 1 de FnBPA N3; N3CLIV —
FnBPA N3 clivada; N3W — fraccién de lavado; N3I2ELU — elucion de IMAC 2 de FnBPA N3; N3IMNU —
fraccion no unida de IMAC 2 de FnBPA N3; gel 2: M — marcador de peso molecular; N23IM1 — elucion de
IMAC 1 de FnBPA N2N3; N23CL — FnBPA N2N3 clivada; N2312E — elucion de IMAC 2 de FnBPA N2N3;
N23I2NU — fraccion no unida de IMAC 2 de FnBPA N2N3.

Purificacion mediante Strep-tag Il y verificacion por SDS-PAGE

Las proteinas recombinantes FnBPA N2N3 y FnBPA N3 obtenidas en la seccion previa, fusionadas
a una etiqueta Strep-tag II, se sometieron a una nueva ronda de purificacion por cromatografia de
afinidad, esta vez utilizando una columna Strep-Tactin® XT Superflow (IBA Lifesciences). El
objetivo principal de este paso de purificacion fue eliminar contaminantes derivados del lisado
celular y obtener una preparacion limpia para los andlisis biofisicos posteriores. El proceso inicid
con el equilibrio de la columna en Buffer W (100mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8), seguido de la carga
de la muestra (N2N3-Strep-tag II yN3-Strep-tag I, obtenidas de la IMAC 2). Tras realizar lavados
exhaustivos para eliminar contaminantes remanentes, la elucion de las proteinas diana se efectud
mediante la adicion de D-biotina 50 mM, la cual al poseer una afinidad mayor por la matriz Strep-

Tactin® XT produce un desplazamiento competitivo especifico

La eficacia del procedimiento se confirmé mediante SDS-PAGE (Figura 4), donde se observo una
banda predominante correspondiente a la proteina esperada en las fracciones eluidas (N23ELU y

N3ELU), junto con la presencia de proteinas inespecificas en las fracciones no unidas (NU). Esta
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resina de alta especificidad permitié una recuperacion eficiente de las proteinas bajo condiciones

suaves, preservando su conformacion nativa.

N23NU  N23ELU '}ISNU N3E

T

N3
(19,7 Kda)

Figura 4. Las fracciones eluidas N23ELU y N3ELU se obtuvieron mediante purificacion con Strep-Tactin®
XT Superflow utilizando 50 mM de biotina para la elucion. La presencia y pureza de las proteinas
recombinantes se evaluaron mediante SDS-PAGE al 15 %, Etiquetas de las muestras: N23NU — fraccion no
unida de FnBPA N2N3; N23ELU — fraccion eluida de FnBPA N2N3,; N3INU — fraccién no unida de FnBPA N3;
N3ELU — fraccion eluida de FnBPA N3.

Produccion de FnBPA-N3 utilizando medio enriquecido

Ademas, se evaluo la expresion de la proteina FnBPA-N3 utilizando un medio de cultivo Terrific
Broth (TB; Triptona 12 g/1, extracto de levadura 24 g/1, glicerol 0.4 % v/v, KH2PO4 17 mM, K2HPO4
72 mM, pH 7.2), un medio rico en nutrientes formulado para alcanzar una alta densidad celular
bacteriana. Partiendo de un volumen de cultivo similar al utilizado con medio 2YT (800 ml) y
aplicando el mismo protocolo de purificacion que el mencionado para IMAC 1y 2, el rendimiento
proteico se incrementd aproximadamente en tres ordenes de magnitud, alcanzando un nivel de

produccion total de 58.43 mg (Figura 5).
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Figura 5. Purificacion por IMACI1 y 2 de la proteina N3-TRX utilizando una columna HiTrap HP de 5 mL
(Cytiva). Las fracciones purificadas se cargaron en un gel SDS-PAGE al 15 % para su visualizacion y
evaluacion de la pureza proteica. IM1 — elucion de IMAC 1; W — fraccion de lavado;, N3C — N3 clivada;
N3I2ELU — elucion de IMAC 2 de FnBPA N3; N3NU — fraccion no unida de IMAC 2 de FnBPA N3; M —
marcador de peso molecular.
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Caracterizacion biofisica

Para la caracterizacion biofisica, el estado oligomérico de las proteinas se evalu6 mediante
cromatografia de exclusion por tamafio utilizando un sistema AKTA™ pure. Se empled una columna
Superdex® 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare/Cytiva), la cual fue previamente equilibrada
con una solucion buffer de 25mM Tris/150mM NaCl. Para el ensayo, se inyect6 un volumen de 500
uL de la muestra obtenida de la tltima purificacion por afinidad (IMAC/Strep-Tactin). La corrida se
realizo con un volumen final de 25 mL a un flujo constante, monitoreando la absorbancia a 280 nm
(Figura 6). Ambas proteinas presentaron un comportamiento predominantemente monomérico y una
alta homogeneidad estructural. Los perfiles de elucion revelaron picos Unicos y simétricos con
volimenes de elucion de 16.8 mL para N2N3 y 17.9 mL para N3, respectivamente. La diferencia en
los volimenes de elucion es consistente con el mayor peso molecular esperado para el constructo en
tandem (N2N3) frente al dominio individual (N3). La ausencia de picos significativos en el volumen

de exclusion (~8 mL) confirma que las preparaciones estan libres de agregados de alto peso

molecular
FnbpA N2N3 FnbpA N3
Superdex S200 10/300 - AKTA Purifier Superdex S200 10/300 - AKTA Purifier
Buffer 50 mM imidazol Buffer 50 mM imidazol
400+ 800+
T " Chaad
2
E 200 £ 400
£ 2
§ 2
1004 < 2004
0 — A ; v , o
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Vol. eluciéon (mlL) Vol. eluciéon (mL)

Figura 6. Perfiles de exclusion por tamarios de los dominios FnbpA obtenidos utilizando una columna
Superdex 200 10/300 en un sistema AKTA Purifier.

Caracterizacion por dispersion dindmica de la luz (DLS)

Para determinar el tamafio hidrodindmico y el estado de agregacion de las proteinas purificadas, se
realizaron medidas de DLS utilizando un equipo Zetasizer Nano (Malvern Panalytical). Previo a la
medicion, las muestras de rEFnbpA-N2N3 y rFnbpA-N3 se clarificaron mediante centrifugacion a
20,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C para eliminar posibles agregados de gran tamaiio o particulas
de polvo. Posteriormente, se transfirieron 25 ul. de cada muestra a micro-cubetas desechables de 40
ul, configurando el sistema para un equilibrado térmico a 23 °C. El protocolo de adquisicion
consistié en 5 corridas consecutivas por muestra con un tiempo total de 300 segundos para obtener

el diametro hidrodinamico promedio y el indice de polidispersidad (PDI).

Los resultados obtenidos (Tabla 2, Figura 7) para el subdominio N3 indican una muestra

moderadamente monodispersa, con un PDI de 0.296, un valor que se encuentra dentro del rango
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aceptable para proteinas bien definidas en solucion. El didmetro hidrodinamico de 8.32 nm sugiere
una proteina correctamente plegada y homogénea, sin agregacion significativa, lo que indica que una
unica especie conformacional predomina en la muestra. En contraste, la medicion correspondiente
al dominio N2N3 arrojé un didmetro hidrodindmico de 5.91 nm, inesperadamente menor a la del del
subdominio N3. Esta observacion no concuerda con la arquitectura estructural esperada de una
proteina compuesta por dos dominios globulares, lo que sugiere que la medicion no refleja con
precision el estado real de la muestra. La alta polidispersidad (PDI 0.980) y la inconsistencia en el
diametro hidrodindmico observado para N2N3 pueden atribuirse a la flexibilidad intrinseca del
enlazador entre los subdominios. Segun lo reportado por Schwarz-Linek et al., (2003), este tipo de
arquitectura modular posee una variabilidad inherente en su orientacion intermodular. Esta falta de
rigidez estructural y la consecuente diversidad conformacional en solucion podrian generar una sefial

de dispersion heterogénea que interfiere con el modelo de esfera rigida asumido por el andlisis de
DLS.
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Figura 7: Andlisis de Dispersion de Luz Dindamica (DLS). Distribucion del tamario hidrodindmico de los
dominios N2N3 (izquierda) y N3 (derecha), representada como porcentaje de volumen frente al didmetro

(d.nm)

Tabla 2: Valores obtenidos de DLS

Proteina Tamafio (d.nm) DESV IPD
N2N3 591 0,51 0,901
N2 8,32 0,69 0,296

Perfiles de desnaturalizacion térmica de las proteinas recombinantes N2N3 y N3.

La estabilidad térmica y el perfil de desplegamiento de las proteinas rEnbpA-N2N3 y rFnbpA-N3 se

evaluaron mediante fluorimetria diferencial de escaneo (nanoDSF) en un instrumento Prometheus
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NT.48 (NanoTemper Technologies). Este método permite monitorear el estado de plegamiento de las
proteinas midiendo los cambios en la fluorescencia intrinseca de los residuos de triptéfano y tirosina.
Se cargaron aproximadamente 10 pl. de cada proteina purificada en capilares de alta sensibilidad
(High Sensitivity Capillaries, NanoTemper). Las proteinas se analizaron a una concentracion final
de 0.5 mg/mL en Buffer NaCl 150 mM. Las muestras se sometieron a un incremento de temperatura
controlado desde 20 °C hasta 95 °C, con una rampa de calentamiento de 1 °C/min. La Figura 8
muestra los perfiles de desnaturalizacion térmica de diferentes variantes de las proteinas N2N3 y N3,
monitoreados mediante fluorescencia intrinseca bajo un gradiente de temperatura controlado. Las
curvas representan la primera derivada de la sefial de fluorescencia, lo que permite una determinacion
precisa de los puntos medios de transicion térmica, que reflejan la estabilidad estructural de cada
variante. Se observaron picos de transicion bien definidos para las proteinas obtenidas luego de la
cromatografia de exclusion (N2N3GF, linea azul continua y N3GF, linea naranja continua), con
valores de Tm de 42.7 °C y 48.5 °C, respectivamente. Estos resultados indican que ambas formas
proteicas presentan una estabilidad térmica moderada y una conformacion bien estructurada en
solucion. La naturaleza definida de las transiciones sugiere que el proceso de desnaturalizacion

ocurre de manera cooperativa, caracteristica de especies proteicas estructuralmente homogéneas.
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Figura 8. Estabilidad térmica de las variantes proteicas determinada mediante el sistema Nanolemper
Prometheus. Curvas de la primera derivada de la fluorescencia intrinseca que indican los puntos medios de
transicion térmica para las diferentes variantes de N2N3 y N3.

Ademas, en relacion con la caracterizacion de la estabilidad térmica, la temperatura de fusion (Tm)
de ambas variantes se determind bajo un amplio rango de condiciones. Las proteinas rEFnbpA-N2N3
y rFnbpA-N3 se concentraron inicialmente por centrifugacion y se diluyeron a una concentracion
final de 0,25 pg/mL en diferentes buffers de ensayo. Las condiciones evaluadas incluyeron
variaciones en la fuerza ionica (NaCl 150 mM, 300 mM, 500 mM y 1 M), la adicion de agentes
desnaturalizantes (SDS al 0,1% y 0,5%), agentes reductores (DTT 1 mM), sales (MgSOa4 0,5 mM) y
crioprotectores (5% de glicerol), ademas de comparar el efecto de las temperaturas de
almacenamiento a —20 °C y —80 °C. A partir de estos analisis, es destacable que la adicion de 5% de

glicerol resultd ser la condicion mas favorable para la estabilidad de las muestras, superando el
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desempefio de los demas aditivos y buffers evaluados. Bajo esta condicion, se alcanzaron valores de
Tm de 45,3 °C para N2N3 y 50,5 °C para N3. Por otro lado, los resultados confirman que el
subdominio N3 presenta una estabilidad térmica intrinseca superior a la del constructo N2N3,
manteniendo una diferencia de aproximadamente 5 °C a favor de la variante de dominio tnico en la

mayoria de las condiciones probadas.
Diserio de variantes mutantes

El objetivo de esta seccion fue generar variantes con mayor termoestabilidad, manteniendo al mismo
tiempo la estructura global. Para ello, se utilizd6 ProteinMPNN como una red neuronal profunda
basada en el paso de mensajes sobre grafos, disefiada para predecir secuencias de aminodcidos que
puedan adoptar, de manera estable, una estructura tridimensional dada. Esta herramienta ha
demostrado ser eficaz para mejorar propiedades proteicas como la estabilidad y la expresion,
mediante la generacion de secuencias que son estructuralmente compatibles con esqueletos proteicos
nativos o disefiados. En este caso aplicamos ProteinMPNN para el redisefio del dominio N3 de la
proteina FnbpA de Staphylococcus aureus. Para ello, se seleccionaron posiciones especificas dentro
del dominio N3 de FnbpA, consideradas susceptibles de modificacion, sin comprometer la estructura
ni la funcion. Estas posiciones se utilizaron como entrada para ¢l modelo, permitiendo que la red
neuronal propusiera nuevas secuencias optimizadas exclusivamente en esos sitios. Como resultado,
ProteinMPNN generd variantes con sustituciones en los residuos seleccionados, orientadas a mejorar
la estabilidad estructural de la proteina. Posteriormente, se utiliz6 ThermoMPNN para estimar el

impacto energético de cada mutacion propuesta.

Los residuos originales y las sustituciones sugeridas por el modelo se detallan a continuacidén

Posicion = Aminoacido Aminoacido Aminoacido Aminoacido
Original propuesto (FnbpA propuesto (FnbpA propuesto (FnbpA
N3 CON) INT) DIF)
187 Ile () Val (V) Val (V) Val (V)
173 Tyr (Y) Phe (F) Phe (F) Phe (F)
209 Val (V) Tyr (Y) Tyr (Y) Tyr (Y)
229 Met (M) Lys (K) Lys (K) Lys (K)
171 Val (V) - Ile () Thr (T)
224 Ile (I) Leu (L)
259 Ser (S) Ala (A)

Estas sustituciones se seleccionaron en funcion de su potencial para aumentar la termoestabilidad,

lo cual fue posteriormente confirmado mediante el analisis con ThermoMPNN, que demostré una
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reduccion significativa de la energia para las variantes propuestas. Se generaron tres nuevos
constructos: uno que incorpora cambios mas conservadores (FnbpA CON), otro con modificaciones
intermedias (FnbpA INT) y un tercero con alteraciones mas extensas (FnbpA DIF). Todos los
constructos fueron sintetizados comercialmente en los mismos vectores utilizado anteriormente

(GenScript, USA Inc.) (Correa et al., 2014; Ortega et al., 2018).
Expresion y caracterizacion de las variantes

Los tres constructos fueron transformados en células de E. coli BL21 e inducidos en medio 2YT
siguiendo el mismo protocolo descrito previamente. La purificacion se realizO mediante
cromatografia de afinidad utilizando un sistema AKTA Purifier y columnas HiTrap HP de 1 mL
(Cytiva). Las tres variantes de FnbpA N3 se expresaron exitosamente en forma soluble (Figura 9),
obteniéndose cantidades similares a las obtenidas para la variante original (FnbpA N3 CON: 3,49
mg/mL (Total: 30,14 mg); FnbpA N3 INT: 2,8 mg/mL (Total: 16,87) y FnbpA N3 DIF:3,46 mg/mL
Total: 16,57 mg).
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Figura 9. Purificacion por IMAC de la proteina N3 y sus variantes mutantes utilizando una columna HiTrap
HP de 5 mL (Cytiva). Las fracciones purificadas se cargaron en un gel SDS-PAGE al 15 % para su
visualizacion y evaluacion de la pureza proteica. IM1 N3C: FnbpA N3-Conservada; N3I: FnbpA N3-
Intermedia; N3D: FnbpA N3-Diferente.

La caracterizacion biofisica se realizd de manera similar a la mencionada previamente, utilizando
cromatografia de exclusion por tamafio (columna Superdex S200 10/300), confirmando que todas

las proteinas se expresaron como especies monomeéricas.

La estabilidad térmica de las proteinas se evaluo utilizando el sistema NanoTemper Prometheus,
obteniéndose los siguientes valores de Tm: FnbpA N3 CON: 42,44 °C; FnbpA N3 INT: 43,66 °C; y
FnbpA N3 DIF: 42,88 °C.

En cuanto a la caracterizacion de los mutantes generados, se confirmé que presentan un
comportamiento similar al de la proteina original en términos de expresion soluble, estado

monomérico y rendimiento. Sin embargo, contrariamente a lo esperado, no se observd una mejora
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en la estabilidad térmica en comparacion con la proteina original; por el contrario, los resultados

sugieren una posible disminucidn de la estabilidad.
Funcionalidad de las variantes generadas / capacidad de union de las variantes generadas...

La capacidad de union de las diferentes variantes de FnbpA generadas en este estudio se evalud
mediante ensayos tipo ELISA in house, utilizando fibrindgeno bovino (Fb). Las placas se recubrieron
con 0,5 pg de fibrindgeno purificado de sangre bovina por pocillo en buffer Carbonato.
Posteriormente se incubd con las proteinas recombinantes (N2N3, N3, N3CON, N3INT, N3DIF),
todas portadoras de una etiqueta Strep, a una concentracion de 5 uM en PBS Tween 20 (0,1%). Luego
se incubd con un anticuerpo anti-Strep-tag conjugado a HRP (Strep-Tactin-HRP). Finalmente, la
deteccion se realizo por la incubacion con TMB y la detencion de la reaccion con H>SOs4. La

absorbancia se midio a 450 nm como indicador de la interaccidon proteina—fibrindgeno (Figura 10).

El dominio completo N2N3 mostr6 una sefial significativamente mayor en comparacion con las
variantes que contienen unicamente el dominio N3 o sus mutantes, lo que indica una fuerte capacidad
de union al fibrindgeno. En contraste, el dominio N3 individual y sus variantes mutadas presentaron
sefiales considerablemente menores, reflejando una afinidad reducida por el ligando. Entre las
variantes de N3, se observaron ligeras diferencias en los niveles de union, en particular para los
mutantes N3 CON y N3 DIF, que mostraron una unién detectable pero reducida al Fb, lo que sugiere
que ciertos residuos especificos podrian contribuir parcialmente a la interaccion, aunque de manera

limitada en ausencia del dominio N2.
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Figura 10. Union del fibrinégeno bovino por variantes del dominio de union a Fb de FnbpA de Staphylococcus
aureus, evaluada mediante ELISA.
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Conclusiones

En este trabajo, se logré con éxito la produccion, purificacion y caracterizacion biofisica de
diferentes variantes de los dominios N3 yN2N3 de la proteina FnbpA de Staphylococcus aureus. Las
proteinas recombinantes se expresaron eficientemente en E. coli de forma soluble, lo que permitio
su purificacion mediante cromatografia de afinidad (IMAC y Strep-Tactin), con rendimientos
adecuados y niveles de pureza consistentes, segun se confirmé por SDS-PAGE. Los estudios
biofisicos mostraron que tanto el dominio N3 como el N2N3 se comportan como especies
monoméricas en solucion, exhibiendo el dominio N3 una mayor estabilidad térmica (Tm aprox.
48,5°C) que el N2N3 (aprox 42,7°C). El analisis por DLS reveld que el N3 adopta una conformacion
mas homogénea y estable en comparacion con el N2N3, el cual mostro heterogeneidad
conformacional, probablemente debido a la flexibilidad interdominio. Se generaron variantes del
dominio N3 disefladas racionalmente mediante herramientas de aprendizaje profundo
(ProteinMPNN y ThermoMPNN), con el objetivo de mejorar la termoestabilidad proteica. Aunque
las variantes disefiadas (CON, INT y DIF) mantuvieron niveles de expresion adecuados y
propiedades biofisicas comparables al N3 original, no resultaron en un aumento de la estabilidad
térmica. Por el contrario, se observd una ligera reduccion en la Tm, lo que sugiere que las mutaciones
introducidas no fueron beneficiosas bajo las condiciones ensayadas. Finalmente, los ensayos
funcionales de ELISA demostraron que el dominio completo N2N3 posee una afinidad
significativamente mayor por el fibrindgeno bovino que el dominio N3 individual, reforzando el rol
funcional cooperativo de ambos dominios en la union al ligando. Las variantes mutadas de N3
conservaron parcialmente esta capacidad de union, aunque en menor medida, posiblemente debido
a la pérdida de residuos clave o a la ausencia del dominio N2. En conjunto, estos resultados
demuestran que, si bien es factible disefiar y expresar variantes estructuralmente estables del dominio
N3, mejorar su termoestabilidad y funcion mediante disefio racional sigue siendo un desafio. Podria
ser necesaria una exploracion mas profunda del panorama mutacional, posiblemente mediante
enfoques combinatorios, estrategias adicionales de estabilizacion estructural o evolucion dirigida,

para lograr mejoras significativas.
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