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Resumen

Resumen

Los ginsendsidos (saponinas) de la raiz de Panax ginseng (Pg) han sido utilizados como
adyuvantes de vacunas de uso veterinario. Numerosos antecedentes postulan a Pg como un
compuesto potenciador de la respuesta inmune en glandula mamaria bovina, incrementando
asi la resistencia a las infecciones contra mastitis causadas por Staphylococcus aureus (S.
aureus). El objetivo general de esta tesis fue estudiar el potencial inmunomodulatorio del
ginsendsido Rgl en cultivos de células MAC-T y células mononucleares de secrecién mamaria
(MSMC) vy evaluar su efecto sobre la activacion de MSMC vy células mononucleares de sangre
periférica (PBMC). Asimismo, se propuso evaluar su capacidad adyuvante in vivo en ratones. In
vitro, Rg1 indujo la expresion génica de TLR2 y TLR4 en células MSMC y la expresidn proteica de
ambos receptores en MSMC y PBMS. Ademads, Rg1 aumenté la produccion de ROS en MSMC y
PBMC luego del co-cultivo con S. aureus. Finalmente, Rgl indujo la expresién de CMH-Il y CD80
en PBMS pero no en MSMC. En un modelo de inmunizacién in vivo en ratones con un lisado de
S. aureus, Rgl estimuld la respuesta inmune humoral mediante la produccion de anticuerpos
lgG total especificos anti-S. aureus e indujo la proliferacidon celular en células re-estimuladas. El
presente trabajo ha sido de utilidad para conocer el efecto inmunoestimulante de Rgl y su
capacidad adyuvante, con el fin de utilizarlo como posible candidato en prototipos de vacuna

contra mastitis bovina causada por S. aureus.

Palabras claves: Ginsendsido, Rgl, efecto inmunomodulatorio, capacidad adyuvante,

Staphylococcus aureus.
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Abstract

Abstract

The ginsenosides (saponins) from the root of Panax ginseng (Pg) have been used as
adjuvants in veterinary vaccines. Numerous antecedents postulate Pg as a compound that
enhances the immune response in the bovine mammary gland, increasing resistance to
infections against mastitis caused by Staphylococcus aureus (S. aureus). The aim of this thesis
was to study the immunomodulatory potential of Rg1 ginsenoside in MAC-T cells and mammary
secretory mononuclear cells (MSMC) and to evaluate its effect on the activation of MSMC and
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Moreover, it was proposed to evaluate its adjuvant
capacity in mice in an experimental model in vivo. In vitro, Rg1 induced the gene expression of
TLR2 and TLR4 in MSMC cells and the protein expression of both receptors in MSMC and PBMS.
Furthermore, Rgl increased ROS production in MSMC and PBMC after co-cultivation with S.
aureus. Finally, Rg1 induced the expression of MHC-II and CD80 in PBMS but not in MSMC. In an
in vivo immunization model with S. aureus lysate, Rg1 stimulated the humoral immune response
by producction of anti-S. aureus specific antibodies and induced cell proliferation in S. aureus re-
stimulated cells. The present work has been useful to know the immunostimulant effect of Rg1
and its adjuvant capacity, in order to use it as a possible candidate in prototypes of vaccine

against bovine mastitis caused by S. aureus.

Keywords: Ginsenoside, Rg1, immunomodulatory effect, adjuvant capacity, Staphylococcus

aureus.
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1.1. Mastitis bovina.

1.1.1. Generalidades

La mastitis bovina, es la inflamacién de la glandula mamaria (GM), que puede ocurrir en
respuesta a lesiones traumaticas, a sustancias irritantes o a la presencia de agentes infecciosos
y sus toxinas que han logrado colonizar el tejido secretor (Halasa et al., 2007). Si bien puede ser
causada por diversos factores, con mayor frecuencia se debe a una infeccion intramamaria (1IM)
de origen bacteriano (Zhao y Lacasse, 2008; Bogni et al., 2011).

La mastitis es el resultado de la interaccién entre el hospedador, el agente infeccioso y los
factores ambientales donde reside el animal (Zhao y Lacasse, 2008). El riesgo de contraer una
[IM depende de la capacidad del sistema inmune del animal para neutralizarla, del tipo, nimero
y patogenicidad de las bacterias presentes en un rodeo y, fundamentalmente, de las
condiciones del medio ambiente y del manejo del ordefio en un establecimiento en particular
(Corbellini, 2002). Si bien se han identificado mas de 80 agentes infecciosos, incluyendo
especies de hongos, micoplasmas vy algas, las bacterias son los principales agentes causales de
mastitis bovina (Bogni et al., 2011; Gomes y Henriques, 2016).

La mastitis bovina es uno de los mayores factores limitantes a la rentabilidad de la
produccion lechera en el mundo (Ruegg, 2017). Las consecuencias econdémicas de la mastitis se
deben a los costos de tratamiento, las pérdidas de produccién, el sacrificio de animales, los
cambios en la calidad del producto y el riesgo de otras enfermedades (Halasa et al., 2007;
Bobbo et al., 2017; Ruegg, 2017).

Los métodos de diagndstico de mastitis mas utilizados son el recuento de células somaticas
(RCS) vy el cultivo bacteriolégico de la leche (Bogni etal., 2011). Las células somaticas son
leucocitos (principalmente neutrdéfilos y macréfagos) y células epiteliales presentes en la leche.
Por lo tanto, el RCS esta directamente relacionado con el estado inmunolégico de la ubre y
aumentan en respuesta a un estimulo inflamatorio como una infeccién bacteriana, siendo un
importante indicador para la salud de la GM y la calidad de la leche (Sarikaya et al., 2006).

Los programas actuales de control de mastitis fueron desarrollados en la década del 60
(Booth, 1975; Calvinho y Tirante, 2005) e incluyen procedimientos de ordefio apropiados,
mantenimiento y buen uso del equipo de ordefio, administracion de antibidticos para el
tratamiento de mastitis clinicas durante el ordefio o como terapia de secado y el descarte de

animales con IIM crdnicas. En nuestro pais se observé un importante avance en el control de la
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mastitis en los dltimos 30 afios, fundamentalmente debido a la implementacion de protocolos
de buenas practicas en el tambo. Sin embargo, la prevalencia de la enfermedad sigue siendo

elevada (Signorini et al., 2008a; Dieser et al., 2014).

1.1.2. Mastitis causada por Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus (S. aureus) es el patdgeno mas frecuentemente aislado de casos de
mastitis, tanto en Argentina (Dieser et al., 2014; Calvinho, 2017) como en otros paises de gran
desarrollo lechero (Zecconi et al., 2006; Reyher et al., 2011; Bardiau et al., 2014, 2016). En
nuestro pais, un estudio que incluyd muestras de 20.117 vacas en lactancia pertenecientes a
112 tambos con problemas de mastitis ubicados en las provincias de Santa Fe, Cérdoba y
Buenos Aires, mostrd que los patdgenos aislados con mayor frecuencia fueron S. aureus con el
57%, Streptococcus agalactiae con el 29%; mientras que los miembros del grupo de
Sreptococcus no-agalactiae fueron hallados en el 12% de los animales. Staphylococcus aureus
fue aislado casi en la totalidad de los rodeos analizados (> 97%) (Signorini et al., 2008b). En un
estudio mas reciente, que incluyé un relevamiento aleatorizado realizado sobre 2.296 vacas
pertenecientes a 51 rodeos lecheros de la Provincia de Cdérdoba, 54% mostraron mastitis
subclinica evidenciada por RCS > 200.000/ml. A partir de estas muestras, los organismos
patogenos mas frecuentemente aislados fueron Staphylococcus coagulasa negativos (52,1%),
seguidos por S. aureus (21,3%), Corynebacterium spp. (5,2%), S. agalactioe (4,4%) y S.
dysgalactiae (4,4%) (Dieser et al., 2014).

Las caracteristicas patogénicas de S. aureus determinan que las IIM producidas por dicha
bacteria no sean efectivamente controladas por las medidas preventivas y terapéuticas
tradicionales (Zhao y Lacasse, 2008), tendiendo a producir infecciones crénicas que ocasionan,
en muchos casos, dafios permanentes al tejido mamario.

Staphylococcus aureus es un organismo esférico (cocos), gram-positivo, dispuesto de a
pares, tétradas o grupos irregulares. Se caracteriza por ser anaerobio facultativo (metabolismo
respiratorio y fermentativo), inmdvil, no forman esporas, catalasa positivo y oxidasa negativo. Si
bien S. aureus se ha considerado ampliamente como una bacteria extracelular, también se ha
demostrado que puede comportarse como intracelular, ya que posee la habilidad de invadir y
sobrevivir dentro de diferentes tipos celulares, incluyendo células epiteliales mamarias (CEM),
neutrdfilos y macréfagos (Sinha y Fraunholz, 2010; Pereyra et al., 2016; Sacco et al., 2020). La

forma de vida intracelular puede facilitar la persistencia de S. aureus en la GM, protegiéndose
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de los tratamientos con antimicrobianos y de las defensas inmunes del hospedador (Sendi y
Proctor, 2009).

Las GM infectadas y la colonizacion extramamaria en animales lecheros son los principales
reservorios de S. aureus, por lo cual, la principal forma de transmisidon de este patégeno entre
vacas ocurre durante el ordefio (Zecconi et al., 2006). La ruta mas comun de invasion es a través
del orificio y canal del pezdn. Staphylococcus aureus coloniza el extremo del pezdn y/o lesiones
del mismo. La diseminacién de la infeccidon puede ocurrir a través de las manos del ordefiador,
toallas humedas, las pezoneras, y las moscas. Durante el ordefio, fluctuaciones irregulares de
vacio pueden forzar a la bacteria dentro del canal del pezdn, provocando una potencial nueva
infeccion (Rainard et al., 2018).

En las vacas lecheras, la mastitis por S. aureus es comunmente subclinica y se manifiesta
por elevados RCS y persistencia de las bacterias en la GM (Rainard et al.,, 2018). Los casos
subclinicos tienen especial importancia ya que pasan desapercibidos para el productor y afectan
en gran medida la produccién de los animales. Aunque la mayoria de los casos de mastitis por S.
aureus son subclinicos, las vacas crdnicas suelen presentar elevados RCS, tejido mamario
anormal y casos recurrentes de mastitis clinica (con signos de inflamacién evidentes en la GM y

alteraciones visibles en la leche) (Sulieman et al., 2012).

1.1.3. Periodo de involucion de la GM e IIM.

La involucion de la GM es un proceso mediante el cual el tejido glandular mamario se
somete a una amplia remodelacion que implica la muerte celular coordinada, degradacion de la
matriz extracelular y la regeneracion del tejido adiposo (Campbell et al., 2014). Este proceso,
comunmente denominado secado, comienza al finalizar la lactancia y es fundamental para
asegurar una maxima produccién de leche durante la lactancia siguiente (Sgrensen vy
Enevoldsen, 1991).

La GM bovina es altamente susceptible a nuevas IIM durante la etapa temprana del secado
y en el parto, cuando las defensas estdn deprimidas (Oliver y Sordillo, 1988, 1989). Las [IM que
se originan en el periodo no lactante pueden reducir la produccion lactea hasta en un 35% en la
lactancia subsiguiente (Sordillo y Nickerson, 1988) y comuUnmente se asocian con mastitis
clinicas durante el primer mes de lactancia (Oliver y Mitchell, 1983). El uso de antibidticos
intramamarios administrados al inicio del periodo seco controla parcialmente las [IM presentes

al secado y disminuye las IIM al parto (Bramley y Dodd, 1984; Eberhart, 1986). Sin embargo, la
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necesidad de lograr mayores tasas de curacién de [IM en el secado temprano y prevenir nuevas
[IM, ha motivado la busqueda de nuevas alternativas dirigidas a reforzar tanto la terapia

antimicrobiana administrada al secado, como los factores protectores naturales de la GM.

1.2. Mecanismos de defensa de la GM bovina.

La GM es un drgano dindmico y complejo compuesto por diferentes células que funcionan
de manera coordinada con el propdsito de sintetizar y secretar leche (Eubanks Ryman et al,,
2015). Ademas, presentan funciones inmunoldgicas que confieren proteccion, tanto a la misma
GM como al neonato. De esta manera, los anticuerpos secretados en el calostro tienen por
funcion proteger al ternero recién nacido contra agentes infecciosos (Oviedo-Boyso et al.,
2007).

Los mecanismos de defensa de la GM bovina involucran diversos factores anatdmicos,
celulares y moleculares que se engloban dentro de la inmunidad innata y la inmunidad
adaptativa. Estos mecanismos interactlan estrecha y coordinadamente con el fin de brindar
proteccién frente a los microorganismos causantes de mastitis. La eficacia de estas respuestas
determina la susceptibilidad o la resistencia a la infeccion de la GM bovina (Oviedo-Boyso et al.,
2007).

La interaccion entre el sistema inmune del hospedador y los patdgenos causantes de
mastitis es intrincada, ya que ambos han logrado co-evolucionar para reconocer, responder y
adaptarse al otro. Por un lado, los patégenos microbianos han desarrollado diversas estrategias
para alterar y evadir las defensas del hospedador con el fin de sobrevivir. Por el otro, el sistema
inmune del hospedador también posee la capacidad de adaptarse y dispone de un gran arsenal
para controlar o eliminar la amenaza microbiana. Aun asi, es ampliamente aceptado que la
susceptibilidad de los individuos dentro de una especie determinada difiere para un mismo
patégeno microbiano (Thompson-Crispi et al., 2014).

Las bacterias expresan un gran repertorio de factores de virulencia que se producen en
concentraciones variables dependiendo de la etapa de infeccién (Bharathan y Mullarky, 2011) y
que en parte determinan las diferencias en la magnitud y la duracién de la respuesta inmune
(RI) del hospedador (Thompson-Crispi et al., 2014). Esta variabilidad en la interaccién patégeno-
hospedador estd controlada por la composicion genética inherente del hospedador, incluidas
las Rl innatas y adaptativas, particularmente la memoria inmunoldégica adquirida, asi como por

la naturaleza del agente patégeno (Hermann, 2007).
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1.2.1. Rl innata.

La Rl innata constituye la linea de defensa inicial de la GM bovina, siendo el factor
determinante clave del establecimiento, progresidon y gravedad de la infeccion, asi como del
desarrollo de la Rl adaptativa (Aitken et al., 2011; Sordillo, 2018).

Las defensas innatas contra los patdgenos de mastitis consisten en barreras anatdomicas
provistas por el canal del pezdn, defensas celulares como los leucocitos de la leche y tejido con
sus receptores celulares y defensas solubles compuestas por una variedad de factores

moleculares no celulares (Sordillo, 2018).

1.2.1.1. Barreras anatémicas.

El canal del pezdn es la primera linea de barrera anatémica contra los patdgenos causantes
de mastitis (Meglia y Mata, 2017). Este canal estd sellado entre ordefios y en el periodo de
secado por un recubrimiento de queratina que constituye una barrera fisica que impide la
penetraciéon de las bacterias. Ademads, la queratina presenta propiedades antibacterianas
(Rainard y Riollet, 2006) y es capaz de unirse e inmovilizar a la mayoria de las cepas de bacterias
no capsuladas causantes de mastitis (Rainard, 2005). Lesiones en la piel y en el canal del pezdn
predisponen a la colonizacién por bacterias tales como S. aureus, y pueden resultar en una

nueva lIM.

1.2.1.2. Defensas celulares.

Cuando las bacterias son capaces de atravesar el canal del pezdn, la segunda linea de
defensa son las barreras celulares, tanto las CEM como las células de la inmunidad innata, como
neutrofilos, macréfagos, células dendriticas (CDs) y células natural killer (NK). A pesar de la
diversidad de células presentes en la GM, los macréfagos de la leche, los leucocitos residentes y
las CEM son las primeras células en ponerse en contacto y reconocer a patégenos bacterianos
que ingresan a la GM (Zhao et al., 2015).

Las CEM revisten el canal del pezdn, la cisterna de la glandula (cisterna encargada de
almacenar leche en los intervalos entre ordefios) y los alvéolos (tejido epitelial productor de
leche). Constituyen en conjunto las primeras células que reconocen a los patégenos y participan
en el desencadenamiento de la respuesta inflamatoria. Tienen un rol clave en el reconocimiento
del patdogeno y en el inicio y desarrollo del proceso inflamatorio, sintetizando y secretando

citoquinas, quimioquinas y proteinas de fase aguda (Rainard y Riollet, 2006). Son capaces de
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secretar citoquinas tanto del perfil T helper (Th) 1 (interleuquina (IL)-12, interferon gamma
(IFNy) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)) como del perfil Th2 (IL-4, IL-13 e IL-5),
dependiendo del estado de diferenciacion promovido por hormonas lactogénicas (prolactina,
dexametasona e insulina) (Khaled et al., 2007; Watson, 2009; Glnther et al., 2011). Adem3s, las
CEM, tienen la capacidad de fagocitar células epiteliales apoptdticas y contribuir a la
remodelacion de la GM durante el periodo de involucion (Monks et al., 2005, 2008).

Los macrofagos son fagocitos profesionales que residen en el tejido o se desarrollan a
partir de monocitos que ingresan al tejido desde los vasos sanguineos. Su funcién principal es la
eliminacion de patégenos invasores del sitio de infeccion y la presentacion de antigenos a las
células T en la periferia y dérganos linfaticos (Bekeredjian-Ding et al., 2015). Por lo tanto, la
activaciéon de los macréfagos es un evento clave para el desencadenamiento de la Rl innata y
adaptativa (Lee et al.,, 2007). La activacién de macréfagos induce la liberaciéon de citoquinas
proinflamatorias, como TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8 y la proteina quimioatractante de monocitos 1
(MCP-1) y de moléculas citotdxicas como déxido nitrico (ON) y las especies reactivas del oxigeno
(ROS). Ademds, induce regulacion positiva de la expresion de moléculas presentes en la
superficie celular como cluster de diferenciacién (CD) 14, moléculas coestimulatorias (CD80 y
CD86) y de adhesion (selectinas e integrinas) (Dunzendorfer et al., 2004; Kim y Cho, 2013; Yang
etal., 2017). Los macréfagos son el tipo celular predominante en leche y GM sanas,
involucionadas y lactantes (Sarikaya et al., 2006; Sordillo, 2018).

Los neutrdfilos representan el tipo de células predominantes durante la inflamacién
temprana del tejido mamario. Son rdpidamente reclutados desde la sangre a la GM en
respuesta a las sustancias quimiotdcticas secretadas por los macréfagos, donde reconocen,
fagocitan y matan a los patégenos invasores, evitando la proliferacion y colonizacién de

bacterias de crecimiento rapido (Sarikaya et al., 2006; Bougarn et al., 2010; Zhao et al., 2015).

1.2.1.3. Defensas solubles.

Numerosos factores solubles se han asociado con las defensas innatas de la GM bovina.
Entre ellos se encuentran diversos elementos contenidos en la leche con accién sobre las
bacterias, tales como: citoquinas, lisozima, lactoferrina, lactoperoxidasa, transferrina, ON vy
componentes del sistema de complemento.

Las citoquinas juegan un papel importante en la defensa del hospedador contra los
microorganismos. Son un grupo heterogéneo de proteinas sintetizadas naturalmente por una
amplia variedad de células, principalmente por células inmunes, que actlan como mensajeros

quimicos de la respuesta inmunoldégica (Oviedo-Boyso et al., 2007). Las citoquinas amplifican y
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dirigen la generacion de patrones apropiados de inmunidad para combatir amenazas
microbianas particulares e inducen inflamacién local protectora y respuestas sistémicas de fase
aguda (Holdsworth y Can, 2015). Las citoquinas proinflamatorias promueven la inflamacion
rdpidamente después del reconocimiento del patdégeno, mientras que las citoquinas
antiinflamatorias suprimen y limitan la actividad de las proinflamatorias. Uno de los principales
mecanismos por el que ejercen sus efectos es a través de la activacion de la transduccién de
sefiales intracelulares y de la consecuente regulacion génica (Gouwy et al., 2005; Bannerman,
2009).

Una gran variedad de citoquinas, tales como interleuquinas (ILs), factor estimulante de
colonias, IFNy y TNFa han sido encontrados en GM sana e infectada (Oviedo-Boyso et al., 2007).
Entre ellas, las citoquinas TNFa, IL-1B e IL-6 y las quimioquinas IL-8 y CCL-2 promueven la
inflamacién (Schukken et al., 2011).

El TNFa es una citoquina proinflamatoria secretada por macréfagos, neutréfilos y células
epiteliales en momentos tempranos de la Rl innata (Oviedo-Boyso et al., 2007). A nivel local,
induce la expresiéon de moléculas de adhesién en células endoteliales, promoviendo el
reclutamiento de neutrdfilos al sitio de infeccidon, mientras que, a nivel sistémico, induce fiebre
y la produccién de proteinas de fase aguda (Bannerman, 2009).

La IL-1B es una citoquina proinflamatoria producida por monocitos, macrofagos, CDs, y
células epiteliales (Oviedo-Boyso et al., 2007; Bannerman, 2009). La expresion de IL-1B es
inducida en respuesta a bacterias, virus, hongos y parasitos, como asi también por fuentes no
microbianas, como TNFa, IL-12 y componentes del complemento (C5a). Ademas de ser inducida
por otras citoquinas, IL-1B provoca la produccién de otras citoquinas tales como TNFa, IL-6, IL-8
e IL-12 (Bannerman, 2009). Durante la respuesta inflamatoria, esta citoquina regula la expresion
de moléculas de adhesion en las células epiteliales y la quimiotaxis de neutrdfilos en infecciones
causadas por Escherichia coli (E. coli). El rol de la IL-1B en infecciones causadas por S. aureus es
importante solo en etapas tempranas (Oviedo-Boyso et al., 2007).

La IL-6 es una citoquina pleiotrdpica, producida principalmente por macrdéfagos, linfocitos T
y células endoteliales (Holdsworth y Can, 2015). Es un potente inductor de la inflamacién local y
sistémica, siendo clave en la respuesta de fase aguda en la inflamacién (Glnther et al., 2011,
Holdsworth y Can, 2015). Su expresidn es inducida por bacterias y virus, como asi también por
citoquinas tales como IL-1B y TNFa (Oviedo-Boyso et al., 2007; Bannerman, 2009). Su presencia
es activa en mastitis causadas por bacterias coliformes, mientras que es insignificante en las IIM
causadas por S. aureus (Alluwaimi et al., 2003).

La IL-8, también conocida como ligando 8 del motivo CXC (CXCL8), es una quimioquina

proinflamatoria (An et al., 2019), producida por monocitos, linfocitos T y macréfagos, asi como
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células epiteliales y endoteliales (Oviedo-Boyso et al., 2007). Su expresion puede ser inducida
por un estimulo proinflamatorio exdgeno (bacterias o virus) o endégeno (TNFa o IL-1B). La IL-8
promueve la respuesta inflamatoria a través de la estimulacion tanto del reclutamiento como
de la funcionalidad de los neutréfilos (Bannerman, 2009; An et al., 2019). En mastitis causada
por E. coli se produce en altas concentraciones mientras que en mastitis causada por S. aureus
estd presente en bajas concentraciones (Oviedo-Boyso et al., 2007).

El IFNy tiene un rol importante en la conexidn de la inmunidad innata y adquirida y es
fundamental en la respuesta frente a patdgenos intracelulares. Es producido principalmente por
macrofagos, CDs, células NK y linfocitos (Oviedo-Boyso et al., 2007). El IFNy induce la actividad
microbicida de macréfagos y neutrdfilos favoreciendo la fagocitosis mediada por receptores, el
estallido respiratorio y la produccion de ON. El IFNy regula positivamente la expresion de
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase | (CMH-I) en la superficie celular,
promoviendo la inmunidad mediada por linfocitos T citotdxicos. Por otro lado, el IFNy también
regula positivamente la via de presentacion antigénica en el contexto del complejo mayor de
histocompatibilidad clase Il (CMH-II) y la activacién de linfocitos T CD4* (Bannerman, 2009).

La IL-4 ejerce una accion antagonista para IFNy y su funcién principal es la regulacion de
respuestas inmunes mediadas por Igk. Ademas, IL-4 estimula la diferenciacion de los linfocitos
ThO hacia Th2, es decir, la RI humoral (Fonseca y Silva, 2009). Los transcriptos de esta citoquina
no fueron detectados en leche de cuartos mamarios crénicamente infectados con S. aureus

(Riollet et al., 2001).

1.2.1.4. Interaccién entre microorganismos patégenos y células del hospedador.

1.2.1.4.1. Receptores tipo toll.

Los receptores tipo toll (TLRs) corresponden a una familia de receptores de reconocimiento
de patones (PRRs), altamente conservados en mamiferos, con un rol esencial en la inmunidad
innata. Son glicoproteinas integrales de membrana, caracterizadas por tener un dominio de
reconocimiento de diferentes patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs), un
dominio transmembrana y un dominio TIR, fundamental en la transduccién de la sefial
(Brubaker et al., 2015). La activacion de estos receptores conduce a la liberacion de mediadores
inflamatorios (Akira et al., 2006; Parra et al., 2020).

Los TLRs se encuentran expresados en la mayoria de las células inmunes innatas,

incluyendo macrdéfagos, CDs, mastocitos, linfocitos B y T e incluso, en células epiteliales de
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mucosas vy fibroblastos (Akira etal., 2006; Bougarn etal, 2010). Estan localizados en la
superficie celular o en compartimentos endosomales (Fu et al.,, 2013; Parra et al., 2020). La
expresion de estos receptores no es estatica, sino que se modula rdpidamente en respuesta a
patdgenos, citoquinas y factores de estrés (Akira et al., 2006).

En los ultimos afios, se han descripto 10 tipos de TLRs en bovinos (McGuire et al., 2006;
Werling et al.,, 2006, 2017). En particular, TLR2 es uno de los principales receptores en la
respuesta frente a S. aureus, desempefia un rol clave en el reconocimiento de estructuras de la
pared celular de bacterias gram-positivas, como el acido lipoteicoico (LTA) y el peptidoglicano
(Musilova et al., 2019). Ademas, reconoce una amplia variedad de componentes a través de una
cooperacién funcional con varias proteinas que pueden o no estar relacionadas
estructuralmente con éste. Se ha demostrado que las células involucradas en la respuesta
inflamatoria como monocitos, macréfagos, neutroéfilos, CDs, mastocitos y también CEM bovinas
expresan TLR2 (McCurdy et al., 2003; Sabroe et al., 2003; Esen et al., 2004; Bougarn et al., 2010;
Musilova et al., 2019). Por otro lado, TLR4 es uno de los principales receptores en la respuesta
frente a E. coli, ya que reconoce e interacciona con el lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram-
negativas (Bougarn et al., 2010; Petzl et al., 2018). Proteinas extracelulares como fibrindgeno,
fibronectina y heparan sulfato se han asociado como ligandos enddgenos responsables de la
activacién de TLR4 (Okamura etal., 2001; Smiley etal., 2001; Termeer etal., 2002). Otros
ligandos enddgenos identificados fueron las B-defensinas y las proteinas de choque térmico
(HSPs) (Asea etal., 2002; Dybdahl etal., 2002). Adicionalmente, TLR4 también reconoce
derivados de plantas y moléculas no patogénicas (Nakaya et al., 2004). Ademas de su expresion

en células de la respuesta inflamatoria, TLR4 se expresa en CEM bovinas (Bougarn et al., 2010).

1.2.1.4.2. Vias de sefializacion de los TLRs.

La interaccion TLR (2 o 4)-ligando da lugar a la activacion de diversas vias de sefializacion
qgue inducen la activacién de la proteina adaptadora de respuesta primaria de diferenciacién
mieloide 88 (MyD88), cuyo dominio TIR facilita el reclutamiento y activacion de proteinas
quinasas activadas por mitogenos (MAPK), induciendo finalmente la activaciéon de diversos
factores de transcripcién, como el factor de transcripcidn nuclear kappa B (NFkB), la proteina de
activacion 1 (AP-1) y el factor de respuesta al interferon 3 (IRF3). Tanto NFkB como AP-1
estimulan la expresién de genes involucrados en la respuesta inflamatoria (Abbas, 2012; Su
etal., 2012).

El factor de transcripcion NFkB es un dimero constituido por proteinas de la familia Rel,

encargadas de activar la transcripcion de los genes blanco de la via. Presenta un dominio N-
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terminal de homologia rel (RHD), el cual es el responsable de la dimerizacién, de la asociacion
con el inhibidor IkB y de la uniéon con los motivos kB del ADN (Hoffmann et al., 2006). El
heterodimero NFkBp65/p50 es el méds abundante en las células de mamiferos (Ghosh y Karin,
2002). En la mayoria de las células, la subunidad NFkBp50 se encuentra en el citosol en forma
inactiva, debido a su interaccion con la proteina inhibidora IkB. En respuesta a un estimulo, se
induce la degradacion proteolitica de IkB, provocando la activacion y translocacion de NFkBp65
al ndcleo (Wei etal.,, 2014a), en donde se une a la region promotora de los genes blanco
regulando su transcripciéon (Mémet, 2006; Hayden y Ghosh, 2008; Choi etal., 2011). La
activacion de NFkB conduce a la produccién de las citoquinas TNFa, IL-1B, IL-6 y el factor
estimulante de colonias granulocitos/macréfagos (GMCSF) (Brubaker et al., 2015; Musilova
et al., 2019).

Se ha determinado que la expresion de citoquinas durante la inflamacién de la GM bovina
se correlaciona con la activacion de NFkB (Yang et al., 2008; Lara-Zarate et al., 2011). En forma
concomitante, la sefializacion por TLR induce la expresién de moléculas coestimuladoras
esenciales para la iniciacién de la Rl adaptativa, como CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2), las cuales son
proteinas de superficie expresadas por las células presentadoras de antigenos (CPA) (Dallard y
Calvinho, 2010). La presencia de estas moléculas coestimuladoras y la presentacion de los
componentes antigénicos microbianos activan las células T CD4* requeridas para iniciar la Rl

adaptativa (Takeda y Akira, 2005).

1.2.1.4.3. Mecanismos microbicidas efectores.

La inflamacién es un mecanismo critico del sistema de defensa innato que intenta eliminar
las bacterias dentro de la GM vy ayudar en la reparacion del dafio tisular durante la invasion
bacteriana, permitiendo la restauracién de la funcién normal del tejido mamario. Un equilibrio
dindmico entre citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-1B e IL-6) y antiinflamatorias (IL-2, IL-4 e
IL-10) modula el estado de la inflamacién, mientras que un desequilibrio o produccién
exacerbada de citoquinas proinflamatorias puede conducir a enfermedades inflamatorias
(Sordillo, 2018).

La fagocitosis es uno de los mecanismos efectores de la Rl innata mas importantes. La
eliminacion eficaz de patégenos a través de la fagocitosis requiere un rapido reclutamiento de
células efectoras en el sitio de la infeccién (Moser y Leo, 2010). Luego de la interaccion
receptor-ligando, la membrana plasmatica del fagocito comienza a redistribuirse y extiende una

prolongacién alrededor del patégeno, formando una vesicula llamada fagosoma, que luego se
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fusiona con el lisosoma del fagocito dando lugar al fagolisosoma, lugar donde se dardn los
mecanismos microbicidas (Abbas, 2012).

Uno de los mecanismos microbicidas que ocurre en fagocitos activados es el estallido
respiratorio. Luego de un estimulo, los fagocitos aumentan considerablemente la tasa de
absorcién de oxigeno produciendo una gran cantidad de ROS, entre ellas, superdxido y peroxido

de hidrégeno, capaces de destruir a los microorganismos (Abbas, 2012; Thomas, 2017).

1.2.2. Rl adaptativa.

La iniciacion y la regulacion de la Rl adaptativa son fundamentales para la resolucién de la
infeccion. Si la bacteria invasora de la GM sobrevive, la infiltracion de neutrdfilos es
reemplazada por linfocitos T y B. Los linfocitos pueden reconocer una amplia variedad de
estructuras antigénicas a través de receptores especificos de membrana que definen la
especificidad, diversidad, memoria y reconocimiento de lo propio y no propio del sistema
inmune (Nickerson y Sordillo, 2017).

Los linfocitos T representan una subpoblacion de células inmunes capaces de responder a
un estimulo antigénico especifico a través de su receptor TCR. Dependiendo de la expresidn de
marcadores de superficie, del tipo de citoquina secretada y de su funcién efectora los linfocitos
T af se dividen en Th o colaboradores (CD4*) y T citotdxicos (Tc) (CD8*) (Schukken et al., 2011;
Abbas, 2012).

Los linfocitos Th producen citoquinas en respuesta al reconocimiento de complejos
antigeno-CMH-II en CPA. Cuando se activan, producen una gran variedad de citoquinas que
tienen un rol fundamental en la activacion de linfocitos T, B, macréfagos, neutrofilos y otras
células que participan en la RI. Los diferentes patrones de citoquinas producidos por las células
Th activadas orientan la Rl hacia diferentes perfiles dando como resultado diferentes tipos de
RI, cada uno con diferentes fenotipos de secrecion de citoquinas que provocan caracteristicas
funcionales Unicas (Sordillo, 2018). Asi, por ejemplo, los linfocitos Thl secretan principalmente
IFNy vy TNFa y estdn involucrados en la respuesta frente a patdgenos intracelulares. Los
linfocitos Th2 secretan IL-4, IL-5 e IL-13 y estan involucrados en la respuesta frente a parasitos,
helmintos vy algunos patégenos extracelulares. Los linfocitos Th foliculares (Thf) se encuentran
en los ganglios linfaticos en estrecha asociacidon con las células B y se caracterizan por la
secrecion de IL-21. Los Thf estimulan a los linfocitos B especificos para que secreten niveles

elevados de anticuerpos. Los linfocitos Th17 secretan IL-17 e IL-22, y son fundamentales en la
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respuesta frente a patogenos extracelulares (Moser y Leo, 2010). Dependiendo de la etapa de
lactancia y la ubicacion del tejido, los porcentajes de estas células pueden variar
significativamente (Zhao et al., 2015). Las subpoblaciones Th1 y Th17 son importantes frente a
la infeccidon por S. aureus (Milner et al., 2008; Ishigame et al., 2009; Lin et al., 2009; Murphy
et al., 2014). Durante los estadios tempranos de la infeccidn, células del sistema inmune innato
del hospedador, macréfagos principalmente, producen citoquinas proinflamatorias (Buzas et al.,
2004). Este ambiente de citoquinas impulsa una respuesta protectora de tipo Thly Th17 por
parte de linfocitos T CD4" que, de manera exacerbada, puede resultar en un dafio sustancial a
los tejidos del hospedador.

Los linfocitos Tc poseen funciones tanto citotdxicas como supresoras. Son células capaces
de inducir la muerte de células infectadas, dafiadas o disfuncionales. Luego del reconocimiento
del complejo antigeno-CMH-I, los linfocitos CD8* secretan perforinas/granzimas que inician una
respuesta apoptoética que conduce a la rapida muerte celular de la célula que expresa el
antigeno (Moser y Leo, 2010). Se ha sugerido que las células T CD8" pueden actuar como
“depuradores” (scavengers) removiendo células secretoras viejas o dafiadas, las cuales pueden
incrementar la susceptibilidad de la GM a las infecciones (Sordillo, 2018).

Los linfocitos B son las Unicas células capaces de producir anticuerpos contra patdgenos
invasores. Los linfocitos B reconocen antigenos especificos a través del receptor de membrana
BCR (Abbas, 2012). De manera similar a los macréfagos y CDs, estos linfocitos pueden funcionar
como CPA. Luego del reconocimiento, los linfocitos B internalizan, procesan y presentan el
antigeno en el contexto CMH-II a los linfocitos Th. Estos linfocitos se activan y secretan IL-2, que
a su vez induce la proliferacion y diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas que
producen anticuerpos y células B de memoria. A diferencia de los linfocitos T, los linfocitos B,

permanecen constantes durante la lactancia (Sordillo, 2018).

1.3. Modulacion de la RI.

Los avances tecnoldgicos en inmunologia han proporcionado nuevas herramientas para el
estudio de la inmunidad de la GM vy la patogénesis de la mastitis (Sordillo y Streicher, 2002;
Rainard y Riollet, 2006; Aitken et al., 2011; Schukken et al., 2011; Wellnitz y Bruckmaier, 2012).

La terapia antibidtica es en la actualidad uno de los pilares de los programas de control
frente a ciertas enfermedades infecciosas, como la mastitis bovina. El fracaso frecuente del

tratamiento con antibidticos para combatir las infecciones bacterianas vy la recurrencia de estas
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infecciones puede estar relacionado, entre varios factores, con la capacidad de S. aureus para
invadir, evadir la Rl y sobrevivir dentro de una amplia variedad de células eucariotas, como
CEM, neutrofilos y macrofagos (Almeida et al., 1996; Hébert et al.,, 2000; Sinha y Fraunholz,
2010). Es por esto que, es necesario la busqueda de enfoques alternativos para prevenir y
controlar la mastitis bovina por S. aureus para complementar las practicas actuales. La
utilizacién de compuestos capaces de modular la Rl podria ser una alternativa eficaz o un
complemento a los métodos tradicionales de control de las IIM al momento de involucidn,
como tratamiento preventivo.

La inmunomodulacién implica la regulacion, supresion o intensificacion de la Rl (Hu, 2002).
La actividad de estos compuestos depende tanto de su mecanismo y sitio de accion como de la
dosis y tiempo de administracion (Tzianabos, 2000). Los modificadores de la Rl (MRI) actdan a
diferentes niveles del sistema inmune, inhibiendo o intensificando selectivamente poblaciones
o subpoblaciones de células (Takahashi et al., 2005).

Con respecto a los MRI intensificadores se pueden dividir en dos grupos principales:
inmunoestimulantes (saponinas, agonistas de receptores toll, citoquinas) y agentes delivery
(emulsiones, microparticulas, sales minerales) (O’Hagan, 2015). Los inmunoestimulantes
estimulan a las CPA y promueven la secrecién de varias citoquinas, mientras que los agentes
delivery ayudan a preservar la conformacion de los antigenos para una presentacion adecuada a
las CPA y de esa manera proporcionar una estimulaciéon inmune lenta y sostenida (Burakova

et al., 2018).

1.3.1. Panax ginseng como MRI.

El Panax ginseng (Pg) es una planta de origen chino utilizada como medicina alternativa en
todo el mundo, ya que participa en numerosos procesos bioldgicos, asociados con la presidn
arterial, el metabolismo vy la funcién inmune (Zou et al., 2013). En relacion a los efectos en la R,
se encuentra reportado que Pg induce la proliferacion de linfocitos, estimula la produccion de
citoquinas y mejora la actividad fagocitica de los macréfagos alveolares humanos y de los
leucocitos polimorfonucleares bovinos (Sun et al., 2007). El extracto de Pg contiene diversos
componentes farmacoldgicos como saponinas triterpenoides tetraciclicos (ginsendsidos),
polisacdridos, péptidos, fitoesteroles, alcoholes poliacetilénicos y acidos grasos (Kim etal.,
2005; Kang y Min, 2012; Park et al., 2015). Particularmente, las saponinas o ginsendsidos, son

consideradas su principal componente activo (Bi et al., 2019).
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Numerosos estudios in vivo e in vitro han demostrado las habilidades inmunomodulatorias
y efectos adyuvantes de Pg en GM bovina (Hu et al.,, 2001, 2003; Sun et al., 2007, 20093;
Baravalle etal, 2010, 2011, 2015; Beccaria etal, 2018). En mayor parte, sus efectos
inmunomodulatorios son debido al efecto regulatorio en la producciéon de citoquinas y en la
actividad fagocitica de macréfagos y CDs, asi como en la activacion de linfocitos Ty B (Ho et al,,
2004; Tan y Vanitha, 2012).

En investigaciones in vitro realizadas por Hu et al. (1995) y Concha et al. (1996) se ha
observado que el extracto de Pg estimula significativamente la actividad fagocitica y oxidativa
de los neutrofilos asi como también la capacidad proliferativa de linfocitos de sangre periféricay
leche bovina. Recientemente, Beccaria et al. (2018) han demostrado que Pg indujo la expresion
génica de TLR4 y NFkB y la expresion génica y proteica de las citoquinas IL-4 e IL-6 en células del
epitelio alveolar mamario bovino (MAC-T). Ademas, en macréfagos aislados de secrecion
mamaria bovina, observaron que Pg indujo la expresién génica de TLR4, NFkB, IL-1B, IL-6, IL-8 y
TNFa. Por otro lado, demostraron que el extracto de Pg redujo significativamente la
internalizacién de dos cepas distintas de S. aureus en células MAC-T, sin influir en la capacidad
fagocitica de macrdfagos, ni en la funcionalidad de los mismos cuando estuvieron en contacto
con S. aureus.

Estudios in vivo en bovinos han demostrado que la inoculacién intramamaria de 3 mg/ml
de un extracto de Pg al momento de la interrupcion de la lactancia, estimuld de manera
significativa la expresion de citoquinas proinflamatorias en leche y en tejido mamario durante la
primera semana de involucidn, junto a un aumento en el RCS en leche, comportandose como
un estimulante de las defensas innatas (Baravalle et al., 2010, 2011). Sumado a sus propiedades
como potenciador de la Rl innata en la GM bovina, se ha demostrado que la aplicacidon
intramamaria de Pg, estimuld la remodelacion del tejido mamario, aumentando en forma
significativa la apoptosis de las células epiteliales y estromales (Dallard etal, 2011) y
modificando la expresién génica y proteica de componentes de la familia del factor de
crecimiento andlogo a insulina (Dallard et al.,, 2011, 2013) lo cual contribuiria a acelerar el
proceso de involucion de la GM bovina. El mecanismo exacto por el cual Pg estimula la
inmunidad innata es aun desconocido. Sin embargo, en trabajos previos se demostrd que las
células epiteliales y estromales mamarias bovinas responden a los componentes de Pg,
aumentando la expresidn génica de los receptores tipo toll (TLR2 y TLR4). Ademads, se observé la
activacién de MyD88 y NFkB en el tejido mamario tratado con Pg (Baravalle et al., 2015). Estos
resultados contribuyen al conocimiento de los posibles mecanismos mediante los cuales Pg

estimula la inmunidad innata durante la involucion de la GM bovina.
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En estudios realizados in vivo en ratones, Silvestrini et al. (2017) demostraron un efecto
inmunoprotector del extracto de Pg frente a IIM experimentales por S. aureus. La inoculacion
intramamaria de 50 mg/ml de Pg y posterior infeccién con S. aureus en ratones, indujo una
disminucion en el nimero de bacterias recuperadas de las GM infectadas. Ademads, se demostrd
un aumento en los niveles de expresion génica de los receptores TLR2 y TLR4 en las GM
tratadas con Pg y posteriormente infectadas con S. aureus, lo que consecuentemente se vio
reflejado en un incremento en la expresion proteica y translocacion al nucleo de NFkB,
conduciendo al aumento en la expresidn génica de las citoquinas IL-1a y TNFa. Sumado a esto,
se observd un incremento en el nimero de monocitos-macréfagos detectados en las GM de
ratones tratados con Pg y desafiadas con S. aureus en relacion a las GM tratadas con Pg no

infectadas.

1.3.2. Ginsenosidos.

Los ginsendsidos son las moléculas claves responsables de los efectos farmacoldgicos e
inmunoldgicos del Pg (Park etal., 2015; Li etal., 2018). Participan en numerosos procesos
bioldgicos incluyendo procesos antioxidantes, antisenescentes, antitumorales,
neuroprotectores, metabdlicos, inflamatorios, inmunoestimulatorios, proliferativos vy
apoptdticos, entre otros (Song et al., 2009; Park et al., 2015; Huang et al., 2017; Li et al., 2018).
Estos compuestos se encuentran distribuidos en diferentes partes de la planta de Pg,
incluyendo raiz, hoja y baya (Gao et al., 2020).

Quimicamente, son glucdsidos triterpenoides de dammarano (triterpeno tetraciclico
presente en sapogeninas como el Pg) y se clasifican, segin las posiciones de unién de los
azlcares, en dos grupos. En el grupo de protopanaxadioles (PPD), los residuos de azlcar se
unen al anillo de dammarano en la posicion 3 (C3) mientras que el grupo de protopanaxatrioles
(PPT), los residuos de azlcar se unen al anillo tetraciclico en la posicién 6 (C6) (Sun et al., 2007;
He et al., 2020). Se encuentran identificados cerca de 150 ginsendsidos, siendo Rgl, Rb1, Rb2,
Rc, Rd, Re, Rf, Rg3, Rh2, F1 y compuesto K (CK) los mas estudiados hasta el momento (Mohanan
et al., 2018; Gao et al., 2020).

Los ginsendsidos tienen efectos adyuvantes en la Rl en diferentes especies como vaca,
cerdo, raton y rata (Su et al.,, 2015). Dicho efecto se debe a la estructura anfipatica y a los

grupos funcionales que presentan (Sun et al., 2007). Estudios recientes han revelado que Rgl es
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la saponina que generd mayor actividad adyuvante en ratones (Qu et al., 2011; Su et al., 2012,

2015).

1.3.2.1. Antecedentes sobre las propiedades inmunoestimulantes del ginsenésido Rg1.

De todos los ginsendsidos descubiertos hasta el momento, Rgl es el mas abundante del
extracto de Pg, conformando entre el 0,37 - 0,5% del extracto de Pg (Lee et al., 2012; Li et al.,
2018).

Rgl tiene importantes funciones tanto bioldgicas como inmunoldgicas. Participa en la
regulacion de la proliferacion, diferenciacion, envejecimiento y secrecion de células madre
hematopoyéticas, mesenquimales, neuronales y endoteliales, mediante multiples mecanismos
(He y Yu, 2016; He et al.,, 2020). Ademas, Rgl tiene importantes efectos terapéuticos en la
reparacion de tejidos, érganos dafiados y envejecimiento (He y Yu, 2016).

Existe una gran cantidad de reportes que demuestran que la capacidad
inmunomodulatoria y adyuvante de Rgl esta relacionada con la estimulacién directa de la Rl
innata y adaptativa. En relacion a la Rl innata, varios autores coinciden que Rgl ejerce su efecto
inmunomodulatorio a través de la via de TLR4 (Su et al., 2012, 2015; Zhao et al., 2014). Rgl
juega un papel fundamental en las respuestas inflamatorias mediadas por macréfagos a través
de diferentes mecanismos, modulando las vias de sefializacion de NFkB o de Akt/mTOR. En
macrofagos peritoneales murinos activados por LPS, Rgl redujo los niveles de 4acido
ribonucleico mensajero (ARNm) de TNFa e IL-6, lo que podria ser una consecuencia de la
activaciéon disminuida de IkB y NFkB (Wang et al., 2014). Ademds, Rgl suprimié la expresion de
ARNm vy proteica de IL-6 al inhibir la via de sefializacion de NFkB tanto en células RAW264.7
estimuladas con LPS como en macréfagos peritoneales de ratén, y suprimid la expresion de
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), ciclooxigenasa-2 (COX-2), TNFa, IL-1B y NFkB en células
microgliales BV-2 estimuladas con LPS (Kim et al., 2017) y en macrofagos murinos estimulados
con LPS (Su etal, 2015). Mas aln, en macrofagos polarizados M1 y microglias, el efecto
antiinflamatorio de Rgl fue demostrado mediante regulacion negativa de la expresion de
citoguinas proinflamatorias (TNFa, IL-1B e IL-6) y de la expresion de enzimas (iNOS y COX-2) (Im,
2020). En un modelo experimental de hepatitis alcohdlica en ratdn, la sobreproduccién de
citoquinas inflamatorias fue suprimida por Rgl en higados intoxicados con alcohol. Ademas, Rgl
modulé la expresion del receptor de glucocorticoides (factor antiinflamatorio) a través de la via
del NFkB (Gao et al., 2015a). Por otro lado, en un modelo de sepsis polimicrobiana inducida en
ratones, se observé que el tratamiento con Rgl mejord la sobrevida de los animales mediante la

inhibicion de la respuesta inflamatoria (mediante disminucion de TNFa, IL-6 e IL-10 vy el
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reclutamiento de neutrofilos en la cavidad peritoneal) y apoptosis de linfocitos (en bazo y timo
de animales sépticos). Ademas, Rgl mostrd un rol protector en el clearence bacteriano (Zou
et al., 2013). Si bien estos reportes sugieren un perfil antiinflamatorio de Rgl, otros autores han
demostrado el efecto proinflamatorio de este compuesto. En este sentido, Joo et al. (2005) y
Huang et al. (2017) han probado que Rgl estimuld la expresidn de citoquinas proinflamatorias
(IL-1B, IL-6 y TNFa) en microglias y CDs humanas derivadas de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), respectivamente.

En relacion a la Rl adaptativa, tanto Rgl, como Re, Rb1, Rc y Rd son capaces de favorecer el
desarrollo de las respuestas Th1ly Th2 (Qu et al., 2011). En particular, Rgl es capaz de modular
la diferenciacion Th1/Th2. En relacion a esto, Yuan et al. (2016) estudiaron el efecto adyuvante
de Rgl en la Rl contra el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) en ratones. Rgl fue
capaz de estimular tanto la respuesta Thl como la Th2, lo que estuvo fundamentado en la
deteccién de anticuerpos de los isotipos 1gG2b e 1gG1 y en la expresion de ARNm de las
citoquinas IFNy e IL-4, respectivamente en ratones inmunizados con HBsAg. Por otro lado, Lee
et al. (2004) mostraron que Rgl induce el cambio en la Rl de un perfil dominado por células
Th1, debido a una disminucion en la expresion de ARNm de IFNy, a uno dominado por células

Th2 en células T CD4" purificadas.

1.3.2.2. Rgl y mastitis.

Recientemente, Wang et al. (2019) evaluaron el efecto sistémico y terapéutico de Rgl en
un modelo experimental de mastitis causada por LPS en cabras lactantes. Los resultados
mostraron que el tratamiento con Rgl disminuyd la temperatura rectal, la temperatura de la
piel de la ubre, la circunferencia de la ubre, el RCS en leche, los niveles de la N-acetil-B-d-
glucosaminidasa y aumentd la produccién de leche, lactosa y componentes sanguineos
recuperados como glébulos blancos, neutrdfilos, linfocitos, proteinas totales, albumina vy
globulina.

Es importante mencionar que, a pesar de la gran cantidad de estudios que demuestran el
efecto inmunomodulatorio y adyuvante de Rgl en diferentes modelos experimentales, hasta el
momento, no existen reportes acerca del rol de Rgl en células bovinas. Es por ello, que en su
conjunto, los antecedentes mencionados han despertado el interés por evaluar el potencial
inmunomodulatorio de Rgl con el fin de complementar y desarrollar tratamientos alternativos
para la prevencién y/o control de la mastitis bovina. Ademas, la evaluacién de la capacidad
adyuvante del ginsendsido Rgl solo o en combinacidn con liposomas, que favorezcan la captura

y presentacion del antigeno, en un modelo experimental en ratones, permitird evaluar posibles
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asociaciones entre los adyuvantes estudiados. En este contexto, el desarrollo de un posible
adyuvante en base a un compuesto inmunomodulador que promueva tanto la Rl humoral como
la celular serd de utilidad para en un futuro disefiar y evaluar en bovinos inmundégenos contra

mastitis causada por S. qureus.

1.3.3. Liposomas.

Los adyuvantes son moléculas, compuestos o complejos macromoleculares que estimulan,
mantienen y potencian la Rl especifica frente a antigenos (Garcia y De Sanctis, 2014). En
general, actuan activando la Rl innata y adaptativa, pero también son utilizados como depdsito
de antigeno, permitiendo asi, la liberacidn lenta para lograr una presentacion y estimulacion
prolongada del sistema inmune (Ho et al., 2018). Ademas de aumentar la fuerza y la cinética de
una Rl, los adyuvantes también juegan un papel en la determinacion del tipo de Rl generada (Qu
etal., 2011).

Por su parte, los liposomas son vesiculas fosfolipidicas, biocompatibles, que actian como
adyuvantes potenciando la RI, principalmente favoreciendo la captura del antigeno y su
presentacion. Estos compuestos son capaces de transportar moléculas hidrofébicas e
hidrofilicas, haciendo posible el co-transporte de antigenos y moléculas inmunoestimulantes.
Dentro de las propiedades principales que presentan estas particulas estdn la capacidad de
simular a los patdgenos (mediante el transporte de grandes cantidades de antigenos) a las CPA,
la baja toxicidad y biodegradabilidad (Leserman, 2004). La Rl resultante depende tanto de las
caracteristicas del antigeno como de las propiedades de los liposomas como composicion, carga

eléctrica, cantidad de capas y método de preparacién (Reidel et al., 2017).

En funcidn a los antecedentes mencionados, la hipdtesis general propuesta en esta tesis fue
que el ginsendsido Rg1 ejerce una accion inmunomoduladora sobre células epiteliales mamarias
bovinas (MAC-T) y células mononucleares de secrecion mamaria (MSMC), induciendo la
produccion de citoquinas asi como la activacion de MSMC y de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC). Ademds, Rg1 tiene un efecto adyuvante luego de la inmunizacion de ratones

con formulaciones que contienen este compuesto en combinacion con diferentes antigenos.
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2.1. Objetivo general.

El objetivo general de esta tesis fue estudiar el potencial inmunomodulatorio del
ginsendsido Rg1 en cultivos de células MAC-T y MSMC y evaluar su efecto sobre la activacion de

MSMC y PBMC. Asimismo, se propuso evaluar su capacidad adyuvante in vivo en ratones.

2.2. Objetivos especificos.

Para llevar a cabo el objetivo final se propusieron los siguientes objetivos especificos:

— Evaluar el potencial efecto inmunomodulatorio de Rgl en MAC-T y en MSMC, mediante
el estudio de la expresién de ARNm de TLRs y de citoquinas proinflamatorias.

- Evaluar el efecto de Rgl en la expresion proteica de TLR2 y TLR4 en MSMCy PBMC.

— Evaluar el efecto de Rgl en la activacion de MSMC y PBMC mediante la determinacion
de la produccion intracelular de ROS luego del co-cultivo de dichas células con S. aureus.

— Evaluar el efecto de Rgl en la activacién de MSMC y PBMC mediante el analisis de la
expresion de CMH-Il'y CD80 en células CD14 positivas.

- Evaluar la Rl humoral en ratones inoculados con distintas formulaciones adyuvantes,
empleando albumina sérica bovina (BSA) como antigeno modelo.

—> Evaluar la Rl humoral y celular producida y caracterizar el perfil de citoquinas inducido
en ratones inoculados con distintas formulaciones adyuvantes, empleando un lisado de S.

aureus como antigeno.
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Materiales y métodos

3.1. Evaluacion del potencial inmunomodulatorio de Rgl en células bovinas in

vitro.

3.1.1. Reactivos empleados.

3.1.1.1. Ginsendsido Rgl.

Se utilizé el ginsendsido Rgl proveniente de la firma Biopurify Phytochemicals Ltd.
(Wenjiang Zone, Chengdu, Sichuan, China). Este compuesto se caracteriza por ser un polvo
blanco, de elevada pureza (99,47 %) determinada por HPLC, cuya férmula molecular es
Ca2H72014Yy su peso es 801,02 g/mol.

Los ensayos se llevaron a cabo a partir de una solucidn stock de 10 pg Rgl/ml con buffer
fosfato salino 1x (PBS), la cual fue esterilizada por filtracidn, controlada microbiolégicamente y

almacenada a -20°C hasta su uso.

3.1.1.2. Cultivos celulares.

3.1.1.2.1. Linea celular del epitelio alveolar mamario bovino.

Se utilizo la linea celular MAC-T (Transformed mammary epitelial cells) proveniente de
células epiteliales alveolares mamarias bovinas transfectadas con el virus SV-40 (Huynh et al.,
1991). Las células MAC-T fueron cultivadas con medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM,
Gibco BRL) suplementado con suero fetal bovino (SFB, Internegocios) al 10% e inactivado por
calor, insulina (5 pg/ml), hidrocortisona (1 pg/ml) y penicilina (100 U/ml) y sulfato de
estreptomicina (100 pg/ml) (ATB/AM) (Sigma Chemical Co.) a 37°C con 5 % de CO..

3.1.1.2.2. Células mononucleares aisladas de secrecién mamaria bovina.

Las muestras de secrecién mamaria provenientes de vacas Holstein, fueron tomadas de
cuartos libres de IIM a los 10-14 dias luego de la interrupcion de la lactancia (secado). Los
animales seleccionados pertenecen a los tambos experimentales de la Escuela de Agricultura,
Ganaderia y Granja (EAGG) perteneciente a la UNL (Esperanza, Santa Fe) y de la Estacion
Experimental Agropecuaria (EEA) (INTA, Rafaela, Santa Fe). Para la toma de muestras de

secrecion mamaria, seis meses previos a la fecha probable de secado y a partir de los datos
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arrojados por el control lechero de cada establecimiento, se seleccionaron los animales con RCS
menores a 100.000 cél/ml. Luego, se tomaron muestras de leche de cada cuarto mamario
mensualmente para la realizacién de analisis bacterioldgicos por metodologia estandar (Oliver
et al., 2004). Para la toma de muestra, los pezones fueron desinfectados adecuadamente con
un algodén embebido en alcohol 70°, se descartaron los primeros chorros y se colectaron
aproximadamente 5 ml de secrecion mamaria en tubos estériles. Las muestras fueron
refrigeradas hasta su traslado al laboratorio. Las muestras de leche fueron sembradas, en forma
de estria, en placas de agar sangre e incubadas 37°C. Luego de 24 - 48 hs de incubacion, se
observo la presencia de unidades formadoras de colonias (UFC) en las placas. Aquellos cuartos
mamarios con al menos 3 muestreos consecutivos negativos antes del secado fueron
considerados cuartos libres de IIM vy utilizados para el aislamiento de MSMC. Asimismo, para
descartar la presencia de patégenos en las muestras de secrecion mamaria al dia 14 del secado,
una alicuota de las mismas fue sembrada e incubada por 24 - 48 hs en placas de agar sangre.
Todos los animales muestreados se encontraban entre la segunday tercera lactancia.

El aislamiento de las MSMC se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Renna
et al. (2014). Aproximadamente, 25 ml de secrecién mamaria (diluidos 1/2 con PBS 1x estéril)
fueron centrifugados a 400 g durante 10 min y a 4°C. La capa de grasa, caracteristica de la
secrecion en este periodo de involucidon de la GM, fue removida y el pellet de células resultante
fue lavado con PBS 1x. Posteriormente, las células mononucleares fueron aisladas mediante
gradiente de densidad (Histopaque 1,083 g/ml, Sigma) durante 30 min a 400 g y temperatura
ambiente (TA). Luego, la monocapa de células fue cuidadosamente recolectada y las MSMC
fueron lavadas con PBS 1x. Previo a la determinacion de viabilidad con azul de tripan, las células
fueron resuspendidas con medio RPMI (Gibco BRL) + SFB 10% + ATB/AM 1x y cultivadas en
placas de 96 y/o 24 pocillos, dependiendo del ensayo. Pasadas 2 hs de incubacién a 37°Cy 5%
CO,, las MSMC plaqueadas fueron lavadas con PBS 1X para eliminar células no adheridas vy
limpiar restos celulares y remanentes de grasa y resuspendidas en medio RPMI + SFB 10% +

ATB/AM 1x hasta el momento de su uso.

3.1.1.2.3. Cultivo primario de leucocitos totales aislados de sangre periférica bovina.

Las muestras de sangre periférica fueron tomadas de la vena mamaria craneal de la GM de
vacas Holstein libres de IIM provenientes de la EAGG (UNL).

Los leucocitos totales de sangre periférica fueron aislados siguiendo la metodologia
previamente descripta por Su et al. (2012) con algunas modificaciones. Brevemente, 30 ml de

sangre anticoagulada fueron centrifugados a 2000 rpm durante 15 min y a 4 °C. Luego, el
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plasma fue eliminado y el pellet celular resuspendido en buffer de lisis (0,15 M NH4Cl, ImM
NaHCOs;, 0,1 mM EDTA disddica) hasta completar 50 ml, con el fin de lograr la lisis completa de
los globulos rojos. Luego de 10 min de incubacién a 4 °C, las células fueron centrifugadas a 1800
rom durante 5 min y el pellet celular fue nuevamente resuspendido en 10 ml de buffer de lisis
durante 5 min a 4°C. Finalizado el tiempo de incubacién, se detuvo la lisis celular agregando PBS
1x hasta completar los 50 ml y las células fueron centrifugadas y lavadas una vez mas. Luego de
determinar la viabilidad con azul de tripdn, los leucocitos fueron resuspendidos con medio RPMI

+ SFB 10% + ATB/AM 1x y cultivados en placas de 96 y/o 24 pocillos, dependiendo del ensayo.

3.1.2. Evaluacion del efecto de Rgl en la viabilidad de células bovinas mediante

XTT.

El efecto citotdoxico de Rgl en células MAC-T, MSMC y en leucocitos de sangre periférica se
evalué empleando el kit Cell Proliferation Kit Il (XTT) (Roche). El kit se basa en la conversion del
compuesto  XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) en
formazan, un producto altamente soluble en agua. Esta conversion es llevada a cabo por las
enzimas mitocondriales en células metabdlicamente activas. La cantidad de producto generado
(de color naranja) es proporcional a la cantidad de células vivas, lo cual puede cuantificarse a
través de la medicion de la absorbancia a 450 nm.

En primera instancia se evalud la viabilidad de las células MAC-T, las cuales fueron
sembradas en placas de 96 pocillos (2x10° cél/ml) y luego tratadas con 0, 10, 20, 50 y 100 ug/ml
de Rgl durante 2, 8 y 24 hs. Pasados los tiempos de incubacion establecidos, se les adiciond una
mezcla de los reactivos XTT Labeling y electron-coupling en una concentracién final de 0,3
mg/ml por pocillo, segln las indicaciones del kit. Luego de 2 hs, se midié la absorbancia a 450
nm en un espectrofotdometro (Microplate Reader, SPECTROstar""°, BGM/LABTECH).

En segunda instancia, se evalud la viabilidad de MSMC y leucocitos de sangre periférica.
Considerando los resultados obtenidos en las células MAC-T, se seleccionaron las dosis de 0 y
250 pg/ml de Rgl para tratar a las células (1x10° cél/pocillo) durante 24 hs y luego realizar el
ensayo de XTT de la misma forma que la detallada anteriormente para las células MAC-T.

Los valores de absorbancia fueron medidos como densidad éptica (DO). Cada condicién
evaluada se realizd por triplicado y se llevaron a cabo tres ensayos de manera independiente

para cada tipo celular en estudio.
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3.1.3. Evaluacion del efecto de Rgl en la expresion génica de componentes de la

inmunidad innata en células MAC-T y MSMC mediante PCR en tiempo real.

3.1.3.1. Disefio experimental.

Con el objetivo de caracterizar la Rl innata inducida luego del tratamiento con Rg1l tanto en
células MAC-T como en MSMC, se evalud la expresion de ARNm de ciertos componentes de la
inmunidad innata mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(qPCR).

Las células MAC-T (2x10° cél/ml) fueron sembradas en placas de 24 pocillos y tratadas con
0, 10, 50 y 100 ug/ml de Rgl durante 2, 6 y 24 hs, mientras que, las MSMC (2x10° cél/ml) fueron
tratadas con 0, 50, 100 y 250 ug/ml de Rgl durante 2, 8 y 24 hs. Pasados los tiempos de
tratamiento con Rgl establecidos, tanto las células MAC-T como las MSMC adheridas fueron
tratadas con Trizol para la extraccion de ARN y realizacion de gPCR. Cada condicién evaluada se
realizd por triplicado y se Illevaron a cabo tres ensayos de manera independiente para cada tipo

celular en estudio.

3.1.3.2. Extraccion de ARN.

La extraccién de ARN total de las células MAC-T y MSMC tratadas con diferentes
concentraciones de Rgl, se realizd mediante la metodologia de extraccién con Trizol® LS
Reagent (Invitrogen™, ThermoFisher Scientific) utilizando 3 pocillos de células para cada
condicidon (placa de 24 pocillos) y siguiendo la metodologia propuesta por el proveedor. Para
favorecer la precipitacion del ARN total se utilizd Glyco Blue™ Coprecipitant (Invitrogen™,
ThermoFisher Scientific). Luego de la extraccién, se evalud la integridad, pureza y concentracion
de ARN mediante espectrofotometria (SPECTROstar™™) y las muestras se conservaron a -80°C

hasta la realizacién de la transcripcién reversa (RT).

3.1.3.3. Obtencién de ADN copia mediante RT.

En primer lugar, el ARN fue tratado con desoxirribonucleasa (DNAsa) a los efectos de
eliminar posibles contaminaciones con ADN gendémico y luego se llevd a cabo Ia

retrotranscripciéon del ARN extraido a ADN copia (ADNc) mediante la reaccion de RT.
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Para el tratamiento con DNAsa, la composicion final del medio de reaccion fue: ARN
(cantidad constante de 2 pg), buffer de la enzima DNAsa | (2 ul), enzima DNAsa | (2 pl)
(Productos Bio-Logicos, PBL) y agua DEPC (0,1 %), en cantidad suficiente para completar un
volumen final de reaccién de 20 pl. La reaccion se llevé a cabo incubando a 20°C durante 15
min, luego se inactivd la enzima con EDTA (25 mM) y se incubd 15 min a 65°C.

Para la RT, las reacciones se llevaron a cabo agregando cantidades constantes de ARN (2
ug, previamente tratado con DNAsa) a la mezcla de reaccién conteniendo cebadores
hexanucledtidos con secuencia al azar (1 pg/ul), desoxirribonucledtidos (dNTPs, 25 mM), buffer
de reaccion para la enzima MMLV (5x First Strand Buffer), ditiotreitol (DTT, 100 mM), inhibidor
de ribonucleasas (40 U/ul) (RNase Out) y la enzima MMLV Reverse Transcriptase (200 U/ul). Los
reactivos empleados fueron provistos por ThermoFisher Scientific. Las reacciones se realizaron
en un termociclador de punto final (TECHNE TC-312) utilizando un volumen final de 40 pl. Las
condiciones aplicadas para la RT fueron 10 min a 25°C para la hibridacion, 50 min a 37°C para la
sintesis del ADNc y 15 min a 70°C para la inactivacion de la enzima. Finalmente, los ADNc
obtenidos fueron cuantificados por espectrofotometria y luego conservados a -20°C hasta su

posterior utilizacién.

3.1.3.4. Disefio de cebadores especificos para TLR2, TLR4, NFkB, IL-1B, IL-6, TNFa e IL-8 bovinos.

Para evaluar los niveles de expresién de ARNm de los receptores de la inmunidad innata y
de las citoquinas bovinas se disefiaron cebadores especificos para los genes que codifican para
dichas proteinas. Estos cebadores fueron disefiados on-line empleando la pagina Integrated
DNA Technologies y la herramienta para dicho disefio propuesta en Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST), Primer Designing Tool.

Para su disefio, se tuvo en cuenta el tamafio del amplicdn, la ubicacién de cada cebador en
la hebra molde, la secuencia, la temperatura de hibridacion (o temperatura de annealing, Ta), el
porcentaje CG y la formacién de heterodimeros, homodimeros y hairpins. Los cebadores

utilizados se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1: Cebadores especificos para los diferentes genes evaluados.

. .o Tamafio Ta
Cebador Secuencia cebador 5°- 3 N2 acceso NCBI . 5
amplicon (pb)  (°C)

S: CGATGACTACCGCTGTGACTC
TLR2 NM_174197.2 224 58
AS: CCTTCCTGGGCTTCCTCTT -

S: AGCTTCAACCGTATCATGGCCTCT
TLR4 AY634630 213 58
AS: ACTAAGCACTGGCATGTCCTCCAT

A: GCTGAGTTGAGAGAGAGTAACC
NFkB NM001076409.1 111 62
AS: CTTTCTGTTGTCACTGCTGC

S: AGTCTGTCCTGTACCCTAAC
IL-1B NM_174093.1 113 61
AS: GAGAGGGTTTCCATTCTGAAG

A: GATGCAGTCTTCAAACGAGTGGGT
IL-6 X57317 163 56
AS: AGGTTTCTGACCAGAGGAGGGAAT

A: GCTTTACCTCATCTACTCACAG
TNFa EU276079.1 133 62
AS: CTTGATGGCAGACAGGATG

S: ACACATTCCACACCTTTC
IL-8 AF232704.1 184 60
AS: CTTGCTTCTCAGCTCTCTTC

) A: CGGAACCGCTCATTGCC
B-actina BT030480.1 290 60
AS: ACCCACACTGTGCCCATCTA

Referencias: S: sentido; AS: antisentido; pb: pares de bases.

3.1.3.5. Reaccién de gPCR.

Para analizar la expresién de los ARNm de cada uno de los tipos celulares tratados con las
diferentes concentraciones de Rgl en diferentes horarios, se utilizé un protocolo de gPCR
estandarizado utilizando SYBR Green | (ThermoFisher Scientific) (Pfaffl, 2001).

En primera instancia, se realizaron las curvas estandares correspondientes a cada uno de
los genes a analizar, con el fin de definir la eficacia de cada cebador. Estas curvas se
construyeron a partir de ADNc proveniente de un pool de células aisladas de secrecién
mamaria. Se realizaron diluciones seriadas del ADNc, por duplicado, las cuales fueron corridas
en el termociclador de tiempo real StepOne (Applied Biosystems, Life Technology). Al mismo
tiempo, se amplificé un control negativo, también por duplicado, en el cual se reemplazo el
ADNc por agua DEPC estéril. Una vez finalizada la reaccién, se confecciond una recta con los
valores obtenidos para cada dilucion, cuya pendiente indica la eficiencia de la reaccion. También
se determind el umbral (threshold), el rango dindmico y la concentracién de ADNc mas
apropiada para llevar a cabo la cuantificacidn de las muestras.

Una vez obtenidas las curvas estandares, se evalud la expresién de ARNm de las células
MAC-T y MSMC tratadas con Rg1. Cada reaccion de gPCR se llevd a cabo en un volumen final de

20 ul conteniendo 4 ul de ADNc y 16 ul de una mezcla de reaccidon: buffer Phire 5x, MgCl, (50
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mM), dNTPs (25 mM), cebador sentido (20 uM), cebador antisentido (20 uM), SYBR Green | y
ADN Polimerasa Phire Hot Start Il (ThermoFisher Scientific), llevando a volumen con agua DEPC.
Todas las muestras se corrieron por duplicado. Paralelamente, se corrié una muestra control
correspondiente a una de las diluciones realizadas para cada una de las curvas estandares con el
objetivo de verificar la eficiencia de cada corrida y un control negativo (omitiendo ADNc). Las
condiciones correspondientes a ensayar para cada gen se detallan a continuacién:

— Desnaturalizacién inicial (1 ciclo): 98°C / 3 min.

— Desnaturalizacion (1 ciclo): 98°C/ 5 seg.

— Hibridacién (40 ciclos): » TLR2: 58°C / 20 seg.

» TLR4: 58°C / 15 seg.

» NFKkB: 62°C / 30 seg.

» IL-1B: 61°C / 30 seg.

» IL-6: 56°C / 15 seg.

» TNFa: 62°C/ 25 seg.

» IL-8: 60°C / 25 seg.

» B-actina: 60°C/ 15 seg.

» Extensiony lectura (40 ciclos): 72°C/ 20 seg.

Una vez finalizada la reaccién de amplificacién, se realizaron las curvas de disociaciéon de
cada amplicén para confirmar la pureza de los productos. Finalmente, para comprobar la
identidad de los productos de gPCR obtenidos para cada gen en estudio, una partida de los
mismos fue enviada a secuenciar al Servicio de Secuenciacion de Macrogen (Seul, Corea). Tanto
los cebadores como los productos recibidos fueron cotejados con la base de datos del National
Center for Biotechnoly Information (NCBI) empleando el BLAST.

La cuantificacidn de las muestras se realizé utilizando el método de Ct comparativo (244%)
empleando el gen de la B-actina como normalizador (Livak y Schmittgen, 2001; Joo et al., 2005;

Ibeagha-Awemu et al., 2008; Wang et al., 2014).
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3.1.4. Evaluacion del efecto de Rgl en la expresion proteica de TLR2 y TLR4 en
MSMC y PBMC mediante citometria de flujo (CF).

3.1.4.1. Disefio experimental.

Siguiendo la metodologia detallada anteriormente (puntos 3.1.1.2.2 y 3.1.1.2.3), las células
aisladas de secrecién mamaria y sangre periférica bovina (2x10° cél/ml) fueron sembradas en
placas de 24 pocillos y tratadas con Rgl (250 ug/ml) o medio de cultivo (células basales). Para
este ensayo, ademas, se utilizaron LTA (Sigma) (2,5 ug/ml) y LPS (Sigma) (2,5 pg/ml) como
ligandos especificos para TLR2 y TLR4, respectivamente (como controles positivos de
estimulacidn). Las concentraciones de LPS y LTA utilizadas para la estimulacion de las células
fueron puestas a punto en ensayos previos de dosis-respuesta. Luego de 24 hs de incubacion a
37°Cy 5% COy, las células fueron tripsinizadas (Tripsina TRANS, AP Biotech), lavadas con buffer
de citometria (PBS 1x + EDTA 5 mM + SFB 3%) e incubadas con los anticuerpos anti-bovine TLR2-
A467 (Alexa Fluor 647) (1/25, Bio-Rad) y anti-human TLR4-A488 (Alexa Fluor 488) (1/10, Bio-
Rad) durante 30 min, en hielo y al abrigo de la luz. Ambos anticuerpos fueron previamente
titulados con el fin de trabajar con la dilucién éptima. Los anticuerpos empleados se encuentran
detallados en el Anexo |. Finalmente, las células fueron lavadas con buffer de citometria,
resuspendidas en fluido de enfoque y adquiridas en el citdmetro de flujo Attune NxT Acoustic
Focusing Cytometer A24860 (Life Technology). Los ensayos fueron realizados por cuadriplicado

y de manera independiente para cada tipo celular en estudio.

3.1.4.2. Estrategia de seleccién de las poblaciones de interés.

Los archivos obtenidos luego de la adquisicion de las células, fueron analizados empleando
el software FlowJo (TreeStar Inc., Ashland, USA). La estrategia de seleccion o gating de las
poblaciones celulares de interés (MSMC y PBMC) empleada para el analisis de la expresidon
proteica de los receptores se detalla a continuacién. A partir de un grafico dot plot de tamafio
(forward scatter, FSC), donde se representé altura (FSC-H) vs. area (FSC-A), se seleccionaron los
singletes o eventos individuales (R1) (Figura 1A). Dentro de R1, teniendo en cuenta los
parametros de FSC vs. complejidad citoplasmatica (side scatter, SSC), se selecciond la poblacion
de células mononucleares (MSMC o PBMC, R2) (Figura 1B). Finalmente, el porcentaje de
expresion de TLR2 o TLR4 en MSMC o PBMC (R2) se evalud en un gréfico dot plot de TLR2 (Alexa
Fluor 467) vs. TLR4 (Alexa Fluor 488) (Figura 1C).
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Figura 1. Grdficos representativos de la estrategia de seleccion de las poblaciones de interés para el
andlisis de la expresion de TLR2 y TLR4 en células mononucleares de secrecion mamaria y sangre
periférica (MSMC y PBMC, respectivamente). A) Grafico dot plot de la seleccion de singletes (R1). B)
Grafico dot plot de la seleccidn de poblacion de células mononucleares (R2). C) Grafico dot plot para

el andlisis de la expresién de TLR2 y TLR4 en R2.

3.1.5. Evaluacion del efecto de Rgl en la produccion intracelular de ROS en
MSCM y PBMC mediante CF.

3.1.5.1. Caracterizacién y cultivo de la cepa 5011 de S. aureus.

La cepa 5011 de S. aureus fue aislada y caracterizada por nuestro grupo de investigacion a
partir de una muestra de leche proveniente de una vaca Holando Argentino, con mastitis
subclinica, perteneciente a un rodeo lechero ubicado en la provincia de Santa Fe (Argentina).
Esta cepa fue aislada de un mismo cuarto mamario, en seis muestreos mensuales consecutivos
durante una lactancia, y fue posteriormente caracterizada como una cepa altamente adaptada
a la GM bovina, considerdndose una cepa con capacidad de generar infecciones persistentes
(Camussone et al., 2014).

El cultivo bacteriano se prepard a partir de un vial de la cepa 5011 de S. aureus conservada
en caldo tripteina soya (TSB, Britania) y glicerol a -80°C. Se realizd un repique fresco en agar
base (Britania) y se dejo crecer durante 24 hs a 37°C. Al dia siguiente, se tomaron 3 colonias
aisladas de la placa, se resuspendieron en 5 ml de TSB y se incubaron durante 16 hs a 37°Cy
agitacion suave (150 rpm). Luego, 50 ul de dicha suspensién se afiadieron a 5 ml de TSB y se

incubaron durante 2 hs a 37°C y agitacién suave (Sacco et al., 2020).
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3.1.5.2. Marcacién de la cepa 5011 de S. aureus con isotiocianato de fluoresceina (FITC).

La marcacion de la cepa 5011 de S. aureus con FITC se realizd siguiendo la metodologia
descripta por Beccaria et al. (2018). Brevemente, las bacterias crecidas luego del cultivo de 2 hs
(1x10° unidades formadoras de colonias, UFC) fueron centrifugadas y lavadas con PBS 1x. El
pellet bacteriano fue resuspendido en 990 ul de PBS 1x y 10 ul de FITC (10 mg/ml). Dicha
suspension fue incubada durante 1 h a TA, agitacion suave y al abrigo de la luz. Luego de la
incubacion, las bacterias tefiidas fueron exhaustivamente lavadas y adquiridas en el citémetro
para evaluar la eficiencia de la tincién. Finalmente, la suspensidon bacteriana fue centrifugada y

el pellet conservado a -20°C hasta su utilizacion.

3.1.5.3. Ensayo de fagocitosis de S. aureus por MSMC y PBMC y determinacién de la producciéon
de ROS.

La evaluacion del efecto de Rgl en la activacién y produccion de ROS de células
mononucleares se realizd mediante CF. Para ello, las células aisladas de secrecion mamaria y
sangre periférica bovina (2x10° cél/ml) fueron sembradas en placas de 24 pocillos y tratadas con
Rgl (250 ug/ml) o medio (células basales). Luego de 24 hs de incubacion, el sobrenadante de
cada pocillo fue eliminado vy las células fueron lavadas y co-cultivadas con la cepa 5011 de S.
aureus marcada con FITC, en una multiplicidad de infeccion de 100 bacterias por célula
(Beccaria et al., 2018). En este ensayo, se utilizd forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma)
(50 ng/ml) como control positivo para la produccién de ROS. Luego de 1 h de incubacién, se
detuvo la interaccion entre bacterias y células con una solucion de NaCl 0,85% + EDTA 0,04%.

Es importante mencionar que, si bien se planted evaluar el efecto de Rgl en la capacidad
fagocitica de células bovinas, en el presente trabajo se evalud la “adherencia e internalizacion”
de las bacterias en las células bovinas, debido a que no se realizd el quenching o apagado de la
fluorescencia emitida por FITC en las bacterias que quedaron adheridas a las células bovinas.
Por lo tanto, la fluorescencia detectada por el citdmetro no corresponde solo a bacterias FITC*
internalizadas, sino también a las bacterias FITC* adheridas a la superficie celular.

Luego del co-cultivo de células aisladas de secrecién mamaria y sangre periférica bovina
con S. aureus, las células eucariotas fueron tripsinizadas, lavadas e incubadas con hidroetidina
(HE, Molecular Probes, Invitrogen) (1 uM) durante 15 min a 37°C vy al abrigo de la luz, para
evaluar la produccion de ROS intracelular (Beccaria etal., 2018). Brevemente, la HE es
permeable a las células y en presencia de ROS (principalmente el anién superdxido), es oxidada
a etidio, el cual se intercala en el ADN de las células y emite fluorescencia, que es detectada por

el citémetro de flujo.
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Finalmente, las células fueron lavadas con buffer de citometria, resuspendidas en fluido de
enfoque y adquiridas en el citémetro de flujo. Los ensayos fueron realizados por cuadriplicado y

de manera independiente para cada tipo celular en estudio.

3.1.5.4. Estrategia de gating.

La estrategia de gating para el analisis del porcentaje de adherencia e internalizacion de S.
aureus y producciéon de ROS se realizé de manera similar a la descripta en el punto 3.1.4.2. Es
decir, en un dot plot de FSC-H vs. FSC-A, se seleccionaron los singletes o eventos unicos (R1)
(Figura 2 A) y en R1 se selecciond la poblacion de células mononucleares (MSMC o PBMC)
teniendo en cuenta los parametros de tamafio y complejidad (R2) (Figura 2 B). El porcentaje de
MSMC y PBMC que tuvieron al menos una bacteria asociada (adherida y/o internalizada) y que

produjeron ROS se evalud en un dot plot de FITC (S. aureus) vs. HE (Figura 2 C).
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Figura 2. Grdficos representativos de la estrategia de seleccion de las poblaciones de interés para el
andlisis de la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en células mononucleares de
secrecion mamaria y sangre periférica (MSMC y PBMC, respectivamente) FITC*. A) Grafico dot plot
de la seleccién de singletes (R1). B) Grafico dot plot de la seleccién de poblacion de células
mononucleares (R2). C) Grafico dot plot de FITC vs. HE para evaluar el porcentaje de ROS producido

por MSMC y PBMC con al menos una bacteria adherida y/o internalizada (células FITC*).
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3.1.6. Evaluacion del efecto de Rgl en la expresion de CMH-1l y CD80 en MSCM
y PBMC mediante CF.

3.1.6.1. Disefio experimental.

Para evaluar el efecto de Rgl en la activacién de células bovinas, se evalud la expresion de
las moléculas CMH-Il y CD80 en células CD14". El CD14 es el marcador de superficie
caracteristico de monocitos/macrofagos (Hussen et al., 2013), mientras que las moléculas CMH-
[l'y CD80 juegan un rol esencial en la activacion de estas células haciéndolas mas eficientes para
presentar antigenos a los linfocitos T e inducir la Rl adaptativa (Thompson-Crispi et al., 2014;
Holdsworth y Can, 2015).

De igual manera que en ensayos anteriores (puntos 3.1.3.1y 3.1.4.1), las células aisladas de
secrecion mamaria y sangre periférica bovina (2x10° cél/ml) fueron sembradas en placas de 24
pocillos y tratadas con Rgl (250 pg/ml) o medio (células basales). Como controles positivos de
activaciéon se utilizaron LTA (2,5 pg/ml) y LPS (2,5 pg/ml). Luego de 24 hs de incubacidn, las
células fueron tripsinizadas, lavadas e incubadas en PBS 1x + SFB 10% durante 30 min a 4°C para
el bloqueo de los sitios de unién inespecificos. Luego de un lavado con buffer de citometria, las
células fueron incubadas con los anticuerpos anti-human CD14-alloficocianina (APC) (1/200,
Biolegend), anti-bovine MHC-II-FITC (1/100, Bio-Rad) y anti-bovine CD80-ficoeritrina (PE) (1/50,
Bio-Rad) durante 30 min, a 4°C vy al abrigo de la luz. Los anticuerpos empleados se encuentran
detallados en el Anexo |. Finalmente, las células fueron lavadas nuevamente, resuspendidas en
fluido de enfoque y adquiridas en el citdmetro de flujo. Los ensayos fueron realizados por

cuadriplicado y de manera independiente para cada tipo celular en estudio.

3.1.6.2. Estrategia de gating.

La estrategia de gating para el andlisis de la activacion celular fue similar a la descripta en
el punto 3.1.4.2. En un grafico dot plot de FSC-H vs. FSC-A se seleccionaron los singletes o
eventos Unicos (R1) (Figura 3 A). En la poblacion de singletes (R1) y considerando los
parametros de FSC vs. SSC, se selecciond la poblacidon de células mononucleares (MSMC o
PBMC, R2) (Figura 3 B). En R2, la poblacion de macréfagos o monocitos fue identificada como
CD14* utilizando un histograma (R3) (Figura 3 C). En la poblacién CD14* (R3) se analizd el
porcentaje de expresién de CMH-Il y CD80 utilizando un gréfico dot plot CMH-II (FITC) vs. CD80
(PE) (Figura 3 D).
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Luego del tratamiento de las MSCM y PBMC con Rgl, se evalud el porcentaje de células
mononucleares que expresan CD14 (macréfagos o monocitos) y el porcentaje de estas células

que expresan ambos marcadores de activacion, CMH-Il y CD80.

FSC-H
SSC-A

CMH-II (FITC)

2 4 5 6
10 10 10 10 10 10 10

CD14 (APC) CD80 (PE)

Figura 3. Grdficos representativos de la estrategia de seleccion de las poblaciones de interés para el
andlisis de la expresion de CMH-II y CD80 en células mononucleares de secrecion mamaria y de
sangre periférica (MSMC y PBMC, respectivamente). A) Gréfico dot plot de la seleccién de singletes
(R1). B) Grafico dot plot de la seleccién de células mononucleares (R2). C) Histograma de la
poblacion de células CD14* (monocitos/macréfagos). D) Grafico dot plot para el andlisis de la

expresion de CMH-Il'y CD80 en macréfagos y monocitos (CD14+).

3.1.7. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos para todas las técnicas empleadas en los ensayos in vitro fueron
expresados como la media de los valores obtenidos + error estandar de la media (EEM). El
andlisis estadistico de los resultados se realizd utilizando el software IBM SPSS Statistic 22 para
Windows. Luego de verificar la normalidad y homogeneidad de los datos con los tests de
Kolmogorov-Sminrov y Levene, respectivamente, se analizaron las diferencias entre los grupos
experimentales empleando diferentes tests estadisticos dependiendo de los ensayos. Para el
caso de los ensayos de viabilidad en células MAC-T y de qPCR en células MAC-T y de secrecion,

el andlisis estadistico se llevé a cabo utilizando un anélisis de varianza (ANOVA) de una via,
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seguido del test de Duncan como prueba de comparacién multiple. Para el resto de los ensayos,
el anadlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el test t-Student para determinar diferencias
entre células estimuladas con Rgl y células basales o controles. Valores de p < 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos y valores 0,05 < p < 0,10 fueron considerados
tendencia.

Es importante aclarar que los datos obtenidos de las células estimuladas con LTA, LPS o
PMA (controles positivos) segun la técnica empleada, no fueron considerados para el analisis
estadistico de los resultados, pero si fueron graficados con el objetivo de demostrar el

funcionamiento de los ensayos independientemente de los resultados obtenidos con Rgl.

3.2. Evaluacion de la capacidad adyuvante de Rgl en un modelo murino /n vivo.

3.2.1. Reactivos y formulaciones empleados en las inmunizaciones.

3.2.1.1. Antigenos.

3.2.1.1.1. Albumina sérica bovina.

Para las inmunizaciones realizadas en los ensayos 1y 2 se utilizé como antigeno modelo

albuimina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich).

3.2.1.1.2. Lisado de la cepa 5011 de S. aureus.

Para las inmunizaciones realizadas en los ensayos 3 y 4 se utilizé como antigeno un lisado
bacteriano de la cepa 5011 de S. aureus. El lisado bacteriano se prepard a partir de un cultivo
liquido de la cepa 5011 de S. aureus (punto 3.1.5.1). Luego de 2 hs de crecimiento, la
suspension fue centrifugada a 12.000 rpm durante 10 min. El pellet bacteriano fue
resuspendido en 10 ml de PBS 1x estéril y se afiadieron 35 unidades internacionales (Ul) de
lisostafina (Sigma-Aldrich). Esta enzima, con actividad hexoaminidasa, amidasa y endopeptidasa,
cliva estructuras presentes en la pared celular del género Staphylococcus, provocando la lisis de
las bacterias. La suspension se incubd a 37°C y en agitaciéon suave durante 90 min

aproximadamente, hasta observar que la suspensidn bacteriana se tornd transparente.
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Finalmente, la enzima fue inactivada a 75°C durante 15 minutos (Camussone et al., 2014). La
suspension bacteriana obtenida fue filtrada (45 um) para asegurar la remocién total de las
bacterias intactas y el contenido proteico fue cuantificado con el método colorimétrico (DC

Protein Assay, Bio-Rad).

3.2.1.2. Formulaciones adyuvantes.

3.2.1.2.1. Ginsendsido Rg1l.

Para la realizacién de los ensayos 1, 2 y 4 se utilizé el ginsendsido Rgl descripto en el punto
3.1.1.1. Las diferentes formulaciones fueron preparadas a partir de una solucién stock de 10 pg
Rgl/ml con PBS 1x estéril. Dicha solucion fue esterilizada por filtracion, controlada
microbiolégicamente y almacenada a -20°C hasta su uso. Para descartar la presencia de
endotoxinas, la solucion stock de Rgl fue testeada utilizando un kit comercial de lisado de
amebocitos de Limulus (Associates of Cape Cod) siguiendo la metodologia empleada en trabajos
previos (Baravalle et al., 2015). De esta manera, se asegura que la respuesta observada en los
grupos inmunizados con Rgl se deba al compuesto en estudio y no a posibles contaminaciones
con endotoxinas bacterianas (Cooper y Pearson, 1977).

Para el ensayo 3 se utilizd el ginsendsido Rgl (Cs2H72014) proveniente de la firma Toronto
Research Chemicals. El compuesto se caracteriza por ser un polvo blanco, de elevada pureza
(98%), cuya férmula molecular es CsH72014 y su peso es 801,02 g/mol. En este caso, las
formulaciones con Rgl se llevaron a cabo a partir de una solucién stock de 25 mg Rgl/ml con
dimetilsulféxido (DMSO). Dicha solucion fue esterilizada por filtracion, alicuotada y almacenada

a -20°C hasta su utilizacion.

3.2.1.2.2. Liposomas multilaminares empleados en las inmunizaciones.

Para la realizacion de los ensayos 2, 3y 4 se utilizaron liposomas catidnicos multilaminares
como adyuvantes en las distintas formulaciones inoculadas. Los liposomas han sido preparados
y cedidos por el equipo de la Dra. Carolina Veaute del Laboratorio de Inmunologia Experimental
de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la UNL.

Dichos liposomas fueron producidos mediante el método de inyeccion etandlica, el cual
consiste en la incorporacion por inyeccion de la fase organica, en una proporcién 1:9 (v/v), a la
fase acuosa que se encuentra en agitacion, generando de esta manera, liposomas

oligolaminares. Para la conformacion de la fase orgdnica se utilizé dipalmitoilfosfatidil colina
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(DPPC), colesterol (Chol) y estearilamina (SA), en una relacién molar 7:2:2. Estos lipidos fueron
disueltos en una mezcla de etanol/isopropanol (1:1 v/v). Para la conformacion de la fase acuosa
se utilizd buffer acetato (50 mM, pH = 4,3). Una vez obtenidas las vesiculas lipidicas, se
determind el tamafio y didmetro promedio de las particulas mediante dispersién dindmica de la
luz (DLS). Los resultados obtenidos por la técnica de DLS e informados por el Laboratorio de la
Dra. Veaute mostraron una poblacién homogénea en relacion al tamafio de las vesiculas.

Una vez obtenidos los liposomas, se evalud su estabilidad cuando se los combind con Rgl
y/o BSA. En una placa de 96 pocillos se distribuyeron alicuotas de dos concentraciones de
liposomas (2 y 4 mM) junto a diferentes concentraciones de Rgl (72,5, 125, 250 y 500 pg/ml)
y/o BSA (100 pg/ml) (Figura 4). La placa se incubd en heladera y periddicamente se observo la

formacion de grumos o de un precipitado en el fondo de cada pocillo.

» Liposomas (Lip)

>

M

Lip + Rg1 (72,5 pg/ml)
2 mM >

M

Lip + Rgl (125 pg/ml)
» Lip + Rgl (250 pg/ml)

7\

Liposomas » Lip

\_/ » Lip + Rgl (72,5 pg/ml)

» Lip + Rgl (125 pg/ml)
4 mM » Lip + Rgl (250 pg/ml)
» Lip + Rgl (500 pg/ml)
» Lip + BSA (100 ug/ml) + Rgl (250 pg/ml)
» Lip + BSA (100 pg/ml) + Rgl (500 ug/ml)

Figura 4. Evaluacion de la estabilidad de los liposomas combinados con Rgl y/o albumina sérica
bovina (BSA). Se testearon dos concentraciones de liposomas (2 y 4 mM) combinados con

diferentes concentraciones de Rgl (72,5, 125, 250 y 500 pg/ml) y/o BSA (100 pg/ml).

3.2.1.3. Animales.

Para llevar a cabo las inmunizaciones de los ensayos 1, 2 y 4 se utilizaron ratones hembras
de la cepa BALB/cCmedc provenientes del Centro de Medicina Comparada (CMC, ICIVET-Litoral)
de 4 a 8 semanas de edad. Los procedimientos con los animales experimentales se realizaron de

acuerdo a las normas vigentes (NRC, 2011). Cabe destacar que tanto el protocolo inicial como
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las modificaciones planteadas fueron evaluados y aprobados por el Comité de Etica y Seguridad
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL (Resolucién N2 320/16 y 374/17).

Para las inmunizaciones del ensayo 3 se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/c de 4
semanas de edad provenientes del laboratorio Charles River. El protocolo experimental fue
evaluado y aprobado por el Comité Institutionnel de Protection des Animaux (CIPA) de la
Université du Québec a Montréal (UQAM).

Es importante destacar que en los ensayos realizados en el CMC (ICIVET-Litoral) (ensayos 1,
2 y 4), los animales fueron alojados por grupo experimental en una misma jaula microventilada
conectada a un sistema de ventilacion. Todas las jaulas se encontraban en un mismo rack
(estanteria movil ventilada) lo que proporciona un microambiente independiente y permite el
alojamiento de multiples especies/animales en la misma estanteria mévil y en la misma
habitacion bajo condiciones controladas de temperatura, humedad e iluminacién (POE GC-031-

03).

3.2.2. Ensayo 1: ensayo preliminar para determinar la concentracion de Rgl a

inocular en ratones.

3.2.2.1. Disefio experimental.

En una primera instancia, para definir la concentracién de Rgl a inocular en ratones, se
probaron 3 concentraciones de Rgl formulado con BSA como antigeno. Los grupos
experimentales (5 animales/grupo) fueron los siguientes:

(1) BSA (100 pg/ml) + Rgl (250 pg/ml) = BSA + Rg1 (250 ug/ml)

(2) BSA (100 pg/ml) + Rgl (500 pg/ml) = BSA + Rg1 (500 ug/mi)

@ BSA (100 pg/ml) + Rgl (750 ug/ml) > BSA + Rg1 (750 ug/mil)

Los animales de todos los grupos experimentales fueron inoculados 3 veces por via
subcutdnea (100 pl finales por inoculacion), en un solo punto de inoculaciéon en la regién inter
escapular, en intervalos de 21 dias. Previo a cada inoculacion, se registré el peso de los animales
y luego se tomd una muestra de sangre por puncién submandibular a partir de la vena
superficial temporal. Para la toma de muestra, se inmovilizé el animal por el pliegue nucal y se
desinfectd la zona de la mandibula con alcohol. Posteriormente, se ubico el sitio correcto de la
vena superficial temporal que pasa por el interior de la mandibula a unos 3-4 mm de

profundidad y se procedid a realizar la puncién con una aguja de 21G en una inclinacién de 90°.
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La gota de sangre fue inmediatamente recolectada con un tip (previamente tratado con EDTA) y
colocada suavemente en un tubo evitando la hemdlisis. Para detener el sangrado, se utilizd un
algoddn con una solucién de agua oxigenada 10 v.

Finalmente, al dia 50 (7 dias de la tercera inoculaciéon) los animales fueron anestesiados v,
por puncién cardiaca, sometidos a extraccién completa de sangre anticoagulada. Las muestras
de sangre fueron centrifugadas a 1500 rpm a 4°C durante 10 min y el plasma obtenido fue

alicuotado y conservado a -20°C para la realizacién de un inmunoensayo enzimatico (ELISA).

3.2.2.2. Evaluacién del estado de salud de los animales.

A los fines de evaluar el estado de salud a lo largo de todo el ensayo, los ratones fueron
controlados después de cada maniobra realizada. Los mismos fueron observados diariamente
para registrar posibles cambios en el comportamiento, pelaje y presencia de signos

inflamatorios.

3.2.2.3. Determinacion de IgG total anti-BSA mediante ELISA indirecto.

Los niveles de IgG total anti-BSA de cada muestra de plasma proveniente de animales
inmunizados con las diferentes formulaciones previo a cada inoculacién fueron determinados
mediante ELISA indirecto.

Para ello, ciertos pocillos fueron sensibilizados con 1 ug de BSA e incubados a 37°C durante
90 min. Luego, fueron lavados con buffer tris salino (TBS) 1x + Tween-20 0,05% y bloqueados
con TBS 1x + Leche 5% a 37°C durante 60 min. Las muestras de plasma (1/500) fueron
incubadas a 37°C durante 60 min. Dicha dilucién fue previamente seleccionada en ensayos
previos donde se evaluaron diluciones seriadas de pooles de muestras de cada grupo.
Paralelamente, se hizo la misma diluciéon de un pool de plasma preinmune (pool preinmune,
obtenido a partir de muestras de sangre previas a la primera inoculacién) para determinar los
niveles basales. La presencia de anticuerpos especificos fue detectada mediante la incubacion
con el anticuerpo rabbit anti-mouse |gG-peroxidasa (HRP) (1/10000, Sigma-Aldrich) seguida de
la incubacion con tetrametilbenzidina (TMB). La descripcion del anticuerpo empleado se
encuentra en el Anexo |. Finalmente, la reaccion se frend con H;SO; (1 N) y se midid la
absorbancia a 450 nm utilizando un espectrofotémetro (SPECTROstar™2™). Los valores de

absorbancia fueron medidos como DO.
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3.2.3. Ensayo 2: inmunizacion de ratones con diferentes formulaciones

adyuvantes (Rg1 y/o liposomas) empleando BSA como antigeno.

3.2.3.1. Plan de inmunizacién.

Una vez definida la concentracién de Rgl a utilizar como resultado del ensayo 1, se
propuso inmunizar ratones con BSA como antigeno combinado con diferentes formulaciones
adyuvantes, como Rgl y/o liposomas. Para este ensayo, los grupos experimentales (5
animales/grupo) fueron:

(1) BSA (100 ug/ml) - BSA

@ BSA (100 pg/ml) + Liposomas (4 mM) = BSA + Lip

(3) BSA (100 pg/ml) + Rgl (500 pg/ml) - BSA + Rg1l

@ BSA (100 pg/ml) + Liposomas (4 mM) + Rgl (500 ug/ml) = BSA + Lip + Rg1

La inmunizacién de los animales consistidé en 3 dosis en intervalos de 21 dias. La
administracién de las diferentes formulaciones se realizé por via subcutanea (100 pl/dosis), en
un solo punto de inoculacién en la zona interescapular. Las muestras de sangre fueron tomadas
por puncion submandibular previo a la primera inoculacion (muestras preinmunes, dia 1) y a los
50, 57 y 64 dias (correspondientes a 7, 14 y 21 dias luego de la tercera inoculacion,
respectivamente) con el fin de evaluar la produccién de anticuerpos a lo largo del tiempo.
Ademds, se registrd el peso de los animales en cada inoculacién y al momento del sacrificio.
Tanto el pesaje de los animales como la toma de muestra al dia 1, 50, 57 y 64, se realizaron
previo a la inoculacién. Finalmente, el dia 64, los animales fueron anestesiados y, por puncion
cardiaca, sometidos a la extraccién completa de sangre. Las muestras de sangre anticoagulada
fueron centrifugadas a 1500 rpm y 4°C durante 10 min, y el plasma obtenido fue conservado a -
20°C.

Las muestras de sangre tomadas el dia del sacrificio (dia 64), fueron analizadas por el
autoanalizador hematoldgico (Mindray 2800Vet) para evaluar los parametros hematoldgicos de
cada animal. Los animales de todos grupos experimentales fueron examinados periddicamente

para evaluar el comportamiento luego de cada inoculacién hasta el dia del sacrificio.

3.2.3.2. Evaluacién de la respuesta humoral inducida en ratones inmunizados con diferentes

formulaciones adyuvantes mediante ELISA indirecto.

Los niveles de produccion de IgG total anti-BSA se evaluaron en todos los grupos

experimentales mediante ELISA indirecto, de manera similar a la detallada anteriormente en el
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punto 3.1.2.3. En este caso, los pocillos fueron sensibilizados con 2 pg/pocillo de BSA,
blogueados e incubados con las muestras de plasma en una dilucién 1/50. Tanto la
concentracion de antigeno utilizada para la sensibilizacién de la placa como la dilucién dptima
de las muestras fueron previamente seleccionadas luego de la puesta a punto de la técnica. La
presencia de IgG especifica fue detectada mediante la incubacion con anti-mouse 1gG-HRP
(1/10000) seguida de la incubacion con TMB. La descripcidon del anticuerpo empleado se
encuentra en el Anexo |. Finalmente, la reaccién se frend con H,SO4 (1 N) y los valores de

absorbancia (450 nm) fueron medidos como DO.

3.2.4. Ensayo 3: ensayo preliminar de inmunizacion en ratones con diferentes
formulaciones adyuvantes (Rgl y/o liposomas) y empleando un lisado de S.

aureus como antigeno.

La evaluacién preliminar de la capacidad adyuvante de Rgl en un modelo in vivo de
inmunizacion de ratones con un lisado de S. aureus se realizd en el Laboratorio de Inmunologia
de la Facultad de Ciencias de UQAM (Montral, Canada) bajo la supervision de la Dra. Tatiana
Scorza. Los ensayos se realizaron en el marco de una instacia de pasantia en la mencionada

Universidad durante el cuarto afio del Doctorado.

3.2.4.1. Plan de inmunizacion.

El ensayo se llevé a cabo realizando modificaciones relacionadas al volumen de inoculacién
y esquema de inmunizacion anteriormente ensayado a criterio de la responsable del
Laboratorio, Dra. Scorza. Ademas, como control positivo de inoculacion, se utilizé adyuvante
incompleto de Freund (IFA, MP Biomedicals) en el grupo inmunizado con lisado, para garantizar
la Rl tanto humoral como celular. Los grupos experimentales (4 animales/grupo) se detallan a
continuacion:

(1) Lisado S. aureus (100 pg/ml) + IFA (1:1)=> Lisado + IFA

@ Lisado S. aureus (100 pug/ml) + Liposomas (4 mM) = Lisado + Lip

@ Lisado S. aureus (100 pg/ml) + Rg1 (500 ug/ml) = Lisado + Rg1

@ Lisado S. aureus (100 ug/ml) + Rgl (500 pg/ml) + Liposomas (4 mM) = Lisado + Lip +
Rg1

@ Control (sin inoculacion)
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La inmunizacién de los animales consisti6 en 3 dosis en intervalos de 14 dias. La
administracion de las diferentes formulaciones se realizé por via subcutanea (200 pl/dosis), en
un solo sitio de inoculacién en la zona inter escapular de los animales. Previo a cada inoculacion,
se registrd el peso de los animales y luego se tomd una muestra de sangre de la vena safena
para la evaluacion de anticuerpos anti-S. aureus por ELISA (dias 1, 15 y 29). Para la toma de
muestra, los animales fueron inmovilizados en un tubo cénico de 50 ml, con la base cortada
para facilitarles la respiracion. Cuidadosamente, se sujetd una de las patas traseras del animal y
se rasurod la zona. Luego de frotar delicadamente la zona con vaselina liquida, para evitar que la
sangre se disemine, se punzd perpendicularmente la vena con una aguja 25G. La sangre fue
recolectada en un tubo utilizando una pipeta y un tip heparinizado y finalmente fue
centrifugada a 1800 rpm durante 10 min para obtener el plasma, el cual fue almacenado a -
20°C hasta la realizacion del ELISA. Luego de cada toma de muestra e inoculaciones, los
animales fueron monitoreados peridédicamente.

A los 14 dias de la tercera inoculacién (dia 43), los animales fueron sometidos a eutanasia
mediante inhalacidn de isoflurano como anestesia, seguido de CO,. Por puncion intracardiaca se
tomd la ultima muestra de sangre y se extrajo el bazo para posteriormente realizar ensayos de

proliferacion celular.

3.2.4.2. Evaluacién de la respuesta humoral inducida en ratones inmunizados con las

formulaciones adyuvantes y con un lisado de S. aureus mediante ELISA indirecto.

Para evaluar la respuesta humoral inducida en ratones inmunizados se determinaron los
titulos de anticuerpos especificos anti-S. aureus (IgG total y el isotipo IgG2a) mediante ELISA
indirecto.

Previa sensibilizacidn overnight (ON) con 3 ug de lisado de S. aureus, los pocillos se lavaron
y se bloguearon con PBS 1x + SFB 10% durante 2 hs. Luego, se incubaron con diluciones seriadas
al medio de cada una de las muestras de plasma provenientes de los animales inmunizados.
Para la determinacién de IgG total las diluciones de las muestras fueron de 1/400 a 1/51200
mientras que para 1gG2a, las diluciones fueron de 1/50 a 1/1600. Paralelamente, se realizaron
las mismas diluciones de un pool de sueros pertenecientes al grupo Control. La presencia de
anticuerpos especificos fue detectada mediante la incubacién con los anticuerpos goat anti-
mouse 1gG-HRP (1/5000, Invitrogen) y goat anti-mouse 1gG2a-HRP (1/2500, Invitrogen), seguida
de la incubacién con TMB. Los anticuerpos empleados se encuentran detallados en el Anexo .
Finalmente, la reaccién se frend con HCl (1 N) y se midié la absorbancia a 450 nm utilizando un

espectrofotémetro.
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A partir de la lectura de las absorbancias, se determind el titulo de anticuerpos
correspondiente a cada muestra. El valor de DO de corte para cada muestra fue aquel que
superd dos veces el valor de DO del pool del grupo control. A partir de este valor, se calculd el

titulo como la inversa de la Ultima dilucidn del suero donde se observo el efecto.

3.2.4.3. Evaluacién de la respuesta celular inducida en ratones inmunizados con las formulaciones
adyuvantes y con un lisado de S. aureus mediante ensayos de linfoproliferacion y caracterizacién

de citoquinas.

3.2.4.3.1. Cultivo primario de células aisladas de bazo murino.

Inmediatamente luego del sacrificio de los animales, en condiciones de esterilidad, se
realizd la extraccion del bazo de los grupos experimentales evaluados. En una placa de Petri,
cada bazo fue lavado con 3 ml de RPMI + SFB 10% + ATB/AM 1x y disgregado mecanicamente
utilizando la parte posterior del émbolo de una jeringa. La suspensién celular obtenida fue
centrifugada a 1800 rpm durante 5 min y el pellet celular fue resuspendido en 2 ml de buffer de
lisis para la lisis osmotica de los gldbulos rojos (Yuan et al., 2010). Finalmente, previo lavado, se
determind la viabilidad celular con azul de tripan y las células de bazo fueron resuspendidas en
RPMI + SFB 10% + ATB/AM 1x y cultivadas en placas de 96 y/o 24 pocillos, dependiendo del

ensayo.

3.2.4.3.2. Evaluacién de la respuesta linfoproliferativa mediante un kit de MTT.

Para evaluar la Rl celular especifica frente a S. aureus en ratones inmunizados con las
diferentes formulaciones adyuvantes, se utilizé el kit de proliferaciéon celular MTT (MTT Cell
Proliferation Assay Kit, Abcam). El kit se basa en la conversion del compuesto MTT (3-(4,5
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro) (soluble) en formazan (insoluble). Esta
conversién es llevada a cabo por las enzimas mitocondriales en aquellas células
metabdlicamente activas. La cantidad de producto generado (precipitado) es proporcional a la
cantidad de células vivas, lo cual puede cuantificarse a través de la medicidn de la absorbancia a
590 nm.

Las células de bazo (2x10° cél/ml) fueron sembradas en placas de 96 pocillos y luego
estimuladas con medio (control sin estimular, basal) o con dos concentraciones diferentes de
lisado de S. aureus (5 y 10 pg/ml) como estimulos especificos. Paralelamente, otras células

fueron estimuladas con anti-CD3 (2,5 ug/ml) como activador policlonal (control positivo de
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proliferacidn). Este procedimiento se realizé con todos los animales de cada grupo, y todas las
condiciones se hicieron por triplicado. Luego de 72 hs de incubacién en estufa a 37°Cy 5% CO,,
se retird el sobrenadante de cada pocillo y se agregd el reactivo MTT en medio libre de suero.
Luego de 3 hs de incubacién, se adiciond el solvente y se leyd la absorbancia a 590 nm.

Finalmente, el indice de proliferacién (IP) se calculd de la siguiente manera:

_ DO células estimuladas

DO células basales

3.2.4.3.3. Caracterizacion del perfil de citoquinas inducido mediante ELISA indirecto.

Con el objetivo de obtener una aproximacién al perfil de Rl celular inducido por S. aureus,
se evalud la produccién de IFNy e IL-4 en células de bazo provenientes de los animales
inmunizados, como citoquinas caracteristicas de los perfiles Th1y Th2, respectivamente.

El ensayo se realizd de la misma manera que la detallada en el punto anterior (3.1.4.4.2)
con la variante de la disposicién de las células en placas de 24 pocillos (2x10° cél/ml). Luego de
las 72 hs de incubacién con los diferentes estimulos, se retird el sobrenadante de cada pocilloy

se lo conservd a a -80°C para la cuantificacion de citoquinas por ELISA indirecto.

3.2.4.3.3.1. Cuantificacién IFNy.

Se evalud la produccion de IFNy en los sobrenadantes de las células de bazo sin estimular
(basales) y estimuladas con las diferentes concentraciones de lisado de S. aureus (5 y 10 pg/ml)
y anti-CD3, utilizando el kit de ELISA comercial Mouse IFNy ELISA MAX™ Deluxe Set (Biolegend)
y siguiendo la metologia propuesta por el fabricante.

En primera instancia, cierta cantidad de pocillos fueron senzibilizados con el anticuerpo de
captura anti-IFNy (1/200) ON a 4°C. Luego de varios lavados con PBS 1x + Tween-20 0,05% (pH
7,4), fueron bloqueados con diluyente A (1x) durante 1 h a TA y en agitacion (200 rpm), con el
fin de bloquear sitios inespecificos y reducir el background. Los pocillos fueron nuevamente
lavados e incubados con los sobrenadantes de cada condicion, por duplicado, durante 2 hs a TA
y 200 rpm. Paralelamente, para la cuantificacién de IFNy se realizd una curva de calibracién a
partir de un estandar de IFNy de 105 ng/ml. Previo lavado, los pocillos fueron incubados con el
anticuerpo de deteccién (1/200) por 1 h a TA y 200 rpm. Una vez realizados los lavados
correspondientes, se les adiciond avidina-HRP (1/1000) vy, finalmente, TMB. Pasados 20 min, se
frend la reaccién con una solucién de frenado o stop, y se leyé la absorbancia a 450 nm con

correccion a 570 nm. La concentracion de IFNy se obtuvo por extrapolacién de las DO obtenidas
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en la curva de calibracion realizada con el IFNy recombinante provisto por el kit. Los resultados

se expresaron como picogramo por mililitro (pg/ml).

3.2.4.3.3.2. Cuantificacion IL-4.

La produccién de IL-4 se evalud en los sobrenadantes de las células de bazo sin estimular
(basales) y estimuladas con las diferentes concentraciones de lisado (5 y 10 pg/ml) y anti-CD3,
utilizando el kit de ELISA Mouse IL-4 ELISA MAXTM Deluxe Set (Biolegend), siguiendo las
indicaciones del fabricante.

La metodologia empleada para la cuantificacién de IL-4 fue la misma que para la
cuantificacion de IFNy detallada en el punto 3.1.4.4.3.1. La concentracién de IL-4 se obtuvo por
extrapolacion de las DO obtenidas en la curva de calibracion realizada con IL-4 recombinante

provista por el kit. Los resultados se expresaron como picogramo por mililitro (pg/ml).

3.2.5. Ensayo 4: inmunizacion de ratones con diferentes formulaciones
adyuvantes (Rgl y/o liposomas) empleando un lisado de S. aureus como

antigeno.

3.2.5.1. Plan de inmunizacion.

En funcion a todos los resultados preliminares obtenidos en los ensayos anteriores se
realizd un ultimo ensayo ampliando el nimero de animales por grupo y teniendo en cuenta
algunas condiciones técnicas que se pusieron a punto previamente, como esquema de
inoculacién, volimenes administrados y distintos puntos de inoculacion en el lomo. En este
caso, los grupos experimentales (8 animales/grupo) fueron:

@ Lisado (100 pg/ml) = Lisado

(2) Lisado (100 pg/ml) + Liposomas (4 mM) = Lisado + Lip

@ Lisado (100 pg/ml) + Rgl (500 pg/ml) = Lisado + Rg1

@ Lisado (100 pg/ml) + Liposomas (4 mM) + Rgl (500 ug/ml) = Lisado + Lip + Rg1

(5) Control (sin inocular) = Control

Los animales fueron inoculados 3 veces por via subcutanea, en intervalos de 14 dias. Las
inoculaciones se realizaron en dos sitios distintos en el lomo de los animales (200 pl finales por

inoculacién). Antes de cada inoculacidn, se registré el peso y luego se tomd una muestra de
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sangre de cada animal por puncién submandibular (dias 1, 15y 29). Luego de las inoculaciones,
los animales fueron controlados diariamente.

Dos semanas después de la Ultima inoculacion (dia 43), los animales fueron anestesiados v,
por puncidn cardiaca, sometidos a la extraccién completa de sangre anticoagulada para la
evaluacién de la Rl humoral por ELISA.

Previo al procesamiento de las muestras de sangre para la obtencién de plasma, se
hicieron los hemogramas de las muestras obtenidas el dia del sacrificio utilizando un
autoanalizador hematoldgico con el fin de evaluar el estado de salud de los animales. Luego, las
muestras fueron centrifugadas y el plasma obtenido fue conservado a -20°C. Por otro lado,
luego del sacrificio, en condiciones de esterilidad, se realizd la extraccion del bazo de cada uno

de los animales para la evaluacién de la Rl celular mediante ensayos de linfoproliferacion.

3.2.5.2. Evaluacién de la Rl humoral inducida en ratones inmunizados con las formulaciones

adyuvantes y un lisado de S. aureus.

Se evalud la Rl humoral inducida en ratones inmunizados con las diferentes formulaciones
mediante la determinacién de los titulos de anticuerpos especificos 1gG total anti-S. aureus y del
isotipo 1gG2a anti-S. aureus mediante ELISA indirecto, siguiendo la metodologia detallada en el
punto 3.1.4.3. En este caso, para determinar los niveles basales, se trabajé con un pool de
sueros preinmunes (pool preinmune, obtenido a partir de muestras de sangre previo a la

primera inoculacién).

3.2.5.3. Evaluacidon de la Rl celular inducida en ratones inmunizados con las formulaciones

adyuvantes y un lisado de S. aureus mediante ensayos de linfoproliferaciéon con CFSE.

Se evalud la Rl celular especifica para S. aureus en células de bazo provenientes de los
ratones inmunizados con las diferentes formulaciones adyuvantes mediante ensayos de
linfoproliferacién y CF. El fundamento de esta técnica se basa en que el éster succinimidil
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA-SE, no fluorescente) ingresa a las células, es hidrolizado
por esterasas intracelulares y generan la molécula fluorescente carboxyfluoresceina succinimidil
ester (CFSE) que se une covalentemente a proteinas intracelulares, quedando retenida en el
citosol. A medida que las células se dividen, el colorante se reparte proporcionalmente en las
células hijas, permitiendo asi estimar los ciclos de proliferacién celular mediante la disminucion

de la intensidad del colorante (Green y Rowbottom, 2003).
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Luego de obtener las células de bazo, siguiendo la metodologia detallada en el punto
3.1.4.4.1, éstas fueron tefiidas con CFSE (Molecular Probes, Lifes Technologies). Brevemente,
1x107 cél/bazo fueron lavadas con PBS 1x atemperado y centrifugadas a 1500 rpm durante 5
min. El pellet celular fue resuspendido en 1 ml de PBS 1x y luego se le afiadié 1 ml de una
solucidn CFSE 2x, obteniéndose una concentracion final de CFSE de 2,5 mM. Las células fueron
incubadas durante 15 min a 37°Cy al abrigo de la luz.

Luego de numerosos lavados con RPMI + SFB 10% frio para eliminar el exceso de colorante,
se determind la viabilidad de las células tefiidas con azul de tripan. Las células de bazo tefiidas
(2x10° cél/ml) fueron sembradas en placas de 24 pocillos y luego incubadas con medio (basales)
o estimuladas con el lisado de S. aureus (10 pg/ml) como estimulo especifico. Paralelamente,
otras células fueron estimuladas con Concanavalina A (Con A, 5 ug/ml) (Sigma-Aldrich) como
activador policlonal (control positivo de proliferacion). Las células estimuladas con Con A fueron
incubadas por 72 hs mientras que las células estimuladas con el lisado de S. aureus fueron
incubadas por 120 hs (Yuan et al., 2010, 2016b). Pasados los tiempos de incubacion, las células
fueron despegadas suavemente de los pocillos, lavadas con buffer de citometria, resuspendidas
en fluido de enfoque v, finalmente, adquiridas en el citometro de flujo. Este procedimiento se
realizé con todos los animales de cada grupo, y todas las condiciones se realizaron por
triplicado.

La estrategia de seleccion de la poblacion celular de interés empleada para el andlisis de
linfoproliferacion se detalla a continuacion. A partir de un grafico dot plot de FSC-H vs. FSC-A se
seleccionaron los singletes (células Unicas) en R1 (Figuras 5 A y B). Dentro de R1, teniendo en
cuenta los pardmetros de FSC vs. SSC, se selecciond la poblacion de linfocitos (R2) (Figuras 5 Cy
D). Finalmente, en R2 se evaluaron las diferentes generaciones celulares producidas a partir de
los basales de cada muestra mediante un histograma de cantidad de células vs. CFSE (Figuras 5
EyF).

El porcentaje de células con al menos un ciclo de divisidon (porcentaje de células en
proliferacion) se calculd teniendo en cuenta la fluorescencia de las células basales de cada
animal. A partir de ese valor de corte o cut-off, se determiné el % de células que proliferaron
frente a cada estimulo (lisado de S. aureus o Con A). Finalmente, el porcentaje de proliferaciéon

se expresé como la media del % de células CFSE positivas en cada grupo.
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Figura 5. Grdficos representativos de la estrategia de seleccidn de la poblacion de interés para el
andlisis de linfoproliferaciéon. Ay B) Graficos dot plot de la seleccion de singletes (R1). Cy D) Gréficos
dot plot de tamario (FSC) vs. complejidad (SSC) para la seleccién de la poblacién de linfocitos (R2). E
y F) Histograma de la poblacion de linfocitos CFSE positivos (R3) para el analisis de

linfoproliferacion.

3.2.6. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos en los ensayos in vivo fueron expresados como la media de los
ensayos realizados + EEM. El andlisis estadistico de los resultados se realizé utilizando el
software IBM SPSS Statistic 22. La distribucion y homogeneidad de los datos fueron analizadas
con los test de Kolmogorov-Sminrov y Levene, respectivamente. La distribucién de los datos, en
la mayoria de los casos, no fue normal. Por lo tanto, las diferencias estadisticas se evaluaron con
un test de modelos lineales generalizados (MLG). Todas las variables estudiadas mostraron una
distribucion gamma con enlace logaritmo y se consideré como factor la variable grupo. En el
caso particular de los ensayos 1y 2, los niveles de IgG se analizaron con un test de ecuaciones
de estimacién generalizadas (medidas repetidas), utilizando como variable sujeto, el nimero de
animal y como variable intrasujeto, el tiempo de muestreo. En relacion al ensayo 3, para la
evaluacion del IP y la concentracién de IFNy, se consideraron como factores, grupo vy

concentracion de lisado empleada en el re-estimulo, con el fin de evaluar el efecto de ambos
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factores y su interaccion (grupo*concentracion de lisado). A continuacién, se analizd cada
concentracién de lisado por separado. Para el IP, con la concentracion de 5 ug/ml, se realizd un
test de MLG, utilizando como factor la variable grupo y para la concentracion de 10 ug/ml se
realizé un ANOVA multifactorial, debido a que la distribucién de los datos fue normal. Para la
cuantificacion de IFNy, en ambas concentraciones de lisado, se realizé un MLG, utilizando como
factor la variable grupo. Particularmente para la evaluacién del titulo de IgG, los resultados
obtenidos fueron normales, por lo tanto el andlisis estadistico se realizd mediante ANOVA
univariante seguido del test de Ducan como prueba de comparacion multiple. En todos los
casos, las diferencias con valores de p < 0,05 se consideraron como significativas.

Es importante destacar que, en los ensayos 2 y 3 (particularmente para el andlisis de IgG2a)
no fue posible realizar el analisis estadistico de los resultados obtenidos debido a la baja
cantidad de animales que respondieron en cada grupo experimental. Ademas, en la evaluacién
de la Rl celular estudiada en los ensayos 3 y 4, los datos obtenidos de las células estimuladas
con anti-CD3 o Con A (controles positivos de proliferacion) no fueron considerados para el
andlisis estadistico de los resultados, pero si fueron graficados con el objetivo de demostrar el
funcionamiento de los ensayos independientemente de los resultados obtenidos con Rgl

(Anexo Il).
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4.1. Evaluacion del potencial inmunomodulatorio de Rgl en células bovinas /n

vitro.

4.1.1. Efecto de Rg1 en la viabilidad de células bovinas.

En primera instancia se evalud el posible efecto citotdxico de Rgl en células bovinas
mediante un ensayo de viabilidad celular empleando el kit XTT. En células MAC-T, no hubo
diferencias en la viabilidad de células tratadas con las diferentes concentraciones de Rgl (10,
20, 50 y 100 pg/ml) y células controles (O pg/ml de Rgl), en ninguno de los tiempos evaluados
(p2ns = 0,809, psns = 0,912 y paans = 0,868) (Figura 6).

1.4+
I [
1.2 T 1
I1 1 ll ll T
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T 3 0opg/mliRgl
<
S 0.8- [ 10ug/mlRgl
N
o 067 [ 20pg/mlRgl
S 0.4+ I 50 pug/mlRgl
0.2 3 100 pg/ml Rgl
0.0 T T T
2 8 24

Tiempo (hs)

Figura 6. Viabilidad de células MAC-T tratadas con diferentes concentraciones de Rg1 (0, 10, 20, 50 y
100 ug/ml) durante 2, 8 y 24 hs. Las barras representan la media de la densidad éptica (DO) * error

estandar de la media (EEM) de 3 ensayos independientes.

En células aisladas de secrecion mamaria y sangre, no hubo diferencias en la viabilidad de
los diferentes cultivos tratados con Rgl (250 pg/ml de Rgl) y células controles (p = 0,419 para
MSMC vy p = 0,352 para leucocitos) (Figura 7).
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Figura 7. Viabilidad de células aisladas de secrecion mamaria y sangre tratadas con 0y 250 ug/ml
de Rgl durante 24 hs. Las barras representan la media de la densidad 6ptica (DO) + EEM de 3

ensayos independientes.

4.1.2. Efecto de Rgl en la expresion génica de componentes de la inmunidad

innata en células MAC-T.

Para evaluar el efecto de Rgl en la expresion génica de los receptores tipo toll, TLR2 vy
TLR4, del factor de transcripcion NFkB y de las citoquinas proinflamatorias TNFa e IL-6 en
células MAC-T, se analizaron los niveles de ARNm de dichos genes mediante gPCR.

En relacion a los TLRs, la expresion de ARNm de TLR2 no pudo cuantificarse debido a que la
totalidad de las muestras evaluadas dieron por debajo del rango dindmico de la curva estandar.
Para TLR4, no hubo diferencias estadisticas en los niveles de expresién de ARNm entre las
concentraciones de Rgl evaluadas y el grupo control, en ninguno de los tiempos de estudio (p2
hs= 0,970, pens = 0,934 y paans = 0,895) (Figura 8 A).

En relacion al factor de transcripcidn, si bien los niveles de expresion de ARNm de NFkB en
células MAC-T en todas las concentraciones de Rgl fueron menores respecto a células del
grupo control, no hubo diferencias estadisticas entre los grupos en ninguno de los tiempos
evaluados (p2 hs = 0,458, pens = 0,295 vy paa hs = 0,773) (Figura 8 B). En cuanto a las citoquinas
proinflamatorias estudiadas, para TNFa, Unicamente pudo cuantificarse su expresion a las 24 hs.
Si bien hubo un aumento en la expresién de ARNm de esta citoquina en células MAC-T tratadas
con 50 y 100 pg/ml de Rgl, este aumento no fue significativo comparado con los diferentes
grupos evaluados (p2 ns = 0,685, pehs = 0,688 y paans = 0,602) (Figura 8 C). Para el caso de IL-6, si

bien hubo un aumento en los niveles de expresién de ARNm de esta citoquina en células MAC-T
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tratadas con 10 y 50 ug/ml de Rgl a las 6 hs, este aumento no fue significativo comparado con

los diferentes grupos evaluados (p2ns = 0,567, psns = 0,579 y paans = 0,983) (Figura 8 D).

A B
1.5 1.5+
S 2
~ w
[N l s
o 1.2 1.2+
kS 3
< S
2= 09 2= o9
< 9 v ¥
~ ~
531 S 3
S W 06 SN 06
(5]
© 3
“ ©v
< 0.3 ] 0.3
s s
< 0.0 T T T 2 0.0 T T T
2 6 24 2 6 24
Tiempo (hs) Tiempo (hs)
C D
2.8+ 2.5

2.4+

2.0

g
©
g =
QO
3 S
< S
© o~ 0 =
2 ~ 1.5
& 1.6+ <
¢ 3 g3
Q w X
SN &N 104
3 0.8 9
k| 0.4 v 0.5
. : i
2 0.0 0.0 T T T
2 6 24
Tiempo (hs) Tiempo (hs)

3 Oopg/mliRgl  EEE 50 ug/mlRgl
[ 10pg/mliRgl EE@ 100 pg/mlRgl

Figura 8. Efecto de Rgl en la expresion génica en células MAC-T. Niveles de expresion relativa de
ARNm de TLR4 (A), NFkB (B), TNFa (C) e IL-6 (D) en MAC-T tratadas con 0, 10, 50 y 100 pg/ml de
Rgl durante 2, 6 y 24 hs. Las barras representan la media del 2 25Ct + EEM de 3 ensayos

independientes.

4.1.3. Efecto de Rgl en la expresion génica de componentes de la inmunidad
innata en MSMC.

Para evaluar el efecto de Rgl en la expresién génica de TLR2, TLR4, TNFaq, IL-1B, IL-6 e IL-8
en MSMC, se analizaron los niveles de ARNm de dichos genes mediante qPCR. En relacién a los

TLRs, hubo un aumento en los niveles de expresion de ARNm de ambos receptores en las
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MSMC tratadas con 250 ug/ml de Rgl a las 8 hs, encontrandose una tendencia estadistica para
TLR2 (p2hs = 0,465, pshs = 0,078 y paa s = 0,366) y una diferencia significativa para TLR4 (p2 ns =
0,364, pghs = 0,009 y paans = 0,602) (Figura 9 Ay B).
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Figura 9. Efecto de Rgl en la expresion génica de TLRs en células mononucleares de secrecidn
mamaria (MSMC). A) Niveles de expresion relativa de ARNm de TLR2 (A) y TLR4 (B) en MSMC
tratadas con 0, 50, 100y 250 pg/ml de Rgl durante 2, 8 y 24 hs. Las barras representan la media del
2-88Ct + EEM de 3 ensayos independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas (¥*** p <

0,001).

En relacién a las citoquinas proinflamatorias, no hubo diferencias en los niveles de
expresion de TNFa e IL-1B entre los grupos en estudio, en ninguno de los tiempos evaluados (p2
hs = 0,769, pshs = 0,136y Paans = 0,136 para TNFay pans = 0,133, pshs = 0,725y paans = 0,342 para
IL-1B) (Figura 10 A y B). Cuando se evaluaron los niveles de expresién del ARNm que codifica
para IL-6 e IL-8 en MSMC tratadas con 50 pg/ml de Rgl, sélo se observé un aumento
significativo a las 24 hs (p2ns = 0,224, pshs = 0,114 y paans = 0,011 para IL-6 y pans = 0,502, pghs =
0,996 y paans = 0,020 para IL-8) (Figura 10 Cy D).
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Figura 10. Efecto de Rgl en la expresion génica de citoquinas proinflamatorias en células
mononucleares de secrecion mamaria (MSMC). A) Niveles de expresion relativa de ARNm de TNFa
(A), IL-1B (B), IL-6 (C) e IL-8 (D) en MSMC tratadas con 0, 50, 100 y 250 pg/ml de Rgl durante 2, 8 y
24 hs. Las barras representan la media del 2 22¢t+ EEM de 3 ensayos independientes. Los asteriscos

indican diferencias significativas (** 0,01 < p < 0,05).

4.1.4. Efecto de Rgl en la expresion proteica de TLR2 y TLR4 en MSMC y PBMC.

El efecto de Rgl en la expresion proteica de TLR2 y TLR4 se evalué mediante CF. El
porcentaje de TLR2 y TLR4 fue significativamente mayor en MSMC y PBMC tratadas con Rgl
(250 pg/ml) respecto a células basales (prir2 = 0,026 vy prira < 0,001, para MSMCy prirz = 0,048 y
prira < 0,001 para PBMC). En relacidon a los controles positivos utilizados, el porcentaje de
expresion de TLR2 y TLR4 en células estimuladas con LTA y LPS respectivamente, fue similar o

mayor respecto a células basales, tanto en secrecién mamaria como en sangre (Figura 11).

56



Resultados

MSMC PBMC
60 301
* % * %
504 —_— 254 —_—
40 20
~N ~N
E 30 I ; 15
R R
20+ 10+
10 5
0 T 0 T
%m"’» Qg? \?"’ %“’% ‘13"} \36
60 * ¥k 60
* X %
—_—
504 50
40+ 40
x <
x x
= 30 — : 30|
ES X
20+ 20+
10 10
0 T 0-
> ~ el
q,?f’q’ S < %"& & NS

Figura 11. Porcentaje de expresion proteica de TLR2 y TLR4 en células mononucleares de secrecion y
de sangre periférica (MSMC y PBMC, respectivamente) tratadas con Rgl (250 ug/ml),
lipopolisacdrido (LPS, 2,5 ug/ml) y dcido lipoteicoico (LTA, 2,5 ug/ml) durante 24 hs. Cada barra
representa la media del porcentaje de expresiéon de TLR2 o TLR4 + EEM de 4 ensayos

independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas (** 0,01 <p < 0,05y *** p < 0,001).

4.1.5. Efecto de Rgl en la produccion intracelular de ROS luego del co-cultivo

de MSMC y PBMC con S. aureus.

El efecto de Rgl en la produccién intracelular de ROS, luego del co-cultivo de células
mononucleares con la cepa 5011 de S. aureus, fue evaluado por CF. Tanto en secrecion
mamaria como en sangre, las células con bacterias adheridas y/o internalizadas (MSMC y PBMC
FITC') tratadas con Rgl, produjeron un mayor porcentaje de ROS en comparacion con las
células basales (p = 0,004 y p < 0,001, respectivamente). Respecto al control positivo, el
porcentaje de ROS en células FITC' estimuladas con PMA fue mayor respecto a las células
basales y con valores similares a las células tratadas con Rgl para ambos tipos celulares

evaluados (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) en células
mononucleares de secrecion y de sangre periférica (MSMC y PBMC, respectivamente) FITC* tratadas
con Rgl (250 ug/ml) y forbol-12-mistirato-13-acetato (PMA, 50 ng/ml) durante 24 hs. Cada barra
representa la media del porcentaje de ROS producido + EEM de 4 ensayos independientes. Los

asteriscos indican diferencias significativas (*** p < 0,001).

4.1.6. Efecto de Rgl en la expresion de CMH-Il y CD80 en MSCM y PBMC.

En primera instancia, se evalud el porcentaje de células CD14" (macréfagos y monocitos)
luego del tratamiento de células de secrecion mamaria y sangre con Rgl. Los resultados
obtenidos mostraron que no hubo diferencias en el porcentaje de células CD14" luego del
tratamiento con respecto a células basales, tanto en secrecion como en sangre (p = 0,509y p =
0,403, respectivamnete) (Figura 13).

Luego, para evaluar el potencial efecto de Rgl en la activacién de macréfagos y monocitos
bovinos, se analizd la expresion de CMH-II y CD80 en células CD14*. En secrecidén mamaria, no
hubo diferencias en el porcentaje de expresion de ambos marcadores de activacién en
macréfagos tratados con Rgl respecto a los basales (p = 0,506). Sin embargo, en sangre, el
porcentaje de expresiéon de CMH-Il y CD80 fue mayor en monocitos tratados con Rgl respecto a
monocitos basales (p < 0,001). Por otro lado, respecto a los controles positivos, el pocentaje de
expresion de CMH-II y CD80 tanto en macrofagos como monocitos estimulados con LPS y LTA
fue mayor a las células basales y con valores similares a los porcentajes obtenidos en células

tratadas con el Rgl (Figura 13).
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Figura 13. Porcentaje de macrdfagos y monocitos (células CD14*) y porcentaje de expresion de CMH-
II'y CD80 en macréfagos y monocitos tratados con Rgl (250 ug/ml), lipopolisacdrido (LPS, 2,5 ug/ml)
y dcido lipoteicoico (LTA, 2,5 ug/ml) durante 24 hs. Cada barra representa la media del porcentaje
de células CD14 o de expresion de CMH-1I-CD80 + EEM de 4 ensayos independientes. Los asteriscos

indican diferencias significativas (*** p < 0,001).

4.2. Evaluacion de la capacidad adyuvante de Rgl en un modelo murino /n vivo.

4.2.1. Ensayo 1: ensayo preliminar para determinar la concentracion de Rgl a

inocular en ratones.

4.2.1.1. Evaluacidn del estado de salud de los animales.

La recuperacion de los animales luego de cada inoculacién, en cuanto al estado fisico y al
comportamiento, fue muy buena. Si bien luego de cada inoculacion, los animales presentaban
una reaccion inflamatoria leve en el sitio de depdsito del indculo, la misma disminuia hasta

desaparecer completamente a las 2 hs post inoculacién. Ademas, el peso de los animales de
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todos los grupos aumenté progresivamente a lo largo del ensayo (Anexo Il) y no se registraron

muertes post inoculacién.

4.2.1.2. Determinacién de IgG total anti-BSA.

Los niveles de anticuerpos especificos anti-BSA en plasma de ratones inmunizados con las
diferentes formulaciones adyuvantes se evaluaron mediante ELISA indirecto. El grupo BSA + Rg1
(500 ug/ml) mostrd mayores valores de DO respecto a los grupos BSA + Rg1 (250 ug/ml) y BSA +
Rg1 (750 ug/ml) en todos los tiempos evaluados (dias 22, 43 y 50); sin embargo, esta diferencia
no fue significativa (Figura 14). De la observacion de la figura 14 se puede inferir una alta
variabilidad en las DO obtenidas para cada concentracién de Rgl estudiada. Sin embargo,
considerando que el grupo de animales inoculados con BSA + Rg1 (500 ug/ml) fue el que mostré
mayor produccién de anticuerpos en todos los tiempos analizados, se decidid utilizar la
mencionada concentracion de Rgl en combinacién con 100 ug/ml de BSA para los siguientes

ensayos.

1.0+
0.8
£ o6 1 BSA + Rgl (250 ug/ml)
(=]
2 [ BSA + Rg1 (500 pg/ml)
2 B BSA + Rgl (750 pg/ml)
0.2 ’l‘
ol Ofm  CI@ [l

22 43 50

Tiempo (dias)

Figura 14. Niveles de IgG total anti-albumina sérica bovina (anti-BSA) evaluados en plasma de
ratones provenientes de los diferentes grupos experimentales a los distintos tiempos de toma de
muestra. Los resultados se expresan como la media de la densidad dptica (DO) + erros estandar de

la media (EEM) (n = 5).
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4.2.2. Ensayo 2: inmunizacion de ratones con diferentes formulaciones

adyuvantes (Rg1 y/o liposomas) empleando BSA como antigeno.

4.2.2.1. Evaluacion de la estabilidad de los liposomas.

En los ensayos de estabilidad de los liposomas formulados no se observd la presencia de
grumos ni precipitado en los pocillos en todas las formulaciones testeadas. Esto demostré que
los liposomas generados, fueron estables en el tiempo, lo que permitid continuar con los

ensayos planteados.

4.2.2.2. Evaluacion del estado de salud de los animales.

Si bien la recuperacion de los animales luego de cada inoculacién fue rapida y muy buena,
dos animales del grupo Rgl + Lip tuvieron que ser sacrificados antes de finalizar el protocolo
debido a que, luego de la tercera inoculacidn, se mostraron estresados y alterados en su
comportamiento, realizando movimientos anormales a la especie dentro de la jaula.

Por otro lado, tanto el peso de los animales como los parametros hematoldgicos evaluados

fueron los esperados para la especie (Anexo Il).

4.2.2.3. Evaluacion de la Rl humoral inducida en ratones inmunizados con diferentes

formulaciones adyuvantes.

Los niveles de anticuerpos especificos anti-BSA en plasma de ratones inmunizados con las
diferentes formulaciones se evaluaron mediante ELISA indirecto. En este ensayo, solo los grupos
BSA y BSA + Rgl respondieron a los tratamientos aplicados. Ademas, dentro de estos dos
grupos, se observé una elevada heterogeneidad en la respuesta de cada animal, observandose
una gran dispersiéon en los niveles de IgG total para cada tratamiento a lo largo del tiempo. A
modo descriptivo, los resultados mostraron que los niveles de IgG obtenidos en animales
inmunizados con BSA alcanzaron un valor maximo al dia 50, disminuyendo progresivamente los
dias 57 y 64. Por su parte, los animales inmunizados con BSA + Rg1 alcanzaron el méaximo valor
al dia 57, manteniéndose constantes hasta el dia 64. Por otro lado, los niveles de IgG obtenidos
en animales inmunizados tanto con BSA + Lip como con BSA + Rgl + Lip fueron bajos y

constantes en todos los tiempos (Figura 15).
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Figura 15. Niveles de IgG total anti-albumina sérica bovina (anti-BSA) evaluados en plasma de ratones
provenientes de los diferentes grupos experimentales. Se grafican las medias de las densidades dpticas
(DO) de los grupos BSA, BSA + Rgl, BSA + Lip y BSA + Rgl + Lip, en funcién a los diferentes tiempos de
muestreo (dias 1, 50, 57y 64) + EEM (n = 5).

4.2.3. Ensayo 3: ensayo preliminar de inmunizacién en ratones con diferentes
formulaciones adyuvantes (Rgl y/o liposomas) y empleando un lisado de S.

aureus como antigeno.

4.2.3.1. Evaluacion del estado de salud de los animales.

La recuperacion de los animales luego de cada inoculacion fue rdpida y buena. No se
registraron muertes a lo largo del ensayo. El peso de los animales aumentd progresivamente a
lo largo del ensayo y los promedios estuvieron dentro de los valores esperados para la especie

(Anexo Il).

4.2.3.2. Evaluacién de la Rl humoral inducida en ratones inmunizados con un lisado de S. aureus.

Los niveles de anticuerpos especificos anti-S. aureus en plasma de ratones inmunizados

con las diferentes formulaciones se evaluaron mediante ELISA indirecto.

4.2.3.2.1. Determinacién del titulo de IgG total anti-S. aureus.

El titulo de 1gG total anti-S. aureus fue mayor en el grupo Lisado + IFA respecto a los grupos

Lisado + Lip y Lisado + Rg1 (p < 0,05) y similar al titulo detectado en el grupo Lisado + Lip + Rg1.
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En relacion al titulo de IgG obtenido en el grupo Lisado + Lip + Rg1, si bien fue mayor respecto a

los grupos Lisado + Lip y Lisado + Rg1, estas diferencias no fueron significativas (Figura 16).
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Figura 16. Titulos de IgG total anti-S. aureus evaluados en plasma de ratones provenientes de los
diferentes grupos experimentales. Los resultados se expresan como la media del titulo de IgG + EEM

(n = 4). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

4.2.3.2.2. Determinacién del titulo de IgG2a anti S. qureus.

No fue posible realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos debido a que en los
grupos Lisado + Lip y Lisado + Rg1, solo dos animales modificaron los niveles de IgG2a luego del
tratamiento. A modo descriptivo, el grupo Lisado + Lip + Rg1 presenté mayor titulo de 1gG2a
anti S. aureus respecto a los grupos Lisado + IFA, Lisado + Lip y Lisado + Rgl. Es importante

destacar que, en este caso, el titulo obtenido por el grupo Lisado + Rg1 fue mayor al obtenido

por el grupo Lisado + Lip (Figura 17).
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Figura 17. Titulos de IgG2a anti-S. aureus evaluados en plasma de ratones provenientes de los
diferentes grupos experimentales. Los resultados se expresan como la media del titulo de IgG2a +

EEM (n = 4).

4.2.3.3. Evaluaciéon de la Rl celular inducida mediante ensayos de linfoproliferaciéon y

caracterizacion de citoquinas.

4.2.3.3.1. Ensayos de linfoproliferacién.

La proliferacién de células de bazo de los diferentes grupos experimentales, re-estimuladas
con 5y 10 ug/ml de lisado de S. aureus se evalué mediante MTT. Si bien los IP estuvieron
influenciados por el efecto grupo (perupo < 0,001), no fueron afectados por la concentracion de
lisado utilizada en la re-estimulacion de las células (pconc. tisado = 0,316) ni tampoco por la
interaccion entre ambos factores (perupo*conc. lisado = 0,747).

Teniendo en cuenta que no hubo diferencias en el IP de células estimuladas con las
diferentes concentraciones de lisado, se analizd el efecto de cada concentracion
individualmente. En relacion a las células re-estimuladas con 5 pg/ml de lisado de S. aureus, los
grupos Lisado + IFA y Lisado + Lip mostraron mayores IP respecto a los grupos Lisado + Rg1,
Lisado + Lip + Rg1 y Control (p < 0,05) (Figura 18). Resultados similares se obtuvieron en las
células estimuladas con 10 pg/ml de lisado de S. aureus. Los grupos Lisado + IFA y Lisado + Lip
mostraron mayores IP respecto a los grupos Lisado + Rg1, Lisado + Lip + Rg1y Control (p < 0,05)
(Figura 18).

Finalmente, en relacién al control positivo utilizado, el IP de las células de bazo estimuladas
con anti-CD3 fue mayor en todos los grupos experimentales respecto a las células basales de

cada grupo (Anexo ).
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Figura 18. Indice de proliferacién (IP) en células de bazo provenientes de animales inmunizados y re-
estimulados con 5 ug/ml'y 10 ug/ml de lisado de S. aureus. Los resultados fueron expresados como
la media del IP de los diferentes grupos experimentales re-estimulados con lisado S. aureus + EEM

(n =4). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

4.2.3.3.2. Caracterizacidn del perfil de citoquinas.

La produccién de citoquinas (IFNy e IL-4) por las células de bazo de los diferentes grupos
experimentales re-estimuladas con 5y 10 ug/ml de lisado de S. aureus fue evaluada mediante

ELISA indirecto.

4.2.3.3.2.1. Cuantificacion de IFNy.

Si bien la produccién de IFNy estuvo influenciada por el efecto grupo (perupo < 0,001), no
estuvo afectada por la concentracion de lisado (pconc. lisado = 0,118) ni por la interaccién entre
ambos factores (Perupo*conc. lisado = 0,398).

Por lo tanto, teniendo en cuenta que no hubo diferencias en la produccion de IFNy en
células estimuladas con las diferentes concentraciones de lisado, se analizd el efecto de cada
concentracion individualmente. En relacion a las células re-estimuladas con 5 ug/ml de lisado de
S. aureus, si bien la producién de IFNy fue mayor en los grupos Lisado + IFA, Lisado + Lip y Lisado
+ Rg1 respecto a los grupos Lisado + Lip + Rg1 y Control, no hubo diferencias significativas entre
los diferentes grupos (Figura 19). En relacion a las células re-estimuladas con 10 pg/ml de lisado
de S. aureus, la concentracién de IFNy producida por los grupos Lisado + IFA y Lisado + Lip fue
significativamente mayor a la concentracién producida por los grupos Lisado + Rg1, Lisado + Lip
+ Rgl y Control. A su vez, la concentracion de IFNy producida por el grupo Control fue

significativamente menor al resto de los grupos evaluados (p < 0,05) (Figura 19).
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En relacion al control positivo, la produccién de IFNy por las células de bazo estimuladas

con anti-CD3 fue mayor en todos los grupos experimentales respecto a las células basales de

cada grupo (Anexo Il).
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Figura 19. Produccion de IFNy en sobrenadantes de células de bazo provenientes de animales

inmunizados y re-estimulados con 5 ug/mly 10 ug/ml de lisado de S. aureus. Los resultados fueron

expresados como la media de la concentracidon de IFNy de los diferentes grupos experimentales +

EEM (n = 4). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0,05).

4.2.3.3.2.2. Cuantificacion de IL-4.

La produccién de IL-4 por las células estimuladas con 5y 10 pg/ml de lisado de S. aureus no

pudo ser cuantificada debido a que los valores obtenidos fueron menores al limite de deteccion

de la prueba (1 pg/ml).

En relacion al control positivo, la produccién de IL-4 por las células de bazo estimuladas con

anti-CD3 fue mayor respecto a las células basales de cada grupo (Anexo Il).

66



Resultados

4.2.4. Ensayo 4: inmunizacion de ratones con diferentes formulaciones
adyuvantes (Rgl y/o liposomas) empleando un lisado de S. aureus como

antigeno.

4.2.4.1. Evaluacion del estado de salud de los animales.

La recuperacién de los animales luego de cada inoculacién fue rdpida y buena. No se
registraron muertes a lo largo del ensayo. Por otro lado, tanto el peso de los animales como los

parametros hematoldgicos evaluados fueron los esperados para la especie (Anexo ).

4.2.4.2. Evaluacién de la Rl humoral inducida en ratones inmunizados con un lisado de S. aureus.

De igual manera que en el ensayo 3, los niveles de anticuerpos especificos anti-S. aureus en
plasma de ratones inmunizados con las diferentes formulaciones se evaluaron mediante ELISA

indirecto.

4.2.4.2.1. Determinacién del titulo de IgG total anti S. qureus.

Todos los grupos tratados mostraron titulos de IgG total anti-S. aureus superiores a los
titulos encontrados en el grupo Control (p < 0,05). Los titulos de IgG total fueron similares en los
grupos Lisado + Lip, Lisado + Rg1 vy Lisado + Lip + Rgl y mayores al titulo obtenido en el grupo
Lisado (p<0,05) (Figura 20).

60000+

50000 b

40000+ T

30000+

Titulo IgG

20000+

10000

Figura 20. Titulos de IgG total evaluados en plasma de ratones provenientes de los diferentes grupos
experimentales. Los resultados se expresan como la media del titulo de IgG £+ EEM (n = 8). Letras

distintas denotan diferencias significativas (p < 0,05).
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4.2.4.2.2. Determinacién del titulo de IgG2a anti-S. aureus.

Si bien los titulos de 1gG2a obtenidos para los grupos Lisado + Lip, Lisado + Rg1 y Lisado +
Lip + Rg1 fueron mayores respecto al grupo Lisado, sélo los titulos de I1gG2a en los grupos Lisado
y Lisado + Lip fueron significativamente diferentes entre si (p < 0,05) (Figura 21). En relacién al
grupo Control, no fue posible la determinacién del titulo ya que todas las muestras tuvieron DO

menores a la del suero preinmune.
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Figura 21. Titulos de IgG2a anti-S. aureus evaluados en plasma de ratones provenientes de los
diferentes grupos experimentales. Los resultados se expresaron como la media del titulo de 1gG2a +

EEM (n = 8). Letras distintas denotan diferencias significativas entre grupos experimentales.

4.2.4.3. Evaluacion de la Rl celular inducida en ratones inmunizados con un lisado de S. aureus.

El porcentaje de proliferacion inducido por S. aureus en los distintos grupos experimentales
se evalud por CF. Cuando células mononucleares de bazo de ratones provenientes de los
diferentes grupos experimentales fueron re-estimuladas con el lisado de S. aureus, aquellas
pertenecientes a los grupos Lisado + Lip y Lisado + Rg1 mostraron una mayor linfoproliferacion
(representado por el % de células CFSE positivas) respecto a las células pertenecientes a los
grupos Lisado, Lisado + Lip + Rg1 y Control (p < 0,05) (Figura 22).

En relacién al control positivo, cuando las células mononucleares de ratones provenientes
de los diferentes grupos experimentales fueron estimuladas con Con A, la linfoproliferacion fue

mayor en todos los grupos experimentales respecto a las células basales de cada grupo (Anexo

).
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Figura 22. Proliferacidn de células de bazo provenientes de animales inmunizados y re-estimulados
con 10 ug/ml de lisado de S. aureus (% células CFSE positivas). Los resultados fueron expresados
como la media del % CFSE de los diferentes grupos experimentales estimulados con lisado S. aureus
+ EEM (n = 8). Letras distintas denotan diferencias significativas entre grupos experimentales (p <

0,05).
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5.1. Evaluacion del potencial inmunomodulatorio de Rgl en células bovinas /n

vitro.

El ginsendsido Rgl participa en multiples actividades bioldgicas caracteristicas de la Rl
innata, como produccidon de citoquinas proinflamatorias, fagocitosis, liberacion de ROS vy
expresion de moléculas coestimulatorias entre otras (Joo et al.,, 2005; Su etal., 2012; Yuan
et al., 2016b; Huang et al., 2017). En esta tesis se estudid el potencial inmunomodulatorio de
Rgl en células MAC-T y en células mononucleares aisladas de secrecién mamaria y de sangre
periférica bovina.

Los inmunomoduladores son sustancias bioldgicas o sintéticas capaces de modular,
estimular o suprimir diferentes puntos del sistema inmune tanto de la respuesta innata como
adaptativa (Kumar et al., 2012). Una de las principales caracteristicas descriptas por Quinn
(1990), antigua pero aun vigente, es que estas sustancias no deben ser tdxicas. Por lo tanto, en
este trabajo se decidid evaluar el efecto de Rgl en la viabilidad de cultivos celulares bovinos
empleando el kit de proliferacion XTT, basado en medicién de la actividad metabdlica celular.
Las células MAC-T fueron tratadas con diferentes concentraciones de Rgl (10 a 100 pg/ml)
durante 2, 6 y 24 hs. Considerando que Rgl no modifico la viabilidad de las células MAC-T en
ninguna de las condiciones evaluadas, para estudiar la viabilidad de MSMC y de leucocitos de
sangre periférica, se decidid aumentar la concentracién de Rgl (250 pg/ml) y analizar este
efecto en el mayor tiempo de incubacién propuesto (24 hs). Al igual que las MAC-T, los
resultados demostraron que la concentracién de 250 ug/ml de Rgl no afectd la viabilidad de
células de secrecién mamaria ni de sangre periférica luego de 24 hs de tratamiento. En
concordancia con estos resultados, Wang et al. (2014) demostraron que Rgl (3,7 a 300 uM) no
generd cambios en la viabilidad de macrofagos RAW 264.7 luego de 24 y 48 hs de tratamiento.
Recientemente, Bi et al. (2019) demostraron que el pre-tratamiento de linfocitos de pollo con
diferentes concentraciones de Rgl (50 a 90 ug/ml) mejord significativamente la viabilidad
celular, redujo el porcentaje de células apoptdticas y disminuyd el estrés oxidativo inducido por
H.0.. Por otro lado, considerando que Rgl es uno de los principales compuestos activos del
extracto de Pg (Sun etal., 2016; Yu etal., 2016; Gao etal., 2020), Beccaria et al. (2018)
demostraron que la viabilidad celular de MAC-T y macréfagos aislados de secrecion mamaria no
estuvo afectada por el tratamiento con diferentes concentraciones de un extracto de raiz de Pg
(0,5 a 3 mg/ml) luego de 2, 8 y 24 hs. Estos resultados confirman que Rgl no es toxico para

células bovinas en las concentraciones utilizadas.
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Considerando que los TLRs tienen un rol critico en la Rl innata en mamiferos (Werling et al.,
2017) e hipotetizando que Rgl actuaria en las células a través de estos receptores,
particularmente TLR2 y TLR4, se evalud el efecto de Rgl en la expresidon génica y proteica de
TLR2 y TLR4 en células bovinas. En relacion a los niveles de expresién de ARNm, los resultados
obtenidos por gPCR mostraron que Rgl (250 pg/ml) fue capaz de inducir la expresion tanto de
TLR2 como la de TLR4 en MSCM luego de 8 hs de tratamiento, siendo estadisticamente
significativo para TLR4. En relacion a la expresion proteica para ambos receptores, los
resultados obtenidos por CF mostraron que Rgl (250 pg/ml) también fue capaz de inducir, de
manera significativa, la expresion de TLR2 y TLR4 tanto en MSCM como en PBMC luego de 24 hs
de tratamiento. Estos resultados sugieren que Rgl podria interaccionar con TLR4 e inducir la
activacién de las vias de sefializacidon de este receptor. En concordancia, Su et al. (2012) han
demostrado que los ginsendsidos Rgl y Re inducen su actividad mediante la via de sefializacion
de TLR4 en células RAW-Blue™ (derivadas de macrdfagos RAW264.7) pre-tratadas con un
anticuerpo bloqueante anti-TLR4 y luego expuestas a Rgl o Re. Ademas, estos autores
obtuvieron resultados similares en un modelo in vivo en ratones C3H/HeJ (deficientes en el gen
TLRA4, tir4”"), demostrando que la capacidad adyuvante de los ginsendsidos depende de la via de
TLR4. Sumado a esto, Su et al. (2015) observaron la localizacion de Rgl y Re en el citoplasma de
células RAW264.7 y activacion de la sefializacidn intracelular por parte de TLR4 hasta las 6 hs
luego del tratamiento con estos compuestos. Por otro lado, se ha reportado que el extracto de
Pg interacciona con los TLRs, especialmente con TLR4, e induce la expresion de mediadores
proinflamatorios (Nakaya et al., 2004). En este sentido, Baravalle et al. (2015) han demostrado
que la inoculacién intramamaria de Pg indujo una mayor expresién tanto génica como proteica
de TLR2 y TLR4 en cuartos mamarios bovinos. Por su parte, Panacci et al. (2006) han observado
que la administracién oral de Pg (G115) indujo un incremento en la expresiéon de ARNm de TLR4
estimulando la Rl de forma gradual en macréfagos peritoneales de ratones fisicamente
estresados. Sin embargo, para confirmar si Rgl actla sobre las células bovinas a través de TLR2
y/o TLR4 e inicia las vias de sefializacidn, la realizacién de ensayos in vitro en células bovinas
empleando anticuerpos blogueantes especificos o la metodologia de silenciamiento génico,
permitirdn conocer con mayor precisiéon cémo Rgl interactla con las células y ejerce sus
funciones.

La interaccion TLR-ligando inicia una cascada de sefializacién que conduce a la activacién
de NFkB y consecuente produccién de citoquinas proinflamatorias (Thompson-Crispi et al.,
2014). Considerando que las CEM y los macréfagos son las primeras células en enfrentarse a los
patégenos cuando ingresan a la GM bovina (Thompson-Crispi et al., 2014) y que, Rg1 regula la

Rl innata en macréfagos mediante la modulacion diferencial de la produccion de citoquinas
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inflamatorias (Park et al., 2015), se decidi6 estudiar el efecto de Rgl en la expresidon génica de
citoquinas proinflamatorias en MAC-T y en MSMC. Los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron que Rgl (50 pg/ml) fue capaz de inducir la expresion génica de TNFa, IL-6 e IL-8 en
MSMC luego de 24 hs de tratamiento, siendo estadisticamente significativa para IL-6 e IL-8. Sin
embargo, Rgl no fue capaz de inducir la expresion génica de NFkB, TNFa e IL-6 en células MAC-
T. Se considera que la falta de respuesta en las células MAC-T podria deberse a que la
concentracion de Rgl empleada no fue suficiente. Si bien las células MAC-T son capaces de
producir citoquinas (Khaled et al., 2007; Glnther et al., 2011; Beccaria et al., 2018) es probable
gue necesiten una concentracién o tiempo de estimulo mayor a los empleados en las MSMC.
Los resultados obtenidos en MSMC podrian sugerir la inducciéon de un posible perfil
proinflamatorio por parte de Rgl en células de secrecién mamaria, en concordancia con el
efecto proinflamatorio del extracto de Pg demostrado previamente tanto en modelos in vivo e
in vitro por nuestro grupo de investigacion (Baravalle etal., 2015; Silvestrini etal., 2017,
Beccaria et al., 2018).

El perfil inflamatorio de Rgl ha sido ampliamente estudiado. Ciertos autores postulan a
Rgl como un compuesto proinflamatorio. En este sentido, Joo et al. (2005) han informado que
concentraciones de Rgl, similares a las estudiadas en este trabajo (50 — 250 ug/ml),
aumentaron la expresion de ARNm de citoquinas proinflamatorias, especificamente IL-1B, IL-6 y
TNFa, de manera dosis-dependiente en cultivos de microglia en comparacion con células sin
tratar, hasta 48 hs de post-tratamiento. Ademads, Huang et al. (2017) han reportado que Rgl
indujo la secrecion de citoquinas como IL-1B, IL-6 y TNFa y de gquimioquinas como IL-8 e IP-10,
de manera dosis-dependiente, en CDs humanas derivadas de PBMC. Sin embargo, otros autores
han encontrado que Rgl atenua la respuesta proinflamatoria, postulando a Rgl como un
compuesto antiinflamatorio. En este contexto, se encuentra reportado que Rgl disminuyé los
niveles de expresién de ARNm de citoquinas proinflamatorias (IL-1B, IL-6 y TNFa) en diferentes
modelos experimentales de inflamacion inducida (Tao et al., 2014; Wang et al., 2014; Su et al.,
2015; Ning etal.,, 2018). Sumado a esto, Li et al. (2018b) reportaron que Rgl inhibidé la
activacién de NFkB, lo que contribuyd a disminuir la transcripcién de genes asociados a la
inflamacién, entre ellos, los de las citoquinas proinflamatorias. Por otro lado, Su et al. (2015)
demostraron que, en un modelo de sepsis inducido por LPS, los ginsendsidos Rgl y Re
inhibieron la expresiéon de ARNm y la produccién de mediadores proinflamatorios como TNFaq,
IL-1B e IL-6 de macrofagos debido a que la interaccidn Rgl-TLR4, disminuyd la disponibilidad del
receptor. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo y a los reportados por los

autores mencionados, se considera necesario continuar con el estudio del mecanismo de accion
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de Rgl vy la evaluacién de la expresion de otras citoquinas y otros mediadores antiinflamatorios
para poder definir el rol proinflamatorio/antiinflamatorio de Rgl en células bovinas.

Por otro lado, ademas del aumento de la produccién de citoquinas proinflamatorias, entre
otros mecanismos, la activacion mediada por los TLRs da como resultado, un aumento de las
actividades bactericidas, como fagocitosis y produccién de ROS, las cuales son esenciales para
iniciar y mantener la Rl innata desencadenada (Beamer y Shepherd, 2012). La fagocitosis llevada
a cabo por fagocitos profesionales, como monocitos, macréfagos y neutrofilos, es el principal
mecanismo efector por el cual S. aureus es controlado por el sistema inmune (Pollitt et al.,
2018). Por lo tanto, con el fin de evaluar el efecto de Rgl en la activacion de células de
secrecion y sangre expuestas a S. aureus, se incubaron las células bovinas con la cepa 5011 de S.
aureus marcada con FITCy luego se determind la produccién intracelular de ROS. Los resultados
obtenidos mostraron que Rgl aumentd considerablemente la producciéon de ROS en MSMC vy
PBMC con bacterias adheridas y/o internalizadas. En relacidon a estos resultados, Xin et al.
(2019a, b) demostraron que otros ginsendsidos como Rg3 y Rb1 fueron capaces de estimular la
fagocitosis de monocitos/macréfagos murinos. También se encuentra reportado para los
compuestos 20S-dihydroprotopanaxadiol (2H-PPD, un derivado del protopanaxadiol) y CK
(componente bioactivo del ginsendsido Rb1), ademds de la actividad fagocitica, la estimulacion
de células RAW264.7 a través de un aumento en la produccién de ROS (Kim y Cho, 2013; Yang
etal., 2017). Considerando lo descripto por otros autores en conjunto a los resultados
obtenidos en este ensayo, se podria postular que Rgl fue capaz de activar la funcion innata
microbicida (estallido respiratorio) de monocitos y macréfagos bovinos, favoreciendo
indirectamente la fagocitosis de S. aureus en células bovinas. A su vez, la activacion de los
receptores TLR2 y 4, dada por el aumento en la expresion proteica detectada por CF, podria
relacionarse directamente al aumento en la producciéon de ROS obtenidos en ambos tipos
celulares evaluados. Por otro lado, la evaluacién de ON producido por ambos cultivos celulares
tratados con Rgl y luego expuestos a S. aureus, como medida alternativa de activacion, podria
arrojar informacion importante y complementaria para los resultados obtenidos.

Considerando la importante funcidén que tienen los macréfagos en la induccién de la Rl
adaptativa, se decidid evaluar el efecto de Rgl en la activacion de monocitos y macréfagos
bovinos. Para llevar a cabo este objetivo, se evalud la expresion de CMH-Il y CD80 en células
CD14* en secrecion y sangre periférica. Luego de la activacidon, los macréfagos modulan la
expresion de CD14 (Rhule et al., 2006) y expresan altos niveles de CMH-II para la presentacién
antigénica a los linfocitos Th (Kang y Min, 2012). Ademads, los macréfagos regulan positivamente
la expresion de moléculas coestimulatorias (CD80 y CD86), dando la segunda sefial necesaria

para potenciar la interaccion entre las CMH-Il y el receptor de linfocitos T (Lee et al., 2007).
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En secrecidon mamaria, los resultados obtenidos en esta tesis, mostraron que Rgl (250
ug/ml) no fue capaz de inducir la expresién de CMH-Il y CD80 en MSMC luego de 24 hs de
tratamiento. La escasa activacion de estas células luego de la estimulacion con Rgl o con
activadores especificos (como LPS o LTA) podria deberse a que los macrofagos, aislados de
secrecion mamaria a los 14 dias del periodo de involucidn, se encontrarian comprometidos en
el proceso normal de remodelacién, fagocitando restos de grasa, caseina y otros compuestos de
la leche (Sordillo y Babiuk, 1991; Sordillo, 2018). Sin embargo, en sangre periférica, se pudo
demostrar la capacidad de activacién de los monocitos, corroborando el funcionamiento de los
modelos experimentales evaluados. A pesar de que el porcentaje de células CD14 fue menor en
monocitos estimulados con Rgl (250 pg/ml) luego de 24 hs de tratamiento comparado con
monocitos basales, mostraron mayores porcentajes de expresion de CMH-Il y CD80 respecto a
ellos, sugiriendo un posible efecto de Rgl en la activacion de dichas células. Resultados
similares fueron obtenidos en CDs derivadas de PBMC donde Rgl estimuld la expresion de
moléculas de superficie como CD80, CD83 y antigeno leucocitario humano (HLA-DR) vy
disminuyd la expresion de CD14, demostrando asi la capacidad de Rgl para estimular la Rl
adaptativa activando las CPA (Huang etal., 2017). La capacidad de Rgl de promover la
expresion de moléculas coestimulatorias fue descripta también en otros compuestos derivados
de los ginsendsidos como por ejemplo 2H-PPD y CK. Tanto el 2H-PPD como el CK aumentaron la
expresion superficial de las moléculas coestimulatorias CD80 y CD86 en células RAW264.7 (Kim
y Cho, 2013; Yang etal., 2017). Por el contrario, Rhule et al. (2006) mostraron que el
notoginsendsido Rgl redujo la expresion de las moléculas accesorias CD40 y CD86 pero que no
tuvo ningun efecto en la expresion de TLR4 y CD14 en células RAW264.7 estimuladas con LPS.
La discrepancia entre los resultados encontrados podria deberse, en primera instancia, a los
diferentes estimulos utilizados. Por otro lado, considerando las condiciones experimentales, si
bien los tiempos de estimulacién fueron similares en el trabajo de Rhule et al. (2006) con el
ensayado en este trabajo (24 hs), los primeros autores utilizaron una menor concentracion de
Rgl (50 pg/ml) en comparacion a la utilizada en este ensayo (250 pg/ml). Considerando los
resultados obtenidos en esta tesis en células bovinas sanguineas, Rgl actuaria como un
iniciador de la Rl innata, debido al aumento en la expresion de moléculas co-estimuladoras
observado en monocitos/macréfagos luego del tratamiento con este inmunomodulador. Por lo
tanto, seria interesante poder evaluar in vitro el rol de Rgl en la induccién de la Rl adaptativa
mediante co-cultivos de monocitos previamente activados con Rgl y enfrentados con diversos
patogenos vy linfocitos T.

En resumen, los resultados obtenidos muestran que Rgl no tuvo un efecto citotdxico en

células bovinas. Ademas, Rgl indujo la expresion proteica de los receptores TLR2 y TLR4 y fue
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capaz de inducir la activacion de células mononucleares de secrecién y sangre, mediante el
aumento en la produccién de ROS, en ambos tipos celulares, y en la expresion de las moléculas
coestimulatorias CMH-Il y CD80, en monocitos. En conjunto, estos resultados demuestran
parcialmente el efecto inmunomodulador de Rgl en células bovinas. Sin embargo,
considerando la escasa informacion publicada en la especie hasta el momento, los resultados
obtenidos en esta tesis sientan precedencia y sirven como base para nuevos ensayos que

permitan dilucidar el rol de Rgl en la inmunomodulacién de la GM bovina.

5.2. Evaluacion de la capacidad adyuvante de Rgl en un modelo murino /n vivoe.

La mastitis bovina es una de las enfermedades infecciosas de los rodeos lecheros mas
comunmente tratada con antibidticos (Montforts, 2005). Sin embargo, la tasa de curacidon de la
terapia antibidtica contra S. aureus es baja por factores que dependen del microorganismo, del
antibidtico y del hospedador (Barkema etal, 2006). Actualmente, las inmunoterapias
veterinarias buscan satisfacer la necesidad de reducir el uso de antibidticos, minimizando su
impacto ambiental, efectos secundarios y residuos en los productos de la cadena alimentaria,
mejorando la salud y la productividad de los animales (Parra et al., 2020). En este sentido, la
utilizacién de inmunomoduladores de origen vegetal estdn siendo mundialmente estudiados
(Yuan et al., 2010; Fu et al., 2012; Wei et al., 20144, b; Zhao et al., 2014; Baravalle et al., 2010,
Baravalle et al., 2015; Gao et al., 2015 a,b; Diaz-Murillo et al., 2016; Wu et al., 2016; Silvestrini
et al., 2017; Beccaria et al., 2018). Dentro de la moléculas con potencial actividad moduladora,
el ginsendsido Rgl es uno de los compuestos mas importantes del extracto de Pg (Yu et al,,
2016), y presenta mayor poder adyuvante que el resto de los ginsendsidos reportados hasta el
momento (Rg3, Rd, Rc, Rbl, Rb2, Rgl, Re y Rg2) (Sun etal., 2007). En base a la evidencia
acumulada, en esta tesis se evalud la capacidad adyuvante de Rgl solo o en combinacién con
liposomas determinando la Rl humoral y celular en un modelo murino de inmunizacién con un
lisado de S. aureus.

En primera instancia, se evalud el efecto adyuvante de Rgl en la Rl humoral inducida por
BSA como antigeno modelo. Las albUminas séricas, como ovoalbimina (OVA) o BSA, son
capaces de desencadenar una fuerte respuesta inmunoldgica cuando son administradas en otra
especie (Bujacz, 2012). Su et al. (2012) demostraron que los ginsendsidos Rgl y Re incrementd
la respuesta de IgG especifica contra OVA en suero de ratones C3H/HeB (tIr4**). Resultados

similares se obtuvieron en el ensayo 2 cuando se evalud la respuesta anti-BSA en ratones. Los
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animales inmunizados con BSA + Rgl produjeron mayores niveles de IgG total respecto a los
grupos BSA, BSA + Lipy BSA + Rg1 + Lip.

El empleo de la combinacion Lisado + Liposomas + Rg1 en las inmunizaciones realizadas se
propuso planteando la hipdtesis de que Rgl, al ser una saponina, puede fusionarse con los
liposomas catidnicos, compuestos por Chol, DPPC y SA, formando un complejo de
caracteristicas similares a los complejos inmunoestimulantes (ISCOMs, del inglés
immunostimulating complexes). Dichos compuestos son sistemas de delivery de antigenos,
compuestos por colesterol, fosfolipidos y saponinas derivadas de la Quillaja saponaria, capaces
de inducir fuertes Rl celulares y/o humorales especificas frente a una amplia gama de antigenos,
en diferentes modelos animales (Sjélander et al., 2001; Sun et al.,, 2009b; Camussone et al.,
2014).

En este trabajo, el efecto adyuvante de Rgl en la Rl humoral inducida por S. aureus fue
evaluada mediante la determinacién de la produccién de anticuerpos especificos en plasma de
ratones inmunizados con diferentes formulaciones en combinacién con un lisado de S. aureus.
Clasicamente, el desarrollo de vacunas contra S. aureus se ha centrado en la estimulacién de la
RI humoral debido a la importancia que esta respuesta tiene en la eliminacién de infecciones
(den Reijer et al., 2013). En ratones, la IgG constituye la mayor fraccidn sérica de anticuerposy
presenta cuatro isotipos (IgG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3) (Temming et al., 2020). Si bien los resultados
obtenidos en el ensayo 3 del presente trabajo se consideraron preliminares, los mismos
mostraron que el titulo de IgG total en plasma de ratones inmunizados con Lisado + IFA 'y Lisado
+ Lip + Rg1 fue mayor al obtenido en plasma de ratones inmunizados con Lisado + Lip y Lisado +
Rg1, sugiriendo que la combinacién liposoma + Rgl podria potenciar la Rl humoral de manera
similar a la inducida por IFA. Por otra parte, en el ensayo 4 del presente trabajo de tesis, el titulo
de IgG total en plasma de ratones inmunizados con Lisado + Lip, Lisado + Rg1 y Lisado + Lip +
Rg1 fue similar entre los grupos y significativamente superior al obtenido en plasma de ratones
inmunizados con Lisado. Este resultado indica que si bien la combinacién Lisado + Lip + Rg1 no
potencia la Rl humoral especifica, tampoco la perjudica. Es importante destacar que, si bien se
observaron diferencias en los titulos de 1gG total en los grupos inmunizados con Lisado + Lip y
Lisado + Rg1 entre los ensayos 3 y 4, no es posible realizar comparaciones directas, debido a las
diferentes caracteristicas de los indculos empleados y a las condiciones en las cuales se
desarrollaron los experimentos. Por un lado, en cada ensayo se utilizaron diferentes lotes de
lisado y liposomas. Por otro lado, en relacion a Rgl, si bien las caracteristicas moleculares y
qguimicas de los compuestos empleados fueron idénticas, se utilizaron dos marcas comerciales
diferentes. En relacién a los reactivos bioldgicos empleados, si bien los ratones pertenecian a la

misma cepa y fueron endocriados, provenian de diferentes instituciones lo que implica
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variaciones en las condiciones de alojamiento. Otro punto a tener en cuenta en relacion a las
diferencias observadas entre ensayos es que el titulo obtenido en el ensayo 3 fue calculado en
relacion al grupo control, debido a los elevados valores obtenidos en los sueros preinmunes,
mientras que, el que el titulo obtenido en el ensayo 4 fue calculado en relacién al suero
preinmune de cada grupo.

Es importante destacar que en el ensayo 4 la mayoria de los grupos experimentales
mostraron titulos de anticuerpos 4 o 5 veces superiores a los obtenidos en el ensayo 3, por lo
tanto estos resultados fueron considerados para una discusidn mas exhaustiva. En el ensayo 4,
los titulos de IgG similares obtenidos en los grupos Lisado + Lip, Lisado + Rg1l y Lisado + Lip +
Rg1, prueban la capacidad de Rgl de inducir la produccion de anticuerpos de manera similar a
la inducida por los liposomas, previamente demostrada por Reidel et al. (2017).
Coincidentemente con estos resultados, otros autores han demostrado la capacidad de Rgl de
favorecer la produccién de anticuerpos especificos contra diferentes antigenos de origen viral o
proveniente de patdgenos intracelulares. Yuan et al. (2016) demostraron que los niveles de IgG
obtenidos en plasma de ratones Balb/c inmunizados con el HBsAg + Rgl (50 pg) fueron
significativamente mayores en comparacién con los obtenidos en ratones hembras inmunizadas
solo con HBsAg. Por su parte, Qu et al. (2011) demostraron que los niveles de 1gG en ratones
hembras ICR inmunizadas con el antigeno de superficie 1 de Toxoplasma gondii recombinante
(rSAG1) + Rgl (50 y 100 pg) fueron significativamente mayores en comparacién con los
obtenidos en el grupo control.

Adicionalmente, se evalud el isotipo lgG2a. Los resultados obtenidos en el ensayo 4
mostraron una tendencia similar a IgG total. Es decir, los plasmas de ratones inmunizados con
lisado formulado con liposoma o Rgl, o la combinacién de ambos, mostraron titulos de 1gG2a
mayores al plasma de ratones inmunizados solo con lisado, siendo estadisticamente diferente
solo cuando se formuld con el liposoma. Esto sugiere la capacidad de Rgl de inducir la
produccion de IgG2a de manera similar a los liposomas. Sin embargo, si se consideran en
conjunto los titulos de IgG2a obtenidos en los diferentes grupos Lisado + Lip, Lisado+ Rgl y
Lisado + Lip + Rg1 en comparacién a los titulos de IgG total, fueron considerablemente menores
a los titulos de IgG. Estos resultados sugirieren que IgG2a no seria el responsable del aumento
de IgG total encontrado en los diferentes grupos experimentales. Contradictoriamente con los
resultados obtenidos para IgG2a en este trabajo, tanto Yuan et al. (2016) como Qu et al. (2011)
coincidieron en la capacidad de Rgl de favorecer la producciéon de los isotipos IgG1 e IgG2a en
ratones inmunizados con HBsAg + Rgl (50 pg) y rSAG1 + Rgl (50 y 100 ug), respectivamente,

asegurando la participacién de Rgl en la induccidon de los perfiles Thl y Th2. Por lo tanto, sera
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necesario evaluar en futuros ensayos la funcidon de Rgl en la induccién de la Rl humoral
evaluando los isotipos IgG1 e IgG2b en ratones inmunizados con lisado de S. aureus.

Si bien durante los dltimos 40 afios, diversos grupos de investigaciéon han desarrollado una
variedad de inmundgenos experimentales contra mastitis por S. aureus, ninguno de ellos ha
resultado completamente eficaz en prevenir la infeccién por este microorganismo (Scali et al.,
2015). De estos desarrollos, solamente dos vacunas constituidas por lisados bacterianos o
células enteras formuladas con adyuvantes cldsicos estdn actualmente disponibles
comercialmente (Middleton et al., 2009; Prenafeta et al., 2010). Uno de los motivos propuestos
por los cuales los inmundgenos evaluados hasta el momento contra S. aureus no han resultado
completamente eficaces, es que una proteccion adecuada no se lograria solamente con la
estimulacién de una Rl humoral, sino que también deberia estar acompafiada de una repuesta
local mediada por células (Middleton, 2008). La estimulacion de linfocitos T CD4 capaces de
producir IFNy en respuesta al encuentro con el patdgeno, ha sido propuesta como una de las
claves para la erradicacién de los estafilococos intracelulares a través de la activacién de células
fagociticas (Goémez et al., 2002). Considerando estos antecedentes, en este trabajo, se evalué el
efecto adyuvante de Rgl en la induccién de la Rl celular inducida por S. aureus mediante
ensayos de linfoproliferacion celular.

El bazo es el drgano linfatico periférico en donde se inicia y desarrolla la Rl adaptativa
(Moser y Leo, 2010). Luego de la activacién linfocitaria, ocurre la proliferaciéon o expansiéon
clonal con el fin de generar suficientes linfocitos T efectores especificos capaces de erradicar la
infeccion (Abbas, 2012). Los resultados preliminares obtenidos en el ensayo 3 mostraron que las
células de bazo provenientes de animales inmunizados con Lisado + IFA y Lisado + Lip fueron
capaces de proliferar en mayor medida, independientemente de la concentracién de lisado
empleada en la re-estimulacién, comparado con las células de bazo provenientes de los grupos
que contenian el Rgl y control. Si bien varios autores muestran la capacidad de Rgl de
estimular la proliferacion a partir de las 48 hs (Su et al., 2012; Yuan et al., 2016b; Huang et al.,
2017), se considerd que el tiempo de re-estimulacion con el antigeno especifico utilizado en el
presente trabajo (72 hs) no fue suficiente para lograr la expansion clonal de las células. Por este
motivo, en el ensayo 4 se decidié re-estimular a las células durante 120 hs (Yuan et al., 2010).
Ademas, en este mismo ensayo, la Rl celular especifica para S. aureus se evalué mediante la
tincién de las células de bazo con CFSE. El uso del CFSE para medir linfoproliferacién por CF se
ha convertido en uno de los ensayos ampliamente utilizados para evaluar las respuestas de los
linfocitos (Quah y Parish, 2012). Los resultados del ensayo 4 muestran que el porcentaje de
proliferacion (células CFSE positivas) del grupo Lisado + Lip y Lisado + Rgl fue mayor al del

grupo Lisado vy Lisado + Lip + Rg1, lo que sugiere que Rgl fue capaz de inducir linfoproliferacion
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de igual manera que los liposomas, favoreciendo la induccion de la Rl celular contra S. aureus.
Estos resultados coinciden con varios reportes en los que se comprueba la capacidad de Rgl de
estimular la Rl celular frente a diferentes antigenos. Sun et al. (2007) demostraron que Rgl
mejord la respuesta proliferativa de esplenocitos re-estimulados con Con A, LPS y OVA luego de
la estimulacidon con OVA en ratones inmunizados con OVA + Rgl. En otro ensayo, Qu et al.
(2011) demostraron la capacidad de Rgl de inducir la proliferacion de esplenocitos re-
estimulados con rSAG1 provenientes de ratones ICR inmunizados con rSAG1 + Rgl (50 y 100
ug). Por su parte, Huang et al. (2017) demostraron que Rgl mejord la proliferacion de
esplenocitos especificos para OVA en ratones C57BL/6. En relacion a la baja respuesta
proliferativa observada en el grupo Lisado + Lip + Rgl podria inferirse que la combinacion de
ambos adyuvantes no seria eficiente para inducir Rl celular frente a S. aureus en un modelo in
vivo.

Las citoquinas juegan un papel importante en la defensa del huésped contra los
microorganismos y son importantes para iniciar, amplificar, dirigir, mediar y regular la
inmunidad adaptativa (Holdsworth y Can, 2015). Las citoquinas secretadas por las células
activadas permiten la diferenciacién de los linfocitos T CD4 hacia diferentes subpoblaciones Th.
Asi, el IFNy induce la diferenciacién de las células T CD4 virgenes en células Thl e inhibe la
proliferacion de las células Th2. Por otro lado, IL-4 e IL-10 inducen la diferenciacién de las
células T CD4 virgenes a células Th2 e inhiben la funcién de las células Thl (Lee et al., 2004). Es
por esto que se considerd importante evaluar el perfil de citoquinas inducido por Rgl en células
de bazo, provenientes de ratones pertenecientes a los diferentes grupos experimentales, re-
estimuladas con el lisado bacteriano (ensayo 3 realizado en el Laboratorio de Inmunologia,
UQAM). Si bien este ensayo fue preliminar, cabe resaltar que las células de bazo provenientes
de los grupos inmunizados con Lisado + Rg1 vy Lisado + Lip + Rg1 produjeron mayores niveles de
IFNy respecto al grupo Control luego de la re-estimulacién con lisado de S. aureus (10 pg/ml). En
cuanto a la produccion de IL-4 por las células de bazo re-estimuladas, no pudo detectarse en
ninguno de los grupos. Considerando estos resultados y que S. aureus, a pesar de ser un
patdgeno reconocido como extracelular, es capaz de sobrebivir, persistir y replicarse en el
interior de las células (Musilova etal., 2019; Sacco etal., 2020), podria sugerirse que Rgl
favoreceria el desarrollo de una Rl tipo Thl. Esta estimacién coincide con lo publicado por
Huang et al. (2017), quienes han reportado un aumento en la secrecién de IFNy e IL-2 en
ratones inmunizados con OVA + Rgl. Ademas, Sun et al. (2007) han mostrado un aumento en la
produccion de IFNy e IL-5 en cultivos celulares provenientes de ratones inmunizados con OVA +
Rgl. Podria evaluarse la presencia de otras citoquinas, como IL-12 o TNFa, y alguna funcién

efectora en los linfocitos, para garantizar la induccién de linfocitos T CD4 al perfil Th1 por parte
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de Rgl. Sin embargo, existen reportes en los que se demuestra que Rgl actla como adyuvante
para promover tanto la respuesta Thl como Th2 (Sun et al., 2008; Wang et al., 2014). Qu et al.
(2011) demostraron que células de bazo de ratones inmunizados con rSAG1 formulado con
diferentes dosis de Rgl produjeron elevados niveles IL-4 e IFNy. La discrepancia en lo hallado
por estos autores y este trabajo podria deberse al antigeno empleado en las inmunizaciones,
proteina recombinante rSAG1 vs. lisado bacteriano de la cepa 5011 de S. aureus (el cual
contiene una gran diversidad de antigenos). Considerando los antecedentes mencionados, se
considera necesario continuar con la evaluacidon del posible perfil Th1 inducido por Rgl luego de
una infeccién con S. aureus.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la combinacién Lip
+ Rgl fue capaz de estimular la produccién de anticuerpos (IgG e IgG2a) contra S. aureus, en
igual magnitud que la inducida cuando los ratones fueron inoculados con Rgl o Lip por
separado. Ademas, considerando que la proliferacion celular fue menor con la combinacién Lip
+ Rgl en relacidn a la observada para ambos adyuvantes por separado, se podria inferir que tal
combinacién no tendria ninguna ventaja en la induccién de la Rl celular frente a S. aureus en el
modelo experimental evaluado en el presente trabajo de tesis.

Si bien los resultados obtenidos no son suficientemente concluyentes para postular a Rgl
como un potencial adyuvante en vacunas contra S. aureus, se considera que la participacién de
Rgl en la estimulaciéon de la Rl quedé demostrada mediante la produccién de anticuerpos
especificos contra S. aureus y la induccion de linfoproliferacién en animales inmunizados con

Lisado + Rg1.
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En relacién a la evaluacion del efecto inmunomodulatorio de Rgl en cultivos celulares
bovinos, los resultados obtenidos muestran que:

- En células MAC-T, MSMC y leucocitos de sangre periférica, Rgl no afecté la viabilidad de
los cultivos celulares luego de 24 hs de tratamiento.

- En células MAC-T, Rg1 no modificé la expresién génica de TLR4, NFkB, TNFa e IL-6.

- En MSMC, Rgl (250 pg/ml) aumentd la expresion génica de TLR2 y TLR4 luego de 8 hs
de tratamiento. En MSMC y PBMC, Rgl (250 pg/ml) aumentd la expresidon proteica de ambos
receptores luego de 24 hs de tratamiento.

- En MSMC, Rgl (50 ug/ml) aumento la expresion génica de IL-6 e IL-8 luego de 24 hs de
tratamiento.

- En MSMCy PBMC, Rgl (250 pg/ml) aumentd la produccion de ROS luego del co-cultivo
con S. aureus.

- En PBMC, Rgl (250 pg/ml) aumentd el porcentaje de expresion de las moléculas
coestimulatorias CMH-Il y CD80 luego de 24 hs de tratamiento. Sin embargo, la misma
concentracion empleada en MSMC no fue suficiente para inducir la expresion de las moléculas

coestimulatorias.

En relacion a la evaluacion de la capacidad adyuvante de Rgl, formulado junto a liposomas
en un modelo de inmunizacion in vivo en ratones, con un lisado de la cepa 5011 de S. aureus:

- Rg1, inoculado solo 0 en combinacion con liposomas, estimuld la RI humoral mediante la
produccion de anticuerpos IgG total anti-S. aureus de manera similar a la inducida por los
liposomas.

— Rgl estimuld la RI celular mediante la induccion de la proliferacion celular de manera
similar a la inducida por los liposomas. Sin embargo, la proliferacién inducida por la

combinacién liposomas-Rg1 fue similar a la inducida por los grupos Control y Lisado.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis, permiten concluir que Rgl tendria un
posible efecto inmunoestimulante en células bovinas, induciendo la expresion de ciertos
receptores de la inmunidad innata como TLR2 y TLR4 y consecuente produccion de componentes
inflamatorios como IL-6 e IL-8. Por otro lado, Rgl induce la activacion de células bovinas
mediante el aumento en la producciéon intracelular de ROS y la expresion de moléculas
coestimulatorias (CMH-Il 'y CD80), sugiriendo estos resultados una posible induccion de la Rl
adaptativa. En relacion a la evaluacion de la capacidad adyuvante de Rgl, los resultados
sugieren que la combinacion liposoma-Rgl1 no tendria ventajas en relacion a la produccion de

anticuerpos especificos o la proliferacion celular en una inmunizacion frente a los antigenos
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presentes en el lisado de S. aureus. Por lo tanto, en un modelo murino de inmunizacidn con S.
aureus, Rg1, por si solo, es capaz de estimular la Rl humoral y celular.

A pesar de los nuevos interrogantes y desafios que quedaron planteados, el presente
trabajo ha sido de utilidad para conocer mads acerca del potencial inmunomodulador de Rgl y su
capacidad adyuvante, con el fin de utilizarlo como posible candidato en prototipos de vacuna

contra mastitis bovina causada por S. aureus.
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I. Anticuerpos utilizados en ensayos de CF y ELISA.

A continuacién se detallan los anticuerpos empleados en los ensayos de CF y ELISA

indirecto junto a las caracteristicas y diluciones utilizadas (Tabla 2).

Tabla 2. Listado de anticuerpos utilizados en los diferentes ensayos y técnicas.

Anticuerpos Clon Dilucion de uso Uso Catdlogo Marca
anti-bovine TLR2-A467 AbD12542 1/25° CF HCA151A647 Bio-Rad
anti-human TLR4-A488 HTA125 1/10° CF MCA2061A488 Bio-Rad
anti-human CD14-APC M5E2 1/200° CF 301808 BioLegend
anti-bovine MHC-II-FITC IL-A21 1/100° CF MCA2445GA Bio-Rad
anti-bovine CD80-PE IL-A159 1/50" CF MCA2436GA Bio-Rad
anti-mouse 1gG-HRP - 1/10000* ELISA A9044 Sigma-Aldrich
anti-mouse 1gG-HRP - 1/5000* ELISA 62-6520 Invitrogen
anti-mouse 1gG2a-HRP - 1/2500* ELISA A-10685 Invitrogen

Referencias: A467: Alexa Fluor 467; A488: Alexa Fluor 488; APC: alloficocianina; FITC: isotiocianato de fluoresceina;
PE: ficoeritrina; HRP: peroxidasa; CF: citometria de flujo; ELISA: inmunoensayo enzimatico. "Dilucion en volumen final

de 25 pl. *Dilucién en volumen final de 100 pl.
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I.1. Ensayo 1. ensayo preliminar para determinar la concentracion de Rgl a

inocular en ratones.

I.1.1. Registro de pesos.

El peso de cada animal se registrd previo a cada inoculacion y al momento del sacrificio. En
la mayoria de los casos, el peso de los animales de todos los grupos aumentd progresivamente a

lo largo de todo el ensayo, conforme a lo esperado para la especie (Figura 23).
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Figura 23. Peso (g) de los animales de cada grupo experimental en funcién a los dias de toma de

muestra (ensayo 1). Se grafico el peso de los animales de cada grupo previo a cada inoculacion.
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[.2. Ensayo 2: inmunizacion de ratones con diferentes formulaciones

adyuvantes (Rg1 y/o liposomas) empleando BSA como antigeno.

I.2.1. Registro de pesos.

En la mayoria de los casos, el peso de los animales de todos los grupos aumenté
progresivamente a lo largo de todo el ensayo, conforme a lo esperado para la especie (Figura

24).
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Figura 24. Peso (g) de los animales de cada grupo experimental en funcién a los dias de toma de

muestra (ensayo 2). Se grafico el peso de los animales de cada grupo previo a cada inoculacion.
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I1.2.2. Hemogramas.

Los principales pardmetros hematoldgicos evaluados (glébulos rojos, plaguetas,
granulocitos, linfocitos y monocitos) en las muestras de sangre el dia del sacrificio de los

animales de los diferentes grupos experimentales se detallan a continuacion (Tabla 3).

Tabla 3. Pardmetros hematoldgicos evaluados en muestras de sangre en los diferentes grupos experimentales, luego

del sacrificio de los animales (ensayo 2).

Parémetros hematologicos

@

@

©)

BSA BSA + Rg1 BSA + Lip
Glébulos rojos (x 10° cél/mm?3) 6,92 +0,79 7,70+ 0,40 7,43 +0,10
Plaquetas (x 103 cél/mm?3) 320,33 £335,96 585,40 £ 291,76 660,00 + 31,11
Glébulos blancos (x 10% cél/mm3) 2,97 +0,61 8,22 +12,35 3,85+1,91
Granulocitos (x 103 cél/mm?3) 0,54 + 0,08 1,64 + 2,43 0,89+0,17
Linfocitos (x 103 cél/mm3) 2,37 +0,70 6,44 +9,73 2,87 +0,35
Monocitos (x 103 cél/mm?3) 0,06 + 0,02 0,14 +0,19 0,10+ 0,04
@

Parédmetros hematoldgicos

BSA + Rg1+ Lip

AN

Glébulos rojos (x 10° cél/mm?3)

Plagquetas (x 10% cél/mm?3)

7,78 £0,11
681,00 £ 92,65

. Glébulos blancos (x 103 cél/mm3) 3,64 +1,07
Granulocitos (x 103 cél/mm?3) 0,79 +0,23
Linfocitos (x 103 cél/mm3) 3,12+ 0,89
Monocitos (x 10 cél/mm?3) 0,06 + 0,01

[1.3. Ensayo 3: ensayo preliminar de inmunizacion en ratones con diferentes

formulaciones adyuvantes (Rgl y/o liposomas) y empleando un lisado de S.

aureus como antigeno.

I.3.1. Registro de pesos.

En general, el peso de los animales de todos los grupos experimentales aumentd

progresivamente a lo largo de todo el ensayo, conforme a lo esperado para la especie (Figura

25).
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Figura 25. Peso (g) de los animales de cada grupo experimental en funcion a los dias de toma de

muestra (ensayo 3). Se grafico el peso de los animales de cada grupo previo a cada inoculacion.

I.3.2. Controles positivos empleados en la evaluacidn de la respuesta celular.

11.3.2.1. Ensayos de proliferacion mediante MTT.

Anexo Il

El IP obtenido en células de bazo estimuladas con anti-CD3 (2,5 ug/ml), empleado como

control positivo de proliferacion, fue mayor respecto a las células basales y células estimuladas
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con 5y 10 pg/ml de lisado de S. aureus en todos los grupos experimentales evaluados (Figura
26).

20.0 -
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& 1004
5.0
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Figura 26. Indice de proliferacion en células de bazo provenientes de animales inmunizados y re-
estimulados con lisado de S. aureus (5 ug/ml y 10 ug/ml), anti-CD3 (2,5 ug/ml) y basales. Los

resultados fueron expresados como la media del IP de los diferentes grupos experimentales + EEM.

11.3.2.2. Cuantificacién de citoquinas mediante ELISA indirecto.

La produccion de IFNy en células de bazo estimuladas con anti-CD3 (2,5 ug/ml) fue mayor
respecto a las células basales y células estimuladas con 5y 10 pg/ml de lisado de S. aureus en

todos los grupos experimentales evaluados (Figura 27).
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Lisado S. aureus (5 ng/ml)

1500 Lisado S. aureus (10 ug/ml)

NOOD

anti-CD3 (2,5 ng/ml)
1000

5004

Concentraciéon INFy
(pg/m])

Figura 27. Produccion de IFNy en sobrenadante de células de bazo provenientes de animales
inmunizados y re-estimulados con lisado de S. aureus (5 ug/mly 10 ug/ml), anti-CD3 (2,5 ug/ml) y
basales. Los resultados fueron expresados como la media la concentracion de IFNy de los diferentes

grupos experimentales + EEM.
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La produccién de IL-4 en células de bazo estimuladas con anti-CD3 (2,5 pg/ml) fue mayor

respecto a las células basales en todos los grupos experimentales evaluados (Figura 28).
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Figura 28. Produccion de IL-4 en sobrenadante de células de bazo provenientes de animales
inmunizados y re-estimulados con anti-CD3 (2,5 ug/ml) y basales. Los resultados fueron expresados

como la media la concentracion de IL-4 de los diferentes grupos experimentales + EEM.

[l.L4. Ensayo 4: inmunizacion de ratones con diferentes formulaciones

adyuvantes (Rgl y/o liposomas) empleando un lisado de S. aureus como

antigeno.

I.4.1. Registro de pesos.

El peso de los animales de todos los grupos aumentdé progresivamente a lo largo de todo el

ensayo (Figura 29).
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Figura 29. Peso (g) de los animales de cada grupo experimental en funcion a los dias de toma de

muestra (ensayo 4). Se grafico el peso de los animales de cada grupo previo a cada inoculacién.

I1.4.2. Hemogramas.

Toma de muestra (Dias)

43

Anexo Il

Las medias de los principales pardmetros hematoldgicos evaluados (glébulos rojos,

plaguetas, granulocitos, linfocitos y monocitos) el dia del sacrificio de los animales de los

diferentes grupos experimentales se detallan a continuacion (Tabla 4).
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Tabla 4. Pardmetros hematoldgicos evaluados en muestras de sangre en los diferentes grupos experimentales, luego

del sacrificio de los animales (ensayo 4).

Parametros hematologicos

@

Lisado

@ ©)

Lisado + Lip Lisado + Rg1

Gldbulos rojos (x 108 cél/mm3)

Plaquetas (x 103 cél/mm?3)

Glébulos blancos (x 10 cél/mm?3)
Granulocitos (x 103 cél/mm?3)
Linfocitos (x 103 cél/mm3)

Monocitos (x 10 cél/mm?3)

7,71 £0,52
614,50 + 110,31
6,76 + 1,55
1,38+0,36
524 +1,21
0,14 £ 0,04

8,10+ 0,35 8,54 +0,98

728,38 +40,22 681,00 + 56,12

5,60 1,44 6,08 +£1,08
1,18 +0,31 1,17+0,32
4,29 +1,15 4,76 + 0,86
0,13+0,03 0,14 +0,04

Pardmetros hematoldgicos

@

Lisado + Lip + Rg1

©

Control

Glébulos rojos (x 10 cél/mm?)
Plaquetas (x 103 cél/mm?3)

' Globulos blancos (x 10° cél/mm?3)
Granulocitos (x 103 cél/mm?3)
Linfocitos (x 10° cél/mm?)

Monocitos (x 10 cél/mm?3)

7,94+0,35
779,25 + 159,02
6,76 +1,26
1,43+0,34
5,20+0,91
0,13+0,04

7,67 0,66
578,88 + 129,42
553+1,91
1,05+0,50
4,38+1,42
0,10+0,03

I1.4.3. Controles positivos empleados en los ensayos de proliferacién celular mediante CFSE.

Las células de bazo estimuladas con Con A (5 pg/ml), empleada como control positivo de

proliferacién, mostraron una mayor proliferacién celular respecto a las células basales y células

estimuladas con 10 ug/ml de lisado de S. aureus en todos los grupos experimentales evaluados

(Figura 30).
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Figura 30. Proliferacion de células de bazo provenientes de animales inmunizados y re-estimulados
con lisado de S. aureus (10 ug/ml), Con A (5 ug/ml) y basales. Los resultados fueron expresados

como la media del IP de los diferentes grupos experimentales + EEM.
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