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RESUMEN

Escherichia coli es un importante agente causal de mastitis clinica y es el principal causante de mastitis
sobreaguda durante el periodo de transicion. Dado que las vacunas actualmente disponibles para prevenir
la mastitis coliforme han mostrado eficacia limitada, este estudio evalu6 una nueva vacuna en base a
proteoliposomas bacterianos, formulados a partir de una cepa de campo y emulsionados en hidroxido de
aluminio. Tras estandarizar un modelo murino de mastitis clinica coliforme aguda, ratonas BALB/c
fueron vacunadas por via subcutanea con 2 dosis separadas por 21 dias. A los 7-10 dias post parto, las
ratonas fueron desafiadas por via intramamaria con una cepa homdloga, evaluando la respuesta inmune
y eficacia de la formulacion vacunal. Tras la administracion de la vacuna, las ratonas no mostraron signos
clinicos deletéreos ni alteraciones en los parametros reproductivos. Ya desde el dia 21 post vacunacion,
las ratonas inmunizadas mostraron un marcado aumento en los niveles sanguineos de 1gG (P < 0,0001),
lgG1 (P < 0,0001) e IgG2a (P = 0,0054) antigeno especificas. Tras el sacrificio a las 48 horas post
desafio, los tejidos mamarios mostraron un marcado aumento en los niveles de 1gG, 1gG1 e IgG2a (P =
0,0012; para los 3 isotipos), no detectandose diferencias en los niveles de IgA especifica ni en los niveles
de inmunoglobulinas totales. La evaluacién clinica a las 20, 30 y 48 horas post desafio demostr6 que las
ratonas vacunadas fueron protegidas del desarrollo de un cuadro clinico agudo y severo (P < 0,0001; P
=0,0009y P =0,0001; respectivamente). Ademas, tras el analisis bacteriolégico de los tejidos mamarios,
se observo que las ratonas vacunadas mostraron una disminucién de 5,419 logio UFC/g en el recuento
bacteriano tisular (P = 0,0012), respecto a las ratonas no vacunadas. El analisis histopatoldgico sélo
revel6 cambios inflamatorios leves a moderados y el recuento de células totales en secciones mamarias
fue la mitad del observado en las ratonas no inmunizadas (P = 0,0025). En base a los resultados
obtenidos, la vacuna en base a proteoliposomas bacterianos fue segura, altamente inmundgena y eficaz,

alzandose como una segura y eficaz herramienta para el control de infecciones bacterianas.

Palabras clave: proteoliposomas, mastitis, modelo murino, Escherichia coli.
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ABSTRACT

Escherichia coli is an important etiological agent of clinical mastitis and the main cause of severe acute
mastitis during the transition period. Given that the currently available vaccines for coliform mastitis
have shown limited efficacy, this study evaluated a new vaccine based on bacterial proteoliposomes,
formulated from a field bacterial strain and emulsified in aluminum hydroxide. After standardizing a
murine model of acute coliform clinical mastitis, BALB/c female mice were subcutaneously vaccinated
with 2 doses separated by 21 days. At 7-10 days postpartum, the mice were intramammary challenged
with homologous strain, evaluating the immune response and efficacy of the vaccine formulation. After
the administration of vaccine, the mice did not show deleterious symptom or alterations in reproductive
parameters. Already from day 21 post vaccination, the immunized mice showed marked increase of
specific 1gG (P < 0.0001), IgG1 (P < 0.0001) and IgG2a (P = 0.0054) in blood. After sacrifice at 48
hours post challenge, mammary tissues showed a marked increase in 1gG, 1gG1 and IgG2a levels (P =
0.0012), without differences in specific IgA or total immunoglobulin levels. Clinical evaluation at 20,
30 and 48 hours post challenge showed that vaccinated mice were protected from development of acute
and severe clinical disease (P < 0.0001, P = 0.0009 and P = 0.0001, respectively). Additionally, after
bacteriological analysis of mammary tissues, vaccinated mice showed at decrease of 5.419 logio CFU/g
in the tissue bacterial count (P = 0.0012) respect to unvaccinated mice. Histopathological analysis
revealed only slight to moderate inflammatory changes and total cells count in mammary sections was
half that detected in non—-immunized mice (P = 0.0025). Based on the obtained results, vaccine based on
bacteriological proteoliposomes was safe, highly immunogenic and effective, rising as a safe and
effective tool for the control of bacterial infections.

Key words: proteoliposomes, mastitis, murine model, Escherichia coli.
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l. INTRODUCCION

La mastitis corresponde a una condicion inflamatoria de la glandula mamaria ocasionada principalmente
por agentes infecciosos y es sindicada como la principal causa de pérdidas econdmicas para la industria
lechera. A nivel internacional, los costos han sido estimados en €147-240/vaca/afio, segun la incidencia
predial y otros factores intrinsecos de la region en estudio [1]-[3]. Dentro de los agentes infecciosos
causales, Escherichia coli es aislado con frecuencia en cuadros de mastitis clinica, causando importantes
pérdidas econdmicas principalmente atribuidas a la menor produccion de leche, descarte de leche
alterada y costos de tratamiento [4], [5]. Ademas, esta bacteria es la principal causante de cuadros
sobreagudos durante el periodo de transicion, producto de la desmedida produccidn local de mediadores
proinflamatorios como TNF-a ¢ IL-6, desencadenando un cuadro sistémico severo que suele llevar a la
postracion y muerte las hembras [6]-[9]. Las medidas profilacticas usualmente aplicadas, tales como el
dipping post ordefia y la terapia de secado, son ineficaces para el control de la mastitis coliforme, debido
a la exposicion continua de la punta del pezén y la naturaleza ubicua de estos patdgenos en el ambiente
de las vacas [10]. A pesar de la existencia de vacunas en el mercado nacional e internacional (bacterinas
J-5), éstas no disminuyen la incidencia de infeccién ni logran reducir en forma consistente los recuentos
bacterianos en la leche de las vacas enfermas [9], [11]-[13]. Parte de su ineficacia puede ser atribuida a
los mecanismos de inactivacion bacteriana, tales como el tratamiento con formaldehido, el cual altera la
estructura de las proteinas y otros componentes bacterianas con potencial rol inmunoestimulante [14],
[15]. No obstante, los mecanismos inmunitarios involucrados en la proteccion inducida por las bacterinas
J-5 son escasamente comprendidos, aunque se especula que reforzarian el reclutamiento local de
neutrofilos mediante linfocitos Th1 [16]. Esta demostrado que los neutréfilos son esenciales para el control
de las infecciones intramamarias y la resolucion favorable de las mastitis por E. coli depende del rapido y
temprano reclutamiento de neutréfilos activos hacia la glandula mamaria [7], [10], [17], [18]. Por tanto, el
correcto funcionamiento del sistema neutréfilos—anticuerpos opsonizantes (lo cual podria ser favorecido
mediante el uso de una vacuna eficaz), deberia prevenir o minimizar los sintomas locales y sistémicos de
la mastitis coliforme [17], [19]-{21]. EIl empleo de proteoliposomas de origen bacteriano como antigenos
vacunales para la prevencién de infecciones ha sido escasamente descrito [22], a pesar del amplio uso
de los liposomas como agentes adyuvantes [23]-[25], no existiendo a la fecha literatura disponible sobre
su uso como agentes antigénicos y/o adyuvantes para el control de la mastitis. Por otra parte, los modelos
murinos de mastitis clinica ofrecen importantes ventajas para el estudio de la fisiopatologia de la
infeccion intramamaria y para la evaluacion de la eficacia de agentes antimicrobianos o

inmunoestimulantes, debido a su bajo costo, facilidad de implementacion y similitud con la fisiologia



mamaria de la especie bovina. No obstante, a pesar de su uso en el desarrollo de vacunas para la
prevencion de mastitis por S. aureus [26]-[34], existe escasa informacién sobre el uso de modelos
murinos de mastitis por E. coli [17], [18], [35], [36], ¥ no existe informacidn sobre su uso para la
validacion de vacunas contra la mastitis por Escherichia coli. En este estudio se describe la formulacién
y analisis de parametros fisicos y bioguimicos de proteoliposomas generados a partir de una cepa de
campo de Escherichia coli. Luego, los proteoliposomas fueron utilizados para la formulacion de una
vacuna vehiculizada con hidréxido de aluminio, la cual fue administrada por via subcutanea a ratonas
gestantes. Tras el parto, se establecié un modelo experimental de mastitis clinica aguda mediante el
desafio intramamario de las ratonas con una cepa bacteriana homdloga, sobre el cual se evalud la

seguridad, potencial inmunoestimulante y eficacia de la vacuna.



1. ESTADO DEL ARTE

A. MASTITIS BOVINA

1. Definicion general

Mastitis se define como la inflamacién de la glandula mamaria, caracterizada por alteraciones fisicas y
quimicas en la leche asociadas al proceso patolégico [37]. En general, se describen 2 formas basicas de
presentacion: mastitis subclinica y clinica. La primera se caracteriza por no provocar signos evidentes
en la glandula ni en la leche, por lo cual su diagnéstico requiere de pruebas complementarias. El recuento
de células somaticas en leche (RCS) es frecuentemente usado como medida de la inflamacién mamaria,
siendo 200.000 células/mL el punto de corte para distinguir un cuarto con o sin mastitis subclinica. Por
su parte, la mastitis clinica se caracteriza por la alteracion de la leche y cambios inflamatorios en la

glandula mamaria, pudiendo asociarse a reacciones sistémicas [38].
2. Pérdidas econémicas asociadas a mastitis

Mastitis es la principal causa de pérdidas econdémicas para la industria lechera en el mundo [39], [40].
Los costos directos asociados a esta enfermedad incluyen la disminucion en la produccion y calidad de
la leche, leche descartada, gastos veterinarios (honorarios e insumos) y mayor requerimiento de mano de
obra. Los costos indirectos, no siempre evidentes para el productor, incluyen el mayor riesgo de
desdrdenes sanitarios subsecuentes, menor fertilidad, mayor riesgo de eliminacién y mortalidad [3], [5],
[39]. El costo de estos factores varia considerablemente entre paises y entre regiones. Asi mismo, los
estudios disponibles en la literatura emplean diferentes modelos y herramientas de estimacion

econdmica, por lo cual la comparacion entre ellos debe ser realizada con discrecion [40].

Cha et al. [41] estimaron los costos por cada caso de mastitis clinica en US$134 para bacterias Gram
positivas y US$211 para Gram negativas, considerando una incidencia de 15,5 y 12,6 casos/100
vacas/afo, respectivamente; ademas, los autores estimaron que la mayor contribucion a los costos totales
fueron los asociados a tratamientos (>51%) para Gram positivos y pérdidas en produccion lactea (>72%)
para Gram negativos. En otro estudio, Heikkild et al. [1] calcularon los costos de la mastitis en €458 por
cada caso clinico o €147/vaca/afio, considerando una incidencia clinica de 0,31-0,38 casos/vaca/afio. En
forma mas reciente, van Soest et al. [2] estimaron los costos totales de la mastitis en €240/vaca/afio, de
los cuales la mitad se atribuyeron a “costos preventivos” (medidas implementadas para prevenir la
mastitis), mientras la otra mitad se asociaron a “costos de falla” (tras la ocurrencia de mastitis por la falla

de las medidas preventivas). Dentro de los €120/vaca/afio asociados a los “costos de falla”, €32 se



debieron a menor produccion de leche, €20 al descarte de leche y €20 a eliminacién de vacas enfermas.
También recientemente, Getaneh et al. [3] estimaron los costos totales de mastitis para un rebafio de 8
hembras en ordena en €280/afio (€35/vaca/aio), considerando una incidencia anual de 21,6 y 36,2% para
mastitis clinica y subclinica, respectivamente. Ademas, los autores calcularon el costo promedio de un

caso de mastitis clinica en €151,4 y de un caso subclinico en €6,13.
3. Epidemiologia

Mas del 95% de las mastitis son causadas por agentes “ambientales” como Escherichia coli (E. coli),
Streptococcus uberis (St. uberis), Streptococcus dysgalactiae y Staphylococcus coagulasa—negativos
(SCN); y agentes “contagiosos” como Staphylococcus aureus (S. aureus) y Streptococcus agalactiae. El
5% restante corresponde a organismos ocasionales [42]-[44]. La prevalencia de mastitis en los planteles
lecheros es relativamente alta, siendo la presentacién subclinica la principal en rebafios modernos, donde
excede el 20-50% de las vacas [44]. Los coliformes de los géneros Escherichia, Klebsiella y
Enterobacter son la principal causa de mastitis clinica en rebafios bien manejados con bajo RCS en leche
de estanque y causan la mayoria de los casos sobreagudos resultantes en la eliminacion de animales [10].

El ganado lechero es especialmente susceptible a la mastitis durante el periparto, debido a una
disminucién en los mecanismos de defensa de la glandula mamaria [20], [45]. Para la mastitis coliforme,
la tasa de neoinfecciones es mayor durante el periodo seco, siendo aun mayor la susceptibilidad las 2
semanas post secado y las 2 semanas pre parto [10]. Se ha demostrado que cerca del 65% de los casos
clinicos coliformes que ocurren en los 2 primeros meses de lactancia corresponden a infecciones
adquiridas durante el periodo seco [46]. Aunque la prevalencia de mastitis coliforme dentro de los
rebafios suele exceder el 5% de los cuartos, mas del 25% de las vacas son diagnosticadas anualmente
con mastitis clinica coliforme debido a que éstas tienden a ser de corta duracion [10], [46]. Si bien esta
prevalencia suele ser suficiente para causar RCS en leche de estanque mayor a 400.000/mL, cerca del
85% de las infecciones por coliformes causaran mastitis clinica. Por lo tanto, incluso rebafios con bajos
RCS podrian tener problemas de mastitis coliforme y generalmente se asociaran a casos clinicos [47].
Ademas, los coliformes son la principal causa de enfermedad sistémica derivada de mastitis, siendo
responsables del 60-70% de los casos clinicos sobreagudos [7], [10]. Las tasas de neoinfecciones y
mastitis clinicas son mas altas en los meses de verano para hembras bajo confinamiento permanente,
asociadas con el aumento en los recuentos de bacterias Gram negativas en el material de cama en los
meses calidos. Al contrario, las vacas a pastoreo muestran un aumento en las tasas de mastitis clinica
durante los meses himedos y lluviosos. También existe un aumento en las tasas de mastitis clinica

coliforme asociado a la paridad, siendo mas susceptibles las hembras viejas [7], [10], [47].



4, Situacion nacional

Durante la década pasada, San Martin et al. [48] aislaron 449 cepas desde 963 muestras de leche de la
zona central y 1.012 cepas desde 2.000 muestras de la X region. En la zona central se observé un fuerte
predominio de bacterias Gram negativas (45,2%), principalmente E. coli (40,8%); ademas, se obtuvo un
importante aislamiento de S. aureus (16,25%) y SCN (16,04%). Por otra parte, en la X regién el principal
agente aislado fue S. aureus (55,53%), seguido por SCN (26,78%) y Streptococcus spp. (5,33%).
Recientemente, Reyes—Jara et al. [43] analizaron 386 muestras de leche provenientes de vacas con
mastitis clinica y subclinica de las zonas centro y sur del pais, abarcando 16 predios lecheros. De estas
muestras, los autores lograron aislar 386 patdgenos como causa atribuible a mastitis. En la zona central
se observo una importante participacion de E. coli (33%) y SCN (33%) en cuadros clinicos, mientras que
SCN (31%) y Corynebacterium spp. (22%) predominaron en la mastitis subclinica. Un patron distinto
fue observado en la zona sur, donde para los cuadros clinicos y subclinicos, respectivamente, se aislaron
predominantemente St. uberis (22 y 13%), S. aureus (21 y 30%) y SCN (18 y 25%).

5. Escherichia coli como patdgeno mastitico

E. coli es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia de las enterobacterias. Se distinguen 2
clases de cepas: inofensivas (apatdgenas) y aquellas que causan una amplia variedad de infecciones
clinicas (patogenas) [49]. E. coli se adhiere a la mucosa del colon y es masivamente excretada con las
heces, por tanto, es una bacteria ubicua en el ambiente de la vaca y se comporta como patdgeno
oportunista [47]. Al contrario de las cepas enteropatégenas y septicémicas, las cuales conforman un
namero de serotipos relativamente bajo, los aislados de mastitis pertenecen a un nimero grande de
serogrupos [49]. Los estudios epidemiolégicos no han demostrado que serotipos especificos de E. coli
estén envueltos en la mastitis, ni que estas cepas compartan un set comin de factores de virulencia [50],
[51]. Asi, su patogenicidad no se basaria en factores de virulencia especificos, sino en los patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMPs), los cuales son compartidos por todas las cepas de E. coli,
tales como el lipopolisacarido (LPS), flagelina y CpG-DNA, y son detectados por el sistema inmune
innato [16], [49]; por lo tanto, las diferencias en la severidad clinica de la infeccion serian més bien
atribuibles a la capacidad inmunoldgica de la vaca [7], [47]. Blum et al. [21] describieron ciertas
diferencias en la intensidad y duracién de la respuesta inflamatoria, RCS y niveles de citoquinas (TNF—
a, IL-6 e IL-17), tras desafiar a vacas lecheras con distintas cepas de E. coli asociadas a mastitis clinica.
Sin embargo, el estudio contemporaneo de Leimbach et al. [51] comparé filogenéticamente un amplio
nimero de cepas comensales y patégenas de E. coli, no logrando detectar ningin rasgo genético

especifico atribuible a patogenicidad mamaria.



6. Patogénesis

La glandula mamaria esta expuesta a diversas bacterias durante los periodos secos y de lactancia, las
cuales pueden ingresar a través del pezon multiplicandose a lo largo de su canal o por propulsion dentro
de su cisterna debido a fluctuaciones de vacio durante la ordefia [52]. Tras la invasion, macréfagos
locales y células epiteliales liberan factores quimioatrayentes, gatillando la migracion de leucocitos
desde la sangre, especialmente neutrdfilos, cuya proporcidén aumenta desde el 5-25% a sobre el 90% del
total de células en la leche [53]. Por lo tanto, el peak del recuento bacteriano en la glandula y la severidad
clinica dependen de la velocidad y eficiencia de la respuesta de los neutrofilos [7], [17], [18]. A nivel
local, si la infeccion no es controlada por las defensas celulares, las bacterias comienzan a dafiar el
epitelio mamario. El LPS, principal factor de virulencia de las Gram negativas, es liberado de las
bacterias durante su multiplicacion y lisis, iniciando una respuesta inflamatoria [47]. Ademas, E. coli
dafa directamente el epitelio mediante la produccion de proteasas, incluyendo enzimas colagenoliticas,
que contribuyen a la degradacion de la matriz extracelular, conllevando a apoptosis y necrosis epitelial
[54], [55]. Por otra parte, los neutréfilos promueven la injuria tisular y alteran la funcién mamaria
mediante la generacién de especies reactivas de oxigeno y liberacién de enzimas granulares, como
elastasa, mieloperoxidasa, catepsinas y metaloproteinasas de matriz [7], [19], [56]. Si la infeccién
persiste, el RCS en la leche continlia aumentando y el dafio tisular empeora, los alveolos mamarios
pierden integridad estructural y se altera la barrera hematolactea [54]. La entrada de fluido extracelular
a la glandula genera cambios visibles en la leche y la ubre, tales como edema, enrojecimiento y

coagulacién/aguado de la leche, comenzando asi los sintomas clinicos [52], [54].

Aunque gran parte del LPS es detoxificado localmente, si los recuentos bacterianos son muy elevados se
produce absorcién de LPS hacia la circulacién, junto a citoquinas proinflamatorias (como TNF—a e IL—
1B) y metabolitos tdxicos [7], [57]. Algunos efectos asociados al LPS y factores proinflamatorios (sobre
todo TNF-a) incluyen fiebre, cambios en el nimero de leucocitos circulantes, activacion del
complemento y macr6fagos, aumento de la permeabilidad vascular y cambios en los niveles plasmaticos
de metabolitos, minerales, proteinas de fase aguda y hormonas. La disminucién en la produccidn de leche
durante la mastitis coliforme resulta directa e indirectamente de los efectos locales y sistémicos del LPS
[16], [21], [49]. A este nivel las hembras cursan con signos graves de endotoxemia y, sin soporte clinico,
suelen morir dentro de 6 horas post inicio de los signos clinicos [6], [7], [16], [58]. Sordillo et al. [59]
demostraron que los monocitos aislados de vacas lecheras periparturientas producen mas TNF—a tras ser
estimuladas con LPS, respecto a monocitos de vacas en lactancia media y tardia. Por tanto, la mayor
habilidad de poblaciones celulares locales para producir este potente mediador proinflamatorio cercano

al parto podria explicar la mayor frecuencia de mastitis coliforme aguda durante el periparto [20].



7. Mecanismos de defensa de la glandula mamaria y respuesta inmune a mastitis

La glandula mamaria es protegida de los patdgenos gracias al sistema inmune innato y adquirido, los que
interactan estrechamente para entregar proteccion. La inmunidad innata predomina en las etapas
tempranas de la infeccion y es mediada por macrofagos, neutréfilos, “natural killer” (NK) y citoquinas.
Este sistema reconoce y responde a diferentes patdgenos, incluso si éstos invaden la glandula por primera
vez, reconociendo PAMPs bacterianos mediante “Toll-like receptors” (TLRS) presentes en membranas
celulares y endosomales, como TLR4 (reconoce LPS de bacterias Gram negativas), TLR5 (reconoce
flagelina) y TLR9 (reconoce dinucleétidos CpG no metilados en el DNA bacteriano) [60]-[65].

El canal del pezon es la primera linea de defensa antibacteriana, al poseer musculos esfinteres que
mantienen el conducto cerrado y estar revestido con queratina, la cual posee propiedades antimicrobianas
y proporciona una barrera fisica adicional [20]. Tras la penetracion bacteriana, la segunda linea de
defensa consiste en neutréfilos, macrofagos y linfocitos, los cuales regulan la respuesta inmune innata y
adquirida [52]. La glandulay la leche sanas contienen mayoritariamente macrdfagos, mientras los tejidos
y secreciones infectados contienen principalmente neutréfilos [20]. A nivel mamario, los macréfagos
locales reconocen a los patdgenos invasores e inician la respuesta secretando citoquinas proinflamatorias
como TNF-a e IL-1B, las cuales inducen el reclutamiento de neutrofilos y promueven su actividad
bactericida [6], [17], [60], [66]. Ademas, las células epiteliales reclutan neutrofilos secretando TNF—a,
IL-6 e IL-8 tras la adherencia bacteriana o su interaccién con toxinas [6], [8], [36], [67], [68]. Las
citoquinas secretadas por macréfagos y células epiteliales activan la expresion endotelial de moléculas
de adherencia, promoviendo la unién y migracion de neutréfilos sanguineos hacia los sitios de infeccién
o la leche [17], [69]. La severidad de la mastitis coliforme depende en gran medida de la velocidad con
la cual los neutréfilos se mueven desde la sangre hacia la glandula mamaria. Dado que algunas bacterias
pueden doblar su poblacion cada 30-40 minutos, se requiere un rapido reclutamiento de neutréfilos y
anticuerpos opsonizantes (especialmente del isotipo 1gG2) durante las primeras 12-18 horas post
infeccion [10], [16], [19], [56]. Los neutrdfilos reclutados eliminan a los patdgenos mamarios mediante
sus mecanismos basicos de fagocitosis, degranulacion y netosis [19], [70], aunque estas funciones se

encuentran desmejoradas durante el periparto, lo cual se asocia a una mayor incidencia de mastitis [52].

Si la bacteria invasora sobrevive, la infiltracion de neutréfilos es reemplazada tras un corto periodo con
linfocitos T, linfocitos B y monocitos [71]. Los linfocitos reconocen una amplia variedad de antigenos
mediante receptores de membrana que definen las caracteristicas de especificidad, diversidad y memoria
inmunologica. Los linfocitos T son clasificados en 2 grupos: Tap, que incluyen a los CD4* (“helpers”)
y CD8* (citotoxicos o supresores), y Tyd. En la glandula mamaria sana predominan los linfocitos T

CD8", mientras que en la mastitis son activados mayormente linfocitos T CD4" tras el reconocimiento



de antigenos asociados a moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase Il sobre
células presentadoras de antigenos (CPA) profesionales [72]. Estas células activan linfocitos y
macrofagos y, segln el repertorio de citoquinas producido, la respuesta T “helper” puede facilitar una
respuesta inmune celular (tipo Thl) o humoral (tipo Th2) [20]. Se ha demostrado que durante el periparto
los linfocitos T CD4* producen menos IL-2 e IFN—y (asociadas a respuestas Thl) y mas IL-4 e IL-10
(asociadas a respuestas Th2), respecto a linfocitos obtenidos durante etapas mas tardias de la lactancia,
lo cual ha sido correlacionado con una mayor susceptibilidad a mastitis [73]. Los linfocitos T CD8"
eliminan células hospederas que expresan antigenos extrafios (asociados a MHC clase 1) y controlan la
respuesta inmune al inhibir la activacion de estas células durante la infeccion [16]. Las funciones
inmunoregulatorias de los linfocitos T CD8* dependen fuertemente de la etapa de la lactancia: en
lactancia media muestran actividad citotoxica y expresan principalmente IFN—y, mientras que en el
periparto no muestran actividad citotdxica y expresan principalmente IL—4 [74]. Esto sugiere que un
mayor trafico de linfocitos T CD8" supresores hacia la glandula mamaria durante el periparto podria
explicar la menor respuesta de las poblaciones linfocitarias locales, respecto a los linfocitos obtenidos
en etapas mas avanzadas de la lactancia [20]. La principal funcién de los linfocitos B es producir
anticuerpos contra los patégenos invasores, a los cuales reconoce especificamente mediante sus
receptores de membrana. Al igual que células dendriticas y macréfagos, actian como CPA profesionales,
internalizando, procesando y presentando antigenos asociados a MHC clase Il a los linfocitos CD4*. Una
vez que el antigeno es presentado, los linfocitos T secretan IL-2, la cual induce la proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos B hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos o hacia células
de memoria. Al contrario de los linfocitos T, el porcentaje de linfocitos B permanece relativamente

constante a lo largo de la lactancia [20].

Los principales efectores solubles de la respuesta inmune especifica son las inmunoglobulinas (lg),
producidas por linfocitos B activados. Existen 4 clases con participacion en la defensa de la glandula
mamaria: 19gG1, 19gG2, IgA e IgM [20]. Los isotipos IgG1, 1gG2 e IgM actGan como opsoninas,
promoviendo la fagocitosis por parte de neutrofilos y macréfagos. Ademas de ser opsoninas, neutralizan
toxinas, interfieren con la adherencia bacteriana e inducen la lisis de los patdgenos invasores. IgA no
participa en la opsonizacion, pero induce la aglutinacion de bacterias, previniendo su diseminacion [75].
IgG1 es el principal isotipo de IgG presente en las secreciones mamarias sanas, mientras IgG2 aumenta
fuertemente durante la inflamacion [52], [75]. En vacas lecheras se ha demostrado que la concentracion
de IgG en la sangre es menor al parto y se ha sugerido que los menores niveles del isotipo 1gG2 se
correlacionarian con una mayor incidencia de mastitis [68]. Asi, los cambios en los niveles y actividad
de los distintos isotipos de inmunoglobulinas en el periparto contribuyen a la inmunosupresion

generalizada que conlleva a la mayor incidencia de enfermedades [20].



B. VACUNAS Y ADYUVANTES

1. Antecedentes generales

Tradicionalmente, las vacunas contra agentes patégenos han sido formuladas en base a organismos vivos
atenuados, organismos completos inactivados o toxinas bacterianas inactivadas y son, a menudo, lo
suficientemente inmunogénicas como para inducir memoria [76]. La memoria inmunoldgica es un activo
central del sistema inmune, que depende de la generacion de linfocitos T y B especificos de larga vida y
Optimamente reactivos [77], [78]. Aunque el perfil de la respuesta inmune preferido por una vacuna
depende principalmente del agente infeccioso contra el cual estd dirigida, asi como del adyuvante
empleado, ésta siempre debe inducir memoria inmunoldgica [79]. Las vacunas tradicionales basadas en
el concepto de “célula completa” poseen capacidad inmunoestimulante intrinseca; sin embargo, las
técnicas tradicionales de inactivacion, como el tratamiento con formaldehido, alteran la estructura
quimica de las proteinas con potencial antigénico, limitando su procesamiento por parte de CPA
profesionales y, por lo tanto, restringiendo la presentacién antigénica a células T y la generacién de
células de memoria [14], [15], [80]. Por otra parte, la atenuacion de patdégenos permite la generacion de
organismos no patdgenos, los cuales imitan la infeccidn natural y, por lo tanto, inducen una fuerte
respuesta celular y humoral [76]. No obstante, las vacunas atenuadas han sido asociadas a efectos
adversos, algunos de ellos severos e incluso fatales [81]. La seguridad es una de las principales
preocupaciones en el desarrollo de vacunas y limita el desarrollo de vacunas atenuadas, dado que estas
podrian causar enfermedad en pacientes inmunocomprometidos o revertir su virulencia [82].
Considerando estas limitaciones, en las Gltimas décadas han surgido nuevas estrategias en el desarrollo
de vacunas, alejandose del enfoque clasico basado en células completas atenuadas o inactivadas, y

volcandose hacia tecnologias mas seguras, como las vacunas subunitarias y fraccionadas [76].
2. Adyuvantes

Los adyuvantes son compuestos que mejoran la respuesta inmune especifica contra los antigenos con los
cuales se inoculan [83], [84]. Estos pueden ser usados con varios propositos: 1) mejorar la
inmunogenicidad de antigenos altamente purificados o recombinantes; 2) reducir la cantidad de antigeno
o0 el nimero de vacunaciones necesarias para generar inmunidad protectiva; 3) mejorar la eficacia de las
vacunas en recién nacidos, individuos seniles o inmunocomprometidos; 4) como sistema de liberacion
de antigenos para su absorcion en mucosas [85], [86]. Algunos factores por considerar en la eleccién de
adyuvantes son el antigeno usado, especie de destino, ruta de administracion y probabilidad de efectos
adversos. Idealmente, los adyuvantes deben ser estables, con una larga vida Util, biodegradables, baratos,

no inducir inmunidad contra ellos mismos y promover una respuesta inmune apropiada (celular o



humoral) [83], [87]. Los adyuvantes suelen ser clasificados en 2 categorias, segin su mecanismo de
accion: sistemas de liberacion y potenciadores inmunoldgicos [88]. Mientras los sistemas de liberacion
actlan presentando, agregando y dirigiendo los antigenos hacia las CPA, los potenciadores
inmunoldgicos activan directamente a estas células a través de receptores como TLRs, proporcionando
el contexto inflamatorio necesario para la amplificacién de la respuesta inmune innata y la 6ptima
activacién de la respuesta inmune especifica [89]. En esta Ultima categoria se incluyen estructuras

PAMPs, compuestos inmunoactivos enddgenos (citoquinas) y moléculas tensoactivas [90].

Las sales de aluminio son los adyuvantes de mayor uso en seres humanos y animales [83], [91]. Estas no
solo mejoran la respuesta inmune al extender el tiempo de permanencia del antigeno en los tejidos
(“efecto de deposito™), sino que, al igual que los adyuvantes modernos, inducen directamente el
reclutamiento y activacion de células del sistema inmune innato, principalmente macréfagos y células
dendriticas, describiéndose también su habilidad para activar directamente al sistema del complemento
[84], [92], [93]. Tras su inyeccidn, las sales de aluminio inducen la liberacién de sefiales de peligro
enddgenas, entre ellas DNA y acido Urico, activando a las CPA para polarizar la respuesta inmune hacia
un perfil preferentemente Th2 [94]-[96].

Después del aluminio, las emulsiones de agua en aceite o aceite en agua son los adyuvantes mas usados,
tales como Montanide, Adjuvante 65 y Lipovant [85]. Estos inducen respuestas inmunes potentes, pero
la alta reactogenicidad observada en los seres humanos, debida a su limitada biodegradabilidad y
biocompatibilidad, asi como a la presencia de impurezas en las formulaciones iniciales, limité su uso
[84], [90]. Para las vacunas de uso animal, la eleccion de los adyuvantes se basa principalmente en la
eficacia, tolerandose ciertos efectos secundarios [85], [97]. No obstante, las emulsiones de aceite mineral,
especialmente las del tipo agua en aceite, han mostrado efectos secundarios severos en los animales,

afectando significativamente ciertos parametros de interés productivo [79].
3. Utilizacion de liposomas en formulaciones de vacunas

Los liposomas son vesiculas conformadas por una o mas bicapas lipidicas concéntricas alternando
compartimentos internos acuosos [24]. Desde los estudios iniciales en los 60’s, los liposomas han llegado
a ser un sistema de transporte y liberacion bien establecido en el campo de la farmaco e inmunoterapia.
Como vehiculos, han sido usados para el tratamiento de cancer y enfermedades infecciosas, autoinmunes
y endocrinas. Se han desarrollado sofisticadas formulaciones, demostrandose sus propiedades de
inocuidad, estabilidad y biodistribucion [25], [98]. Debido a su versatilidad estructural, carga eléctrica,
fluidez lipidica y tamafio (descrito entre 50 nm-10 um), asi como su habilidad para incorporar diversos
compuestos hidrofilicos e hidrofébicos, los liposomas son interesantes sistemas de liberacion antigénica

[24], [79]. Cléasicamente estan compuestos de fosfolipidos naturales, biodegradables, no inmunogénicos
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y no toxicos, donde los antigenos se encuentran contenidos en su interior o intercalados entre los
fosfolipidos de la membrana. Dada esta capacidad, los liposomas pueden actuar como vehiculos y
adyuvantes al proteger a los antigenos del clearance organico, extendiendo su vida media en la sangre y
asegurando una mayor exposicion a CPA profesionales [85]. Ademas, se ha descrito su capacidad para
inducir una potente respuesta inmune humoral sin la generacion de granulomas en el sitio de puncién ni

reacciones secundarias de hipersensibilidad [25].

La potencia de los liposomas depende de varios factores, demostrandose la influencia del nimero de
capas de fosfolipidos, el tamafio promedio, la carga eléctricay la composicion [85]. En relacion al tamafio
de particula, suele observarse una marcada variabilidad entre liposomas de una misma preparacion,
siendo la polidispersidad una estimacion de la amplitud de la distribucion de los pesos moleculares [99].
La importancia del tamafio de los liposomas radica en la influencia sobre su reconocimiento por parte de
CPA. Se ha descrito que los liposomas pequefios (20—200 nm) son fagocitados principalmente por células
dendriticas, mientras que aquellos mayores a 500 nm son facilmente fagocitados por células del sistema
fagocitico mononuclear y, por lo tanto, removidos con mayor rapidez del organismo [23]. Ademas, el
tamafio de las vesiculas podria influir en el perfil de la respuesta inmune generada. Al respecto, Mann et
al. [100] observaron que liposomas pequefios (~250 nm) favorecieron respuestas Th2, mientras que los
més grandes (~980 nm) indujeron altos niveles de IFN—y e IgG2 propios de respuestas Thl. Con
resultados opuestos, Henriksen—Lacey et al. [101] observaron que la encapsulacion de un antigeno
proteico con liposomas catidnicos de tamafios < 500 nm indujo una mayor produccién de IFN—y en los
esplenocitos de ratones vacunados y de IL-1p en el sitio de inyeccion, aunque no detectaron diferencias
en la relacién 1gG1/1gG2a asociadas al tamafio de particula. No obstante lo anterior, la mayoria de los
autores indican que no existe un tamafio Unico ideal para el uso de liposomas en vacunas [23], [102]. La
carga eléctrica de los liposomas puede ser estimada a través del potencial C, el cual corresponde a la
diferencia de potencial entre la superficie de la particula en movimiento y la solucion. Esta caracteristica
fisicoquimica permite estimar el nivel de interaccién mediante fuerzas de repulsion y atraccion entre las
particulas, prediciendo asi su estabilidad [103], [104]. Respecto a su efectividad, los liposomas anidnicos
y catiénicos inducen respuestas inmunes antigeno especificas mas fuertes respecto a los de carga neutra

[98], [105], probablemente debido a una mayor habilidad para interactuar con membranas celulares [25].

A la fecha, diversas formulaciones en base a liposomas como agentes adyuvantes han sido evaluadas en
animales. Entre ellos, Pang et al. [106] administraron a pollos una vacuna oral contra Salmonella
Enteritidis (S. Enteritidis), basada en la proteina de fimbria SEF14 encapsulada en liposomas sintéticos,
repitiendo la vacunacion a los 14 dias. Luego, las aves fueron desafiadas oralmente con 2 x 10 UFC de

S. Enteritidis. Dos semanas post vacunacion, los niveles séricos de IgG e IgA especificas fueron
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significativamente mayores (1:256 y 1:128, respectivamente) respecto a las aves no vacunadas. Lo
mismo se observo con los niveles de IgG e IgA en mucus intestinal, siendo también significativamente
mayores (1:256 y 1:512, respectivamente). Ademas, el nimero de linfocitos esplénicos productores de
anticuerpos especificos, tras ser estimulados in vitro con el antigeno, fue 150 + 30 para IgG y 140 £ 27
para IgA, no detectandose produccién de anticuerpos en linfocitos de aves no vacunadas. El aislamiento
de S. Enteritidis desde muestras fecales de pollos vacunados fue significativamente menor (1-3 unidades

logaritmicas) respecto a las aves no inmunizadas, durante los 28 dias posteriores al desafio.

Respecto a su utilizacion como agentes antigénicos, Roberts et al. [22] formularon proteoliposomas de
Bordetella pertussis (B. pertussis) y evaluaron su eficacia inmunogénica en un modelo murino. Para ello,
ratonas BALB/c fueron vacunadas por via intranasal o intraperitoneal con una bacterina o
proteoliposomas de B. pertussis, recibiendo un booster a los 14 dias. Dos semanas post booster, las
ratonas fueron desafiadas por via intranasal con B. pertussis y luego fueron sacrificadas en forma seriada,
recuperandose tejido pulmonar a las 2 horas y a los 5 y 8 dias post desafio. Respecto a la vacunacion
intraperitoneal, mientras las ratonas no vacunadas mostraron recuentos bacterianos en pulmon similares
en los 3 tiempos de muestreo, las ratonas vacunadas con ambas formulaciones mostraron recuentos
menores en 4 unidades logaritmicas al dia 5 y en 7 unidades logaritmicas al dia 8, respecto a las 2 horas
post desafio. Respecto a la vacunacién intranasal, de igual forma, mientras el grupo no vacunado mostré
recuentos similares en los 3 tiempos de muestreo, las ratonas vacunadas con ambas formulaciones
mostraron recuentos menores en 2 y 3 unidades logaritmicas a los 5 y 8 dias post desafio,

respectivamente, con relacion a las 2 horas post desafio.
4. Desarrollo de vacunas contra la mastitis bovina

Se espera que las vacunas contra la mastitis prevengan el establecimiento de nuevas infecciones
intramamarias, reduzcan la frecuencia y severidad del cuadro clinico y eliminen las infecciones crénicas.
Sin embargo, es ampliamente reconocido que las vacunas disponibles en el mercado no cumplen a
cabalidad con estos requerimientos [20]. En los estudios iniciales se inmunizaron vacas con una cepa de
E. coli mutante rugosa, la cual mostré disminuir la incidencia de mastitis clinica por coliformes [16],
[107]. Bacterinas comerciales basadas en esta cepa como J5%, Enviracor® y J-VAC® estan disponibles
en el mercado hace bastante tiempo, aunque los mecanismos de activacion de la respuesta inmune no
estan bien definidos, dado que J5 es una mezcla de antigenos. Dosogne et al. [16] especulan que esta
vacuna actuaria reforzando el reclutamiento local de neutréfilos mediante linfocitos Thl, aunque esto no
ha sido demostrado. En la actualidad, las investigaciones sobre estas vacunas estan enfocadas en

optimizar los tiempos de aplicacion para mejorar su eficiencia y reducir costos [12], [13], [107], [108].
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Entre los Ultimos estudios con la cepa J5, Bradley et al. [13] evaluaron una vacuna polivalente contra E.
coliy S. aureus (Startvac®, Hipra) en 7 rebafios comerciales (1.549 vacas) de Reino Unido. Para ello, un
grupo fue vacunado bajo el régimen comercial (45 dias pre parto, 35 dias tras la primera dosis y 52 dias
post parto), un segundo grupo fue vacunado cada 90 dias a partir del enrolamiento y un tercer grupo
participé como control no vacunado. Todas las dosis se aplicaron via intramuscular y la eficacia de los
distintos regimenes fue evaluada durante los primeros 120 dias en leche. La incidencia de mastitis clinica
en los 3 grupos fue mayor a 45,5 casos/100 vacas y la prevalencia fue cercana al 33%, no existiendo
diferencias entre grupos. Sin embargo, las hembras vacunadas bajo el régimen comercial mostraron una
significativa disminucion en la severidad clinica, con un menor riesgo de desarrollar mastitis grave (odds
ratio [OR]: 0,58), y cada dosis adicional se asoci6é a un menor riesgo de mastitis grave (OR: 0,87). Las
tasas de eliminacion hasta los 305 dias en leche fueron 18,3; 24,2 y 26,2% para los 3 grupos,
respectivamente, siendo significativamente menores en el grupo bajo el régimen comercial. Ademas, las
hembras vacunadas bajo el régimen comercial produjeron significativamente mas leche (231 L) y sélidos
lacteos (12,36 kg), respecto a las hembras no vacunadas. Bajo las condiciones de ensayo, se estimé un
retorno econdémico de la vacunacion de 2,57:1, s6lo por concepto de mayor produccion lactea.

Los intentos en el desarrollo de vacunas contra la mastitis bovina han sido numerosos y con promisorios
resultados bajo condiciones experimentales, no obteniéndose los mismos resultados bajo condiciones de
campo [109]. Por lo anterior, al no cubrir las expectativas de los productores lecheros, su administracién
en rebafios comerciales es mas bien escasa [107]. Esta falta de eficacia se debe, en parte, a la diversidad
de patdgenos involucrados, junto a la existencia de numerosas variantes serolégicas dentro de una misma
especie entre las que no existe proteccion inmunoldgica cruzada [49]-[51], tornandose necesaria la

generacién de vacunas de mayor eficacia y que cubran un espectro bacteriano mas amplio.

C. MODELO MURINO PARA EL ESTUDIO DE LA MASTITIS BOVINA

1. Antecedentes generales

El estudio de la mastitis en rumiantes se ve confrontado inevitablemente a mayores costos y problemas
de manejo. Por esta razon, un modelo experimental de mastitis en ratones de laboratorio fue desarrollado
y caracterizado por R. L. Chandler durante la década de los setenta, con cepas de campo de S. aureus,
Streptococcus agalactiae, Arcanobacterium pyogenes, Pseudomonas aeruginosa y E. coli [110]. A la
fecha, el modelo ha sido replicado para el estudio de agentes antibacterianos, terapia anticancerigena e
inmunomoduladores [67], [111], [112]. Actualmente, el modelo murino es considerado una herramienta

de gran valor para el estudio de la patogénesis y el control de las infecciones intramamarias [67], [113].
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2. Consideraciones sobre el modelo murino de mastitis

El modelo murino ofrece similitudes anatémicas y funcionales de considerable interés para el estudio de
la mastitis bovina [49]. En forma similar a las vacas, las ratonas poseen 2 pares de glandulas mamarias
en la regién inguinal, ademéas de 3 pares toracicos. Ambas especies poseen glandulas funcional y
anatomicamente independientes, con sélo un conducto primario y una apertura en el pezén [110]. Como
en las vacas, el modelo murino de mastitis provee un ambiente Gnico para el desarrollo de patégenos y
permite la interaccién de los microrganismos con células y componentes inmunes del hospedero, ademas
de ofrecer factores fisicos como la succion, caracteristicas no consideradas en los modelos in vitro [114].
Otros pardmetros de interés como el recuento bacteriano, numero de neutrofilos y cambios
histopatoldgicos son similares entre ratonas y vacas [36], [110]. No obstante, a pesar de estas similitudes,
existen algunas diferencias entre las glandulas mamarias de ambas especies. Por ejemplo, la glandula
mamaria bovina contiene muchas mas células fagociticas residentes que la glandula murina y la
composicidn de la leche difiere en términos de proteina, grasa y carbohidratos [115], [116]. Respecto al
abordaje investigativo, el RCS no es llevado a cabo en las ratonas, dada la dificultad en la extraccién de
muestras de leche, por lo cual la intensidad de la inflamacion es medida en forma indirecta mediante la
observacion del dafio tisular, aunque se ha descrito la cuantificacion celular basada en el uso de secciones
histopatoldgicas [112]. También cabe destacar que algunas cepas de E. coli parecen mostrar
especificidad de hospedero, como la cepa E. coli P4, la cual es altamente virulenta en vacas, pero causa
enfermedad moderada, autolimitada o infeccidn latente en ciertas cepas de ratones [35], [49]. Aun asi, el
modelo murino ofrece perspectivas adicionales muy atractivas para el estudio de la mastitis. Este modelo
destaca como una alternativa barata, requiriendo sélo instalaciones estandar y experiencia bésica en
animales de laboratorio [67]. Ademas, el perfil genético similar de las cepas murinas endogamicas
disminuye la variabilidad entre animales, generandose significancia estadistica con menores tamafios
grupales [67], [114].

En el presente estudio se evalud la respuesta inmunoldgica humoral y la eficacia de una vacuna contra
la mastitis por E. coli, formulada en base a proteoliposomas generados de la misma cepa bacteriana, en
un modelo murino de mastitis clinica coliforme. Con los resultados obtenidos, se espera contribuir a la
comprension de los mecanismos inmunes de la glandula mamaria y la capacidad inmunogénica de los

proteoliposomas de origen bacteriano, tanto a nivel mamario como sistémico.
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1. HIPOTESIS

Una vacuna en base a proteoliposomas de E. coli, conformados como vesiculas anidnicas de tamafio
pequefio y capaces de incorporar proteinas antigénicas y PAMPs, induce inmunidad especifica y
disminuye el nivel de infeccion e inflamacidn del parénquima mamario, asi como la severidad del cuadro

clinico, en un modelo murino de mastitis clinica coliforme.

V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar una vacuna en base a proteoliposomas de E. coli y evaluar su capacidad inmunogeénica y

eficacia en un modelo murino de mastitis clinica coliforme.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la dosis minima infectante para el establecimiento de un modelo experimental de mastitis

clinica con una cepa de campo de E. coli en ratonas BALB/c.

2. Formulary caracterizar, mediante parametros fisico—quimicos y moleculares, una vacuna en base a

proteoliposomas obtenidos desde una cepa de campo de E. coli.

3. Evaluar la respuesta inmune humoral tras la inmunizacién con una vacuna de proteoliposomas de

E. coli en un modelo murino de mastitis clinica coliforme.

4. Determinar la eficacia de una vacuna de proteoliposomas de E. coli sobre un modelo murino de
mastitis clinica coliforme, mediante evaluaciéon clinica, analisis bacterioldgico y evaluacion

histopatoldgica de tejidos mamarios.
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1. OBJETIVO1:

Estimar la dosis minima infectante para el establecimiento de un modelo experimental de mastitis

clinica con una cepa de campo de E. coli en ratonas BALB/c.

1.1. MATERIAL Y METODOS
1.1.1. Animales

Se usaron 9 ratones (Mus musculus) de la cepa BALB/c, 6 hembras y 3 machos, de 12-14 semanas de
edad. Los ratones fueron mantenidos en la Unidad de Manejo Animal del Laboratorio de Vacunas
Veterinarias, Universidad de Chile, con alimento comercial (PROLAB® RMH 3000) y agua a libre
demanda. Dada la necesidad de trabajar con ratonas en lactancia, se inicio la sincronizacién sexual de
las hembras mediante la adicion de material de cama utilizado por machos en edad fértil durante los 4
dias previos al acoplamiento. Para el inicio de la reproduccion, los animales fueron divididos en 3 grupos
de 2 hembras y 1 macho, y fueron alojados en jaulas de 13,0 X 18,5 X 30,0 cm. A las 48 horas post
inicio de la reproduccién, los machos fueron retirados de los grupos. Las practicas de manejo y
procedimientos experimentales fueron aplicados segun las recomendaciones del Comité de Bioética,

Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile (Anexo 1).
1.1.2. Cepa bacteriana

Se utilizd la cepa nativa E. coli RM5278, aislada a partir de un caso de mastitis clinica bovina en la
Region Metropolitana. La cepa fue previamente caracterizada mediante bateria bioguimica corta y

reaccion de polimerasa en cadena (PCR) punto final.
1.1.3. Preparacion del in6culo bacteriano

La cepa nativa E. coli RM5278 fue sembrada en 100 mL de Infusion cerebro—corazén (AES
Laboratories) e incubada a 35 °C, con agitacion orbital continua, durante 18 horas. Tras la incubacion,
el cultivo fue centrifugado a 2.811 X g, 4 °C, por 20 minutos y el sedimento obtenido fue lavado 2 veces
con buffer fosfato salino (PBS). Tras el lavado, la suspensién bacteriana fue ajustada con PBS al tubo
0,5 de McFarland (1,5 X 108 UFC/mL). A partir de esta suspension, se realizaron diluciones al décimo
en PBS para obtener 3 suspensiones bacterianas a inocular, en el rango de 104, 10°y 10° UFC/mL, en los
grupos 1, 2 y 3, respectivamente. La concentracion real de bacterias viables de cada in6culo fue
corroborada mediante la siembra por diseminacion en placas de Agar McConkey (AES Laboratories) y

su incubacion a 35 °C, durante 18 horas, tras la cual se realiz6 el recuento de colonias.
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1.1.4. Determinacién de dosis minima infectante para el establecimiento del modelo experimental

Para el establecimiento del modelo experimental de mastitis clinica en ratonas, se empleé el protocolo
descrito por Chandler [110] con modificaciones. Brevemente, 7 dias post parto las crias fueron retiradas
de las jaulas y sacrificadas mediante inhalacion de CO,. Tras 2 horas post retiro de las crias, las hembras
fueron anestesiadas mediante inhalacion de Isoflurano hasta obtener un plano anestésico profundo. La
zona ventral fue desinfectada con etanol 70% (v/v) y secada a temperatura ambiente. El 4° par de
glandulas mamarias fue inoculado con 50 pL/glandula de la suspension bacteriana respectiva a cada
grupo, introduciendo una ajuga de 32G en 2/3 de su longitud a través del canal del pezon. El 3° par de
glandulas mamarias fue utilizado como control negativo e inoculado con 50 pL/glandula de PBS estéril,

bajo el mismo protocolo de inoculacion bacteriana.

A las 48 horas post inoculacion, las hembras fueron sacrificadas mediante inhalacion de CO.. La zona
ventral fue desinfectada con etanol 70% (v/v) vy, tras ser secada a temperatura ambiente, se abrio
completamente desde la zona del cuello hasta la zona pélvica, permitiendo la eversién de la piel y la
exposicion de las glandulas mamarias. Las glandulas del 3° y 4° par fueron removidas asépticamente,
pesadas con balanza analitica (XT 220-A, Precisa) y depositadas en placas de Petri estériles. Cada
glandula fue homogenizada con PBS estéril, a razon de 10 mL/gramo de tejido. A partir de este
homogenizado se realizaron diluciones al décimo con PBS estéril, las cuales fueron sembradas en
duplicado mediante diseminacién en placas de Agar McConkey (AES Laboratories) e incubadas a 35 °C

durante 18 horas, tras lo cual se realiz6 el recuento de colonias.

Como dosis minima infectante, se considerd la menor dosis capaz de infectar el 100% de las glandulas
inoculadas, con cambios macroscopicos evidentes en el tejido mamario (tales como edema, congestion

y focos abscedativos) y con recuentos bacterianos > 10° UFC/gramo.
1.1.5. Normas de bioseguridad

Se utilizaron las normas de bioseguridad recomendadas por los Centros de Prevencion y Control de
Enfermedades (CDC), Departamento de Salud y Servicios Humanos, Servicio de Salud Publica de
Estados Unidos, para un nivel de bioseguridad 2, correspondiente a “E. coli productora de Shigatoxina
(Verocitotoxina)” [117].
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1.2. RESULTADOS
1.2.1. Modelo experimental de mastitis clinica coliforme en ratonas lactantes

Sélo las dosis de 10° y 108 UFC/mL lograron generar signos clinicos locales y sistémicos en todos los
cuartos y ratonas desafiadas. La dosis de 10* UFC/mL s6lo generd mastitis clinica en una de las ratonas

infectadas, y de una severidad clinica visualmente menor respecto a las otras dosis.

En las ratonas enfermas, los sintomas comenzaron a manifestarse dentro de las 12 horas post inoculacion
y correspondieron a aumento de volumen local y congestion mamaria (visualizada transcutaneamente
como un oscurecimiento del tejido glandular). En algunas ratonas se observé inflamacién y congestion
en los pezones, lo cual fue considerado parte del efecto traumatico propio de la inoculacion con aguja.
Los sintomas sistémicos incluyeron anorexia, depresion, inactividad, hundimiento de costillas, aumento
de la frecuencia respiratoria, postura cifética y claudicacion. Tras la eutanasia, los signos macroscopicos
de patologia mamaria incluyeron aumento de volumen del parénquima mamario, edema, congestion,

friabilidad y consolidacion (Figura 1).

Visualmente pudo establecerse una relacion directa entre la gravedad de la sintomatologia clinica, la
severidad de los cambios macroscopicos observados a la necropsia y la magnitud de la dosis bacteriana

infectante utilizada (Figura 1).
1.2.2. Determinacién de la dosis minima infectante para el modelo murino de mastitis clinica coliforme

Tras la infeccidon experimental de las hembras lactantes, los in6culos bacterianos fueron llevados al
laboratorio y sometidos a bacteriologia cuantitativa para corroborar la magnitud de cada uno de ellos, lo

cual fue demostrado tras su incubacion en Agar McConkey durante 18 horas (Tabla 1).

Dado que la dosis de 10* UFC/mL generd infeccion sélo en una de las ratonas y arrojé un recuento tisular
promedio de 10® UFC/gramo, fue descartada del estudio (Tabla 1). Como se describi6 en el punto 1.2.1.,
las dosis del orden de 10° y 106 UFC/mL generaron un cuadro clinico moderado a severo con cambios
macroscopicos evidentes en el tejido mamario. Ademas, ambas dosis lograron indistintamente recuentos
bacterianos tisulares del orden de 10" UFC/gramo. En base al criterio establecido en el punto 1.1.4., para
los ensayos subsecuentes se selecciond una dosis de inoculacion intramamaria del orden de 10° UFC/mL

(equivalente a 5.000 UFC/glandula mamaria).
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2. OBJETIVO 2:

Formular y caracterizar, mediante parametros fisico-quimicos y moleculares, una vacuna en base

a proteoliposomas obtenidos desde una cepa de campo de E. coli.

2.1. MATERIAL Y METODOS
2.1.1. Cepa bacteriana

Se utiliz6 la misma cepa nativa descrita en el punto 1.1.2 (E. coli RM5278), aislada a partir de un caso
de mastitis clinica bovina en la Region Metropolitana.

2.1.2. Preparacion de proteoliposomas bacterianos

La cepa bacteriana fue sembrada en 500 mL de Infusion cerebro—corazon (AES Laboratories) e incubada
a 35 °C, bajo agitacion orbital continua durante 18 horas. Tras la incubacion, el cultivo fue centrifugado
a2.811 Xg, 4 °C, por 20 minutos. El sedimento obtenido fue lavado 2 veces con PBS estéril, luego fue
resuspendido en un buffer de lisis estéril (Imidazol 20 mM; Na;HPO, 20 mM; NaCl 500 mM; pH 7,4;
10 mL/gramo) y finalmente congelado a -80 °C durante 2 horas. La suspension bacteriana congelada fue
sometida a sonicacion (Hielscher Ultrasonic Processor UP400S) a 400 Watts (24 kHz), en presencia de
perlas de Zirconia/Silica 0,1 mm estériles (BioSpec Products; 1 g/10 mL), con un pulso continuo durante
6 minutos, sin sobrepasar los 50 °C, y luego fue nuevamente congelada a -80 °C durante 2 horas. Este
procedimiento fue repetido hasta completar 6 pulsos de sonicacion, tras los cuales la suspensién fue
centrifugada a 2.811 Xg, 4 °C, por 20 minutos. Tras la centrifugacion, el sobrenadante obtenido fue
centrifugado a 17.319 X g, 4 °C, por 40 minutos, reservando el sedimento (“membranas celulares™). Este
sedimento fue resuspendido en un buffer de solubilizacidon estéril (Tris—=HCI 20 mM pH 7,5; KCI 25 mM;
Deoxicolato de sodio 15 mM; 10 mL/gramo) e incubado a 17 °C, bajo agitacion continua, por 18 horas.
Luego la suspension fue centrifugada a 2.811 Xg, 17 °C, por 40 minutos, reservando el sobrenadante
con las membranas celulares resuspendidas. La remocién del detergente desde la suspension fue
realizada mediante su incubacién con Bio-Beads® (BioRad) estériles, en dos fases consecutivas de
extraccion, siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, los Bio—Beads® se dejaron decantar y
la suspension de proteoliposomas fue rescatada asépticamente mediante jeringa estéril. EIl procedimiento
de produccidn fue realizado un total de 3 veces, obteniéndose 3 lotes consecutivos los que fueron

caracterizados como se detalla en el punto 2.1.3.
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2.1.3. Caracterizacion de proteoliposomas bacterianos

2.1.3.a. Cuantificacion de proteinas totales mediante BCA Protein Assay Kit: la concentracion de
proteinas fue medida mediante “BCA Protein Assay Kit” (Novagen®, Merck Millipore). Brevemente, una
alicuota de la suspension fue diluida secuencialmente al décimo con agua nanopura. Se mezclaron 25 pL
de cada dilucién con 200 pL de solucion BCA y 4 pL de sulfato clprico 4%., considerando ademas un
control negativo con agua nanopura. Tras homogenizar, las muestras fueron incubadas a 35 °C durante
30 minutos. Luego de la incubacion, la densidad 6ptica de las muestras fue medida con espectrofotémetro
EPOCH (BioTek®) a 562 nm. Considerando las diluciones de la muestra, los valores de concentracion
de proteina total (ug/mL) fueron obtenidos a partir de los valores de densidad dptica, mediante una curva

de regresion previamente construida con valores conocidos de albumina sérica bovina.

2.1.3.b. Electroforesis en gel denaturante de poliacrilamida con dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE): el gel
resolutivo fue preparado al 12,5% [agua desionizada, 31,06% (v/v); Tris—HCI 1,5M, pH 8,8, 24,86%
(v/v); dodecil sulfato sodico 10% (p/v), 0,99% (v/v); acrilamida:bisacrilamida (30:0,8), 42% (Vv/V);
persulfato de amonio 10% (p/v), 0,99% (v/v); N,N,N',N'—tetrametiletilenodiamina, 0,10% (v/v)]. Las
muestras analizadas (sedimento bacteriano, sedimento bacteriano sonicado, sedimento de membranas y
proteoliposomas) fueron ajustadas a una concentracion comun de proteinas, mezcladas con buffer de
carga 3X SDS Sample Buffer (BioLabs) y hervidas a 95 °C por 5 minutos. Luego, 25 uL de cada muestra
fueron cargados en el gel concentrador. Como control, se cargaron 5 L de estandar de peso PageRuler™
Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). La electroforesis fue llevada a cabo con buffer de
corrida [Tris 0,4% (p/v); Glicina 1,44% (p/v); SDS 0,1% (p/v); pH 8,3] a 170 Voltios por 60 minutos.
Terminada la electroforesis, el gel fue tefiido [azul brillante de Coomassie P-250 0,1% (p/v); metanol
40% (v/v); acido acético 7% (v/v)] bajo agitacion continua por 30 minutos. Finalmente, el gel fue
destefiido [metanol 40% (v/v); acido acético 7% (v/v)], bajo agitacidn continua, hasta la visualizacién de
las bandas de proteinas. El gel fue fotografiado con camara de alta resolucién y posteriormente analizado

mediante el software GelAnalyzer, version 2010a (Dr. Istvan Lazar, D.D.R.R.).

2.1.3.c. Ensayo Purpald para cuantificacién de lipopolisacarido (LPS): para cuantificar el contenido de
LPS en la preparacion, se realizd Ensayo Purpald segln el protocolo descrito por Lee y Tsai [118].
Brevemente, se prepararon diluciones de la muestra con agua nanopura, las cuales fueron cargadas en
duplicado (50 pL) en una placa de microtitulacion de 96 pocillos (Nunc Maxisorp, Thermo Scientific).
Se agregaron 50 uL de NalO.s 32 mM vy la placa fue incubada a temperatura ambiente por 25 minutos.
Tras la incubacion, se agregaron 50 uL de Reactivo Purpald (Purpald® > 99%, Sigma Aldrich®) 136 mM
en NaOH 2N y se incubd a temperatura ambiente por 20 minutos. Luego se agregaron 50 uL de NalO4

64mM vy se incub6 a temperatura ambiente por 20 minutos. Finalmente, se agregaron 20 pL de
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isopropanol para eliminar las burbujas. La absorbancia fue medida en espectrofotometro EPOCH
(BioTek®), a una densidad 6ptica de 550 y 655 nm, considerandose como absorbancia final la diferencia
entre ambas lecturas. La concentracion de LPS (mg/mL) fue obtenida a partir de los valores de densidad
Optica, mediante una curva de regresion previamente construida con valores conocidos de LPS comercial

(Lipopolysaccharides from E. coli 0111:B4; Sigma Aldrich®).

2.1.3.d. Cuantificacion de acidos nucleicos: para detectar la incorporacion de material genético en los
proteoliposomas, una alicuota fue incubada a 95 °C por 10 minutos y cuantificada directamente en
espectrofotometro Epoch (BioTek®) a 260-280 nm. Ademas, una muestra fue sometida a extraccion de
DNA mediante fenol-cloroformo bésico, segun el protocolo descrito por Cheng y Jiang [119].
Brevemente, a 200 L de la muestra se adicionaron SDS (Winkler Ltda.) 1% (p/v) y 1 volumen de fenol—
cloroformo (Winkler Ltda.). Luego se centrifugé a 14.000 Xg por 10 minutos, recuperandose el
sobrenadante. Se volvio a adicionar 1 volumen de fenol—cloroformo y se centrifugd a 14.000 Xg por 10
minutos, recuperandose el sobrenadante. Se agregaron 2,5 volimenes de etanol absoluto, 1/10 volumen
de solucion de acetato de sodio 3M pH 5,2 (Winkler Ltda.), tras lo cual la muestra fue congelada a -20
°C por 2 horas. Luego se centrifugd a 14.000 Xg por 10 minutos y el sedimento obtenido fue
resuspendido en 200 pL de etanol 70% (v/v). Luego de una centrifugacion a 14.000 X g por 30 minutos,
el sedimento resultante fue secado a temperatura ambiente y resuspendido en 100 L de agua nanopura.
Finalmente, la extraccion fue cuantificada a 260-280 nm en espectrofotdmetro. Ademas, para visualizar
la incorporacion e integridad del material genético, ambas mediciones fueron sometidas a electroforesis
en geles de agarosa. Los geles fueron preparados al 0,7-1,0% (Seakem® LE Agarose, Lonza) en buffer
TAE (Tris 40 mM; acido acético 19 mM; EDTA 1 mM; pH 7,5), con GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain,
10.000 X in DMSO (Biotium®). Las muestras fueron mezcladas con buffer de carga (5 x DNA Loading
Buffer, Blue; Bioline) y 10 pL de la mezcla fueron cargados en el gel. Como control positivo, un carril
fue cargado con 1 pL de HyperLadder™ 1 kb (BioSonda). La electroforesis fue realizada con buffer

TAE a 90 Voltios por 60 minutos y el gel fue visualizado sobre transiluminador de luz ultravioleta.

2.1.3.e. Microscopia electronica de transmision (TEM): para la evaluacion de la morfologia y tamafio de
los proteoliposomas, 10 puL de la suspension fueron puestos en grillas de 300 mesh cubiertas con
FormVar/Carbon (Electron Microscopy Sciences). Tras remover el exceso de liquido, las grillas fueron
cubiertas con 10 pL de acetato de uranilo 2% por 1 minuto. Una vez secas, las muestras fueron observadas
mediante microscopio de transmisién de electrones (TEM) en la Unidad de Microscopia Avanzada de la
Facultad de Ciencias, Universidad Catélica de Chile, operado a 80 kV. Las imagenes fueron analizadas
mediante software ImageJ 1.51n (Dr. Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).
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2.1.3.f. Medicion de tamafio promedio y potencial C: las mediciones del tamafio y potencial £ fueron
realizadas con el equipo Brookhaven ZetaPlus (Brookhaven Instruments Corp.). Brevemente, 50 pyL de
la suspension de liposomas y de distintas fracciones obtenidas durante el proceso de produccion
(sedimento bacteriano lavado, sedimento bacteriano sonicado y sedimento de membranas) fueron
diluidos en 5 mL de solucion de KCI 1 nM (filtrada con filtro de 0,22 um) y cargados en cubetas
desechables de poliestireno Optico. Las mediciones de tamafio fueron realizadas mediante dispersion

dinamica de luz, mientras que para las mediciones de potencial £ se utilizé una sonda de paladio.
2.1.4. Anélisis estadistico

La comparacidn entre los parametros fisicos de los proteoliposomas, respecto a las otras fracciones del
proceso productivo, fue realizada mediante analisis de varianza (ANOVA) de 1 criterio, previa
corroboracién de normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk) y homoscedasticidad. Luego se aplicé la prueba
de comparaciones multiples de Tukey, con un indice de confianza (IC) de 95%. Para el andlisis se utilizd
el software estadistico R versién 3.4.2 (© The R Foundation). Las diferencias fueron consideradas
significativas con valores de P < 0,05. Los resultados fueron graficados mediante el software GraphPad
PRISM® version 6.01 (GraphPad Software, Inc.).

2.1.5. Formulacion de vacunas y placebos

En base a la concentracion de proteinas totales (Punto 2.1.3.a.), las vacunas fueron formuladas
conteniendo en cada dosis: proteoliposomas de E. coli RM5278: 50 ug; gel de hidréxido de aluminio?:
800 ug; agua bidestilada estéril: c.s.p. 200 pL. Por su parte, los placebos fueron formulados conteniendo
en cada dosis: gel de hidréxido de aluminio': 800 pg; agua bidestilada estéril: c.s.p. 200 pL. Las
formulaciones fueron preparadas en forma aséptica bajo camara de flujo laminar y almacenadas a 4 °C
hasta su uso. Previo a la ejecucion del ensayo, la esterilidad de ambas formulaciones fue demostrada
mediante siembra en los medios liquidos Tioglicolato mas Rezasurina (THIO-CLAIR, bioMérieux®) y
Tripticasa Soya (Biokar Diagnostics) e incubacion a 35 y 20 °C, respectivamente, durante 14 dias,

periodo en el cual se descarto la aparicion de turbidez [120].
2.1.6. Normas de bioseguridad

Se utilizaron las normas de bioseguridad recomendadas por los CDC, Departamento de Salud y Servicios
Humanos, Servicio de Salud Publica de Estados Unidos, para un nivel de bioseguridad 2, correspondiente

a “E. coli productora de Shigatoxina (Verocitotoxina)” [117].

! Preparado por VENCOFARMA Ltda. (concentracion: 51,9 mg/mL; adsorcion: 17,7; sedimento: 20 mL).
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2.2. RESULTADOS
2.2.1. Los proteoliposomas incorporaron moléculas bacterianas con rol inmunoestimulante

En la Tabla 2 se presentan los resultados (promedio * desviacién estandar) de la cuantificacion de
proteinas totales, material genético y LPS en 3 lotes consecutivos de formulacién de proteoliposomas.
Respecto a la concentracion de proteinas totales, cuantificada mediante BCA Protein Asay Kit
(Novagen®, Merck Millipore) se obtuvo un resultado promedio de 5.596,141 + 509,050 pg/mL para los
3 lotes. En base a este parametro, se eligié el lote con la mayor concentracion de proteinas (6.154,747
pg/mL) para la formulacién de las dosis empleadas en los objetivos 3y 4. En la Figura 2 se presenta el
patron electroforético de proteinas totales de los 3 lotes evaluados en un gel de poliacrilamida al 12,5%.
Los 3 lotes de produccidon muestran un patron idéntico, tanto en el nimero como en la intensidad de las
bandas detectadas y cuantificada por el software GelAnalizer2010a. Destaca principalmente la banda
cercana a los 35 kDa, la cual corresponde al 41% del contenido total de proteinas de la muestra. En forma
secundaria destacan una banda en torno a los 100 kDa (6,3%), 55 kDa (5,0%), 2 bandas de entre 25-30
kDa (aproximadamente 6,0% cada una) y una banda de 15 kDa (7,0%). Un analisis comparativo entre
distintas fracciones recolectadas durante el proceso productivo de un lote de proteoliposomas se muestra
en la Figura 3. Mediante software GelAnalizer2010a es posible detectar practicamente el mismo niimero
de bandas proteicas, aunque algunas de ellas varian en intensidad (y, por tanto, en participacion
porcentual) entre las distintas fracciones. EI mayor cambio en el patrén electroforético se produce en el
paso del sedimento bacteriano sonicado al sedimento de membranas. No obstante, es posible observar
un alto grado de homologia entre los patrones proteicos de las 4 fracciones evaluadas, dando cuenta de

un alto grado de conservacion del patrimonio proteico bacteriano a lo largo del proceso productivo.

La incorporacién de material genético bacteriano en los proteoliposomas fue cuantificada mediante 2
técnicas. Como primera aproximacion, las muestras fueron incubadas a 95 °C durante 10 minutos, para
facilitar la liberacion del DNA, y luego cuantificadas directamente en espectrofotometro, obteniéndose
un resultado promedio de 1.102,228 + 114,727 ng/mL para los 3 lotes; sin embargo, se observo una
relacion 260/280 de 1,347 + 0,042, dando cuenta de una considerable interferencia en la medicién por
parte de proteinas. En una segunda aproximacion, el material genético fue extraido mediante el método
estandar de fenol—cloroformo bésico y luego cuantificado. No obstante, con esta metodologia se obtuvo
un resultado casi 30 veces menor (39,825 + 15,991 ng/pL) y con una pobre relaciéon 260/280 (1,010 +
0,019). Los resultados de la electroforesis en geles de agarosa—TAE (Figura 4) demuestran la
incorporacion de material genético en las formulaciones. Para el caso de las muestras incubadas a 95 °C
durante 10 minutos (Figura 4.a; gel agarosa—TAE 1%) la mayor parte del material genético de los 3 lotes

evaluados no logré migrar a través del gel, siendo retenido en los pocillos. El escaso material genético
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capaz de atravesar el gel corresponde a DNA degradado, el cual se manifiesta sutilmente a lo largo de
los carriles. Bajo un patrén distinto, el material genético extraido con el método de fenol—cloroformo
basico (Figura 4.b; gel agarosa—TAE 0,7%) logré migrar a través del gel y se concentré como una banda

difusa en torno a los 4.000-5.000 pb, no observandose material genético degradado sobre o bajo ella.

El contenido de LPS en los proteoliposomas fue cuantificado mediante ensayo Purpald, segin el
protocolo descrito por Lee y Tsai [118]. El resultado obtenido para los 3 lotes fue similar, con un
promedio de 97,890 + 7,548 mg/mL.

2.2.2. Caracterizacion fisica de proteoliposomas

Uno lote fue seleccionado para su observacion y anélisis mediante TEM, cuyos resultados se presentan
en la Figura 5. Los proteoliposomas fueron observados como vesiculas redondas o ligeramente ovaladas,
delimitadas externamente por una membrana completamente cerrada y en cuyo interior, ocasionalmente,
fue posible observar fragmentos de membranas (Figura 5.b) o proteoliposomas de menor tamafio (Figura
5.a.). El tamafio promedio de las vesiculas fue estimado en 105,517 + 24,737 nm, con un rango de
61,947-170,479 (Figura 5.d).

En la Figura 6 se presentan los valores del tamafio de particulas, polidispersidad y potencial ¢, y
corresponden a las estimaciones obtenidas por el equipo Brookhaven ZetaPlus para 3 fracciones
(sedimento bacteriano, sedimento de membranas y proteoliposomas) recolectadas durante el proceso
productivo de 3 lotes consecutivos. La estimacion del tamafio de particulas para la fraccion de sedimento
bacteriano fue de 1.591,1 £ 63,3 nm, valor cercano al descrito para E. coli en la literatura (500 x 2.000
nm) [121]. En forma importante, el tamafio promedio de particula estimado para los proteoliposomas
(352,2 £ 8,7 nm) fue significativamente mayor (P < 0,0001) respecto al estimado para el sedimento de
membranas (302,2 + 11,3 nm). Cabe destacar que la estimacion del tamafio de los proteoliposomas
mediante Brookhaven ZetaPlus result6 significativamente mayor (P < 0,0001) respecto a la realizada
mediante TEM (Figuras 5 y 6). La polidispersidad, parametro frecuentemente descrito para la
caracterizacion de particulas y polimeros como medida de la heterogeneidad en la distribucion de los
pesos moleculares [99], arrojo valores de polidispersidad moderada (en base a la técnica de dispersion
dinamica de luz, empleada por el equipo) para las 3 fracciones (sedimento bacteriano: 0,245 + 0,038;
sedimento de membranas; 0,172 + 0,021; proteoliposomas: 0,213 + 0,027). Este parametro fue
significativamente mayor para los proteoliposomas respecto al sedimento de membranas (P = 0,0013;
Figura 6). Finalmente, la estimacion del potencial ¢, como indicador de la carga eléctrica neta de las
vesiculas [103], mostré valores negativos para las 3 fracciones evaluadas (sedimento bacteriano: —31,30
* 0,46; sedimento de membranas; —33,96 + 0,97; proteoliposomas: —40,33 + 1,03), siendo estos valores

significativamente distintos entre las 3 fracciones (P < 0,0001) (Figura 6).
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3. OBJETIVO 3:

Evaluar la respuesta inmune humoral tras la inmunizacion con una vacuna de proteoliposomas de

E. coli en un modelo murino de mastitis clinica coliforme.

3.1. MATERIAL Y METODOS
3.1.1. Animales

Se utilizaron ratones (Mus musculus) de la cepa BALB/c de 12—-14 semanas de edad, 16 hembras (28—
34 g) y 8 machos. Las hembras fueron separadas en 2 grupos (vacunado y control) en jaulas de 16,4 X
25,5 X 47 cm. Por su parte, los machos fueron alojados en jaulas de 13 X 18,5 X 30 cm., hasta la
reproduccion. Los ratones fueron mantenidos en la Unidad de Manejo Animal del Laboratorio de
Vacunas Veterinarias, Universidad de Chile, con alimento comercial (PROLAB® RMH 3000 5P00) y
agua a libre demanda. Las practicas de manejo y procedimientos experimentales fueron aprobadas por
el Comité de Bioética, Facultad de Cs. Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile (Anexo 1).

3.1.2. Vacuna

El antigeno vacunal correspondié a proteoliposomas de la cepa nativa E. coli RM5278 (50 pg/dosis),
emulsionados con gel de hidroxido de aluminio (800 pg/dosis) y contenidos en un volumen total de 200
pL/dosis/animal. Por su parte, el placebo correspondié a gel de hidréxido de aluminio (800 pg/dosis),
contenidos en un volumen total de 200 pL/dosis/animal. La preparacién de las vacunas y placebos se

encuentra detallada en los puntos 2.1.2'y 2.1.5.
3.1.3. Indculo bacteriano

La cepa nativa E. coli RM5278 fue sembrada en 100 mL de Infusion cerebro—corazon e incubada a 35
°C, con agitacion orbital continua, durante 18 horas. Tras la incubacion, el cultivo fue centrifugado a
2.811 Xg, 4 °C, por 20 minutos. El sedimento bacteriano obtenido fue lavado 2 veces y ajustado al tubo
0,5 de McFarland (1,5 X 108 UFC/mL) con PBS estéril. A partir de esta solucion se realizaron diluciones
al décimo en PBS, hasta obtener la dosis infectante requerida (10° UFC/mL). La concentracion real de
bacterias viables del indculo fue corroborada mediante la siembra por diseminacion en Agar McConkey

(AES Laboratories) e incubacion a 35 °C por 18 horas, tras la cual se realiz6 el recuento de colonias.
3.1.4. Disefio experimental

En la Figura 7 se esquematiza el disefio experimental del ensayo de vacunacion en modelo murino de
mastitis. Al inicio del ensayo (dia 0) las ratonas del grupo vacunado recibieron una dosis de la vacuna

por via subcutanea en la zona de la nuca, con aguja de 24G, mientras las ratonas del grupo control
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recibieron una dosis de placebo bajo el mismo protocolo. Ademas, dada la necesidad de trabajar con
ratonas en lactancia y evaluar la funcionalidad reproductiva como parametro de seguridad post
vacunacion, simultdneamente se inicio la sincronizacion sexual de las hembras mediante la adicion
durante 4 dias de material de cama utilizado por machos en edad fértil. Al 5° dia del ensayo se inicio la
reproduccion de las ratonas, mediante la incorporacion de machos a razén de 2 hembras/macho en jaulas
de 16,4 X 25,5 X 47,0 cm. La reproduccién se extendié por 72 horas, periodo tras el cual los machos
fueron retirados. Una segunda dosis de la vacuna o placebo, segun corresponda, fue administrada el dia
21 del ensayo, bajo el mismo protocolo de la primera inmunizacion. El dia 33 del ensayo se llevé a cabo
el desafio bacteriano en ambos grupos segun el protocolo descrito por Chandler [110] con
modificaciones. Brevemente, las crias fueron retiradas de las jaulas y sacrificadas mediante inhalacién
de CO,. Tras 2 horas post retiro de las crias, las hembras fueron anestesiadas mediante inhalacion de
Isoflurano hasta lograr un plano anestésico profundo. La zona ventral fue desinfectada con etanol 70%
(v/v) y secada a temperatura ambiente. EI 4° par de glandulas mamarias fue inoculado con 50
pL/glandula del inéculo bacteriano, introduciendo una ajuga de 32G en 2/3 de su longitud a través del
canal del pezon. El 3° par de glandulas mamarias fue utilizado como control negativo e inoculado con
50 uL/glandula de PBS estéril (Figura 8). A las 48 horas post inoculacion (dia 35), las hembras de ambos

grupos fueron sacrificadas mediante inhalacion de CO,, para la extraccion de glandulas mamarias.
3.1.5. Analisis de seguridad

Tras la vacunacion, las ratonas fueron sometidas a un protocolo de evaluacién individual, adaptado del
protocolo propuesto por Morton y Griffiths [122] (Anexo 2), a modo de detectar alteraciones clinicas y/o
conductuales asociadas a las 2 vacunaciones. Ademas, se evalué el desempefio reproductivo de todas las
hembras, registrandose la tasa de prefiez a los 20 dias post inicio del acoplamiento reproductivo (dia 25

del ensayo) y el tamafio de camada observado dentro de 12 horas post parto.
3.1.6. Extraccidén y procesamiento de glandulas mamarias

Tras el sacrificio, la zona abdominal fue desinfectada con etanol 70% (v/v) y se abri6 completamente
desde el cuello hasta la zona pélvica, permitiendo la eversion de la piel y la exposicion de las glandulas
mamarias. Las glandulas del 3° y 4° par fueron removidas asépticamente y depositadas en placas de Petri
estériles. Las glandulas derechas fueron sometidas a analisis inmunohistoquimico e histopatoldgico
(puntos 3.1.10 y 4.1.4). Por su parte, las glandulas izquierdas fueron utilizadas para el analisis
bacteriol6gico y ELISA indirecto (puntos 3.1.10, 4.1.2-4.1.3; Figura 8).
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3.1.7. Extraccién y procesamiento de muestras de sangre

Las extracciones de sangre se realizaron los dias 1, 21 y 35 del ensayo. Para la extraccion de los dias 1
y 21 las ratonas fueron anestesiadas mediante inhalacién de Isoflurano hasta obtener un plano anestésico
superficial. Una vez anestesiadas, la sangre fue obtenida mediante puncién de la vena superficial
temporal con agujas de 21G, y recolectada en tubos tipo Eppendorf de 0,7 mL. La muestra del dia 35 fue
obtenida post sacrificio mediante puncién cardiaca con aguja de 21G y recolectada en tubos tipo
Eppendorf de 0,7 mL. Finalmente, las muestras fueron centrifugadas a 2.350 X g por 5 minutos y los
sueros obtenidos fueron almacenados a -20 °C hasta su utilizacion.

3.1.8. Detecciodn de anticuerpos especificos en sangre mediante ELISA indirecto

Mediante ELISA indirecto se determind la presencia de IgG, 1gG1 e 1gG2a especificas contra E. coli en
el suero sanguineo obtenido durante los 3 muestreos de sangre en ambos grupos experimentales. Para
ello, se usaron placas de 96 pocillos de fondo plano (PolySorp™, Nunc™) para cada isotipo de
anticuerpo, las cuales fueron cubiertas con 50 pL/pocillo de las 2 siguientes preparaciones antigénicas:

a) Proteoliposomas de E. coli RM5278: el antigeno vacunal (cuya preparacion se detalla en el punto
2.1.2) fue ajustado en base a la concentracion de proteinas totales (punto 2.1.3.a) a 40 pug/mL, en buffer
de pegado (Na,CO3 0,15M; NaHCO; 0,35 M; pH 9,6).

b) E. coli ATCC 25922: la cepa fue sembrada en 100 mL de Infusion cerebro—corazoén e incubada a 35
°C, bajo agitacion orbital continua, por 18 horas. Tras la incubacion, el cultivo fue centrifugado a 2.811
X g por 20 minutos y el sedimento fue lavado 2 veces con PBS estéril. Finalmente, el sedimento fue
ajustado mediante nefelometriaa 1 X 10° UFC/mL en buffer de pegado e inactivado con fenol 1% (p/v).
Ademas, en cada placa, se consideraron 4 pocillos como controles negativos, cubiertos s6lo con buffer
de pegado, para evaluar la union inespecifica de anticuerpos al plastico. Para el pegado del antigeno, las
placas fueron protegidas con Parafilm® M e incubadas a 4 °C durante 18 horas. Luego las placas fueron
lavadas 2 veces con buffer de lavado [Tween 20 0,05% (v/v) en PBS] y blogueadas con buffer de bloqueo
[leche descremada al 5% (p/v) en PBS; 150 pL/pocillo] a 37 °C durante 1 hora. Tras 2 lavados, se
agregaron los sueros diluidos a razén 1:1.000 en buffer de dilucion [leche descremada 0,5% (p/v) en
PBS] y se incubaron a 37 °C durante 2 horas. Las placas fueron lavadas 5 veces e incubadas con
anticuerpos secundarios anti-IgG, 1gG1l e 1gG2a (segun corresponda) de raton conjugados con
peroxidasa (dilucion 1:10.000; anti—IgG: burro, Jackson InmunoResearch Laboratories Inc.; anti-lgG1
y anti-lgG2a: cabra, Santa Cruz Biotechnology®, Inc.) a 37 °C durante 45 minutos. Finalmente, tras 5
lavados, los inmunocomplejos fueron detectados mediante la adicion de un sustrato cromogénico (1
Step™ Ultra TMB-ELISA, Thermo Scientific) y la reaccion fue detenida con un isovolumen de H,SO4

2N. La lectura de las placas fue realizada mediante espectrofotémetro EPOCH (BioTek®) a 450 nm.
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3.1.9. Deteccion de anticuerpos especificos en glandula mamaria mediante ELISA indirecto

Mediante ELISA indirecto se evalué la presencia de 1gG, 1gG1, 1gG2a e IgA especificas contra E. coli
en los tejidos mamarios (“homogenizados mamarios”; punto 4.1.1.). Para ello, se usaron placas de 96
pocillos de fondo plano (PolySorp™, Nunc™) para cada isotipo, las cuales fueron cubiertas con 50
uL/pocillo de proteoliposomas de E. coli RM5278 (punto 2.1.2), ajustados a 40 pg/mL en buffer de
pegado (Na.COs; 0,15M; NaHCOs 0,35 M; pH 9,6). Ademas, en cada placa se consideraron 4 pocillos
como controles negativos, cubiertos solo con buffer de pegado, para evaluar la union inespecifica de
anticuerpos al plastico. Para el pegado del antigeno, las placas fueron protegidas con Parafilm® M e
incubadas a 4 °C por 18 horas. Las placas fueron lavadas 2 veces con buffer de lavado [Tween 20 0,05%
(v/v) en PBS] y bloqueadas con buffer de bloqueo [leche descremada al 5% (p/v) en PBS; 150 pL/pocillo]
a 37 °C por 1 hora. Tras 2 lavados, se agregaron los homogenizados mamarios diluidos a razén 1:500 en
buffer de dilucion [leche descremada 0,5% (p/v) en PBS] y se incubaron a 37 °C por 2 horas. Las placas
fueron lavadas 5 veces e incubadas con anticuerpos secundarios anti-1gG, 1gG1, 1gG2a e IgA de raton
conjugados con peroxidasa (dilucion 1:10.000; descritos en punto 3.1.8.) a 37 °C por 45 minutos.
Finalmente, tras 5 lavados, los inmunocomplejos fueron detectados mediante un sustrato cromogénico
(1-Step™ Ultra TMB—ELISA, Thermo Scientific) y la reaccion fue detenida con un isovolumen de
H.SO, 2N. La lectura fue realizada mediante espectrofotémetro EPOCH (BioTek®) a 450 nm.

3.1.10. Deteccidn de anticuerpos totales en glandula mamaria mediante inmunohistoquimica

Los anticuerpos totales a nivel local fueron cuantificados mediante inmunohistoquimica, contrastando
los resultados entre ambos grupos experimentales. Para ello, las glandulas extraidas fueron fijadas en
solucion de formalina tamponada al 10% (v/v) y, una vez fijadas, se realizaron cortes seriados de 5 um
de espesor, los que fueron montados en portaobjetos. Para la técnica se usoé el kit comercial UltraVision™
LP Large Volume Detection System: HRP Polymer (Ready-To-Use) (Thermo Scientific), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las muestras fueron lavadas con PBS y rehidratadas, para luego
ser bloqueadas mediante incubacion con peréxido de hidrégeno 3% (v/v) a temperatura ambiente por 10
minutos y, tras 4 lavados, con solucién de bloqueo Ultra V Block (Thermo Scientific) por 5 minutos.
Tras lavar, las muestras fueron incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora con anticuerpo primario
anti IgG, 1gG1, IgG2a e IgA de ratén conjugados con peroxidasa (dilucion 1:100 en solucién de bloqueo;
anti-lgG: burro, Jackson InmunoResearch Laboratories Inc.; anti-IgG1 y anti—IgG2a: cabra, Santa Cruz
Biotechnology®, Inc.; anti-IgA: burro, Jackson InmunoResearch Laboratories Inc.). Luego de lavar 4
veces, se incubaron a temperatura ambiente por 10 minutos con Primary Antibody Enhancer (Thermo
Scientific) y se lavaron nuevamente 4 veces. Tras el lavado, se incubaron bajo oscuridad a temperatura

ambiente por 15 minutos con HRP Polymer (Thermo Scientific) y se volvieron a lavar 4 veces. Luego
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se incubaron con el cromogeno tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina (DAB; Tecnolab) hasta
lograr la tincion adecuada. Finalmente, los cortes fueron lavados 4 veces con agua destilada,
contratefiidos con Hematoxilina, deshidratados, montados y cubiertos mediante el medio de montaje
Neo—Mount® (Merck Millipore). Las muestras fueron observadas con microscopio Olympus FSX100,
fotografiadas con cdmara de alta resolucién y analizadas mediante software ImageJ 1.51n (Dr. Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA).

3.1.11. Andlisis estadistico

La asociacion entre la tasa de prefiez al dia 16 post inicio de la reproduccion y el tratamiento respectivo
(vacuna o placebo) fue analizada mediante la prueba de probabilidad exacta de Fisher. El tamafio de
camada de las hembras de ambos grupos fue comparado mediante prueba de t-Student, previa
corroboracion de normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk) y homoscedasticidad. Para el anlisis de los
niveles de inmunoglobulinas especificas en sangre, se construyeron modelos lineales generalizados
mixtos, considerando como efectos fijos el tratamiento (placebo v/s vacuna) y el tiempo de medicién
(dia 0, 21 y 35 post vacunacion), mientras las ratonas (individuos) fueron consideradas como efecto
aleatorio. Por otra parte, los niveles de inmunoglobulinas (totales y especificas) en glandulas mamarias,
fueron comparados entre grupos experimentales mediante Prueba de Suma de Rangos de Wilcoxon, con
un IC del 95%. Para todos los andlisis se utiliz6 el software estadistico R version 3.4.2 (© The R
Foundation). Las diferencias fueron consideradas significativas con valores de P < 0,05. Los resultados

fueron graficados mediante el software GraphPad PRISM® versién 6.01 (GraphPad Software, Inc.).
3.1.12. Normas de bioseguridad

Se utilizaron las normas de bioseguridad recomendadas por los CDC, Departamento de Salud y Servicios
Humanos, Servicio de Salud Publica de Estados Unidos, para un nivel de bioseguridad 2, correspondiente

a “E. coli productora de Shigatoxina (Verocitotoxina)” [117].
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3.2. RESULTADOS
3.2.1. La vacuna en base a proteoliposomas bacterianos fue segura en el modelo empleado

Luego de cada vacunacion, las ratonas fueron observadas diariamente para la deteccion de signos locales
0 sistémicos, en base al protocolo adaptado de Morton y Griffiths [122] (Anexo 2). Tras la inoculacién,
las ratonas sélo mostraron un leve aumento de volumen en el sitio de puncién, el cual desapareci6 dentro
de las 24 horas post inyeccion. En base al protocolo, todas las ratonas mostraron un score clinico de 0,
por lo cual los resultados no fueron analizados estadisticamente. Ademas, se registré el estado de prefiez
al dia 25 del ensayo (20 dias post inicio del acoplamiento reproductivo) y el tamafio de camada observado
dentro de 12 horas post parto (Tabla 3). Con relacion al estado de prefiez al dia 25, no se detectaron
diferencias estadisticas entre ambos grupos (P = 1,0000), observandose 7 ratonas prefiadas en el grupo
vacunado y 6 en el grupo placebo. Respecto al tamafio de camada, tampoco se detectaron diferencias
significativas entre ambos grupos experimentales (P = 0,4910), observandose 10,0 + 1,414 crias/hembra
en el grupo vacunado y 10,5 + 1,049 en el grupo control. En base a estos resultados, la formulacion en

base a proteoliposomas fue segura en el modelo experimental evaluado.

3.2.2. La vacuna en base a proteoliposomas de E. coli indujo un aumento en los niveles sanguineos de

anticuerpos especificos contra la bacteria

Para la evaluacién de la respuesta inmune humoral especifica, se realizaron extracciones de sangre al
inicio del ensayo (dia 0) y a los dias 21 y 35 (es decir, a los 21 dias post 1° dosis y 14 dias post 2° dosis).
A partir de estas muestras se cuantificaron los niveles de 1gG, 1gG1 e 1gG2a contra el antigeno vacunal
(proteoliposomas de E. coli RM5278) y contra una cepa bacteriana heteréloga (E. coli ATCC 25922),
en base a un protocolo de ELISA indirecto previamente estandarizado. Tras la vacunacion, los niveles
de IgG contra el antigeno vacunal (Figura 9.a) en el grupo vacunado fueron 7,9 veces mayores al dia 21
(P <0,0001)y 16,6 veces mayores al dia 35 (P < 0,0001), respecto al grupo placebo. Ademas, los niveles
de 1gG contra la cepa heteréloga (Figura 9.b) fueron 4,7 veces mayores al dia 21 (P = 0,0513) y 12,3
veces mayores al dia 35 (P < 0,0001) en el grupo vacunado. En forma similar, los niveles de IgG1 contra
el antigeno vacunal (Figura 10.a) fueron significativamente mayores a los dias 21 (P < 0,0001) y 35 (P
< 0,0001) en el grupo vacunado, respecto al grupo placebo. Sin embargo, los niveles de IgG1 contra la
cepa heteréloga (Figura 10.b) sélo fueron estadisticamente mayores en las ratonas vacunadas al dia 35
(P < 0,0001), no asi al dia 21 (P = 0,1419). EI mismo patron fue también detectado para IgG2a, tanto
contra el antigeno vacunal (Figura 11.a), donde se observaron niveles significativamente mayores en el
grupo vacunado a los dias 21 (P = 0,0054) y 35 (P < 0,0001), como contra la cepa heterdloga, donde s6lo

se detectaron niveles estadisticamente mayores en el grupo vacunado al dia 35 (P = 0,0001), pero no al
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dia 21 (P = 0,1065). Al relacionar los niveles de ambos isotipos de 1gG contra el antigeno vacunal en el

grupo vacunado, estos mostraron una razén IgG1/1gG2a de 1,39 al dia 21 y 1,65 al dia 35 del ensayo.

3.2.3. La vacuna en base a proteoliposomas bacterianos también indujo un aumento en los niveles de

anticuerpos especificos en la glandula mamaria

Tras el sacrificio, se cuantificaron los niveles de IgG, 1gG1, 1gG2a e IgA especificas contra el antigeno
vacunal en la glandula mamaria, en base a un protocolo de ELISA indirecto previamente estandarizado
(Figura 12). Tanto para las glandulas desafiadas y no desafiadas, los niveles de IgG, 1gG1 e IgG2a fueron
estadisticamente mayores en las ratonas vacunadas, respecto al grupo placebo. De principal interés, las
glandulas mamarias desafiadas del grupo vacunado mostraron niveles 14 veces mayores de IgG (P =
0,0012; Figura 12.a), 19 veces mayores de 1gG1 (P = 0,0012; Figura 12.b) y casi 10 veces mayores de
lgG2a (P =0,0012; Figura 12.c), respecto al grupo placebo. Ademas, en glandulas desafiadas se constatd
una razon IgG1/1gG2a de 1,73, levemente mayor a la establecida a nivel sanguineo al dia 35. En las
glandulas no desafiadas también se observaron niveles de IgG, IgG1 e IgG2a estadisticamente mayores
en las ratonas vacunadas, respecto al grupo placebo (P = 0,0012 en las 3 comparaciones). Respecto a los
niveles locales de IgA especifica, éstos no mostraron diferencias estadisticas entre ambos grupos
experimentales en glandulas desafiadas (P = 0,0513) y no desafiadas (P = 0,7984; Figura 12.d).

3.2.4. La vacuna de proteoliposomas no modificé los niveles de anticuerpos totales a nivel mamario

Mediante inmunohistoquimica se cuantificaron los niveles totales (no especificos) de IgG, IgG1, 1gG2a
e IgA en las glandulas mamarias desafiadas y no desafiadas de ambos grupos experimentales. En
términos descriptivos, el precipitado marrén de la inmunotincién con DAB fue observado en forma
similar para todas las secciones estudiadas, independiente del isotipo de anticuerpo inmunomarcado,
glandula mamaria (desafiada v/s no desafiada) y tratamiento (vacuna v/s placebo), y se detectd
principalmente en el tejido intersticial interlobulillar e interalveolar y, en menor medida, en los conductos
intralobulillares y alveolos mamarios (Figuras 13-16). Para expresar estos resultados en forma objetiva,
el precipitado marrén fue cuantificado y transformado en unidades de densidad Optica (OD) mediante el
software ImageJ 1.51n. Para minimizar el sesgo, la cuantificacion fue realizada en todas las glandulas
estudiadas, considerando una fotografia completa y con el mismo nivel de magnificacion para cada
glandula. De esta forma, se obtuvieron los resultados de OD como promedio + desviacion estandar para
ambos grupos. Como se observa en las Figuras 13-16, ninguno de los isotipos estudiados mostrd
diferencias en su cuantificacion al ser comparados entre glandulas (desafiadas v/s no desafiadas) y entre
grupos. Los valores de P para las comparaciones, en glandulas no desafiadas y desafiadas, entre ambos
grupos experimentales fueron, respectivamente: 0,4394 y 0,7133 para IgA (Figura 13); 0,9021 y 0,9172
para IgG (Figura 14); 0,9048 y 0,1783 para IgG1 (Figura 15); y 0,7879 y 0,9999 para 1gG2a (Figura 16).
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4. OBJETIVO 4:

Determinar la eficacia de una vacuna de proteoliposomas de E. coli sobre un modelo murino de
mastitis clinica coliforme, mediante evaluacién clinica, andlisis bacteriolégico y evaluacién

histopatol6gica de tejidos mamarios.

4.1. MATERIAL Y METODOS
4.1.1. Procesamiento de muestras

Como fue sefialado en el punto 3.1.6, tras el sacrificio la linea media abdominal fue desinfectada con
etanol 70% (v/v) y abierta completamente desde el cuello hasta la zona pélvica, permitiendo la eversion
de las glandulas mamarias. Las glandulas derechas del 3° y 4° par fueron removidas y fijadas en
formalina tamponada al 10% (v/v) para el analisis inmunohistoquimico e histopatolégico (segun puntos
3.1.10, 4.1.4 y 4.1.5; Figura 8). Las glandulas izquierdas del 3° y 4° par fueron usadas para ELISA
indirecto y andlisis bacteriol6gico cualitativo y cuantitativo (Figura 8). Para ello, las glandulas fueron
removidas asépticamente, pesadas con balanza analitica (XT 220-A, Precisa) y depositadas
individualmente en placas de Petri estériles. Una vez pesadas, cada glandula fue homogenizada en forma
mecanica con PBS estéril, a razon de 10 mL/g de tejido. A partir de estos “homogenizados” se llevé a

cabo el estudio bacteriol6gico cualitativo (segln punto 4.1.2) y cuantitativo (segun punto 4.1.3).
4.1.2. Bacteriologia cualitativa

Para el analisis bacterioldgico cualitativo, 100 pL de cada homogenizado fueron sembrados en 2 placas
de Agar McConkey (AES Laboratories) mediante diseminacién, las cuales fueron incubadas a 35 °C por

18 horas. Tras la incubacidn, se evalu6 la presencia o ausencia de colonias bacterianas sobre el agar.
4.1.3. Bacteriologia cuantitativa

A partir de cada homogenizado mamario se realizaron 6 diluciones al décimo con PBS estéril. Cada
dilucién fue sembrada en duplicado (100 plL/placa) y mediante diseminacién en placas de Agar
McConkey (AES Laboratories). Las placas fueron incubadas a 35 °C durante 18 horas, periodo tras el
cual se realizo el recuento de colonias. El recuento bacteriano de cada glandula fue transformado a UFC/g

y, para el andlisis estadistico posterior, expresado en su base logaritmica (log:o UFC/Q).
4.1.4. Analisis histopatoldgico de tejidos mamarios

Tras el sacrificio (dia 35), las glandulas destinadas al analisis histol6gico e inmunohistoquimico (segln
punto 4.1.1) fueron fijadas en solucién de formalina tamponada al 10% (v/v). Una vez fijadas, se

realizaron cortes seriados de 5 um de espesor, los que fueron montados sobre portaobjetos y sometidos
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a tincién con Hematoxilina—Eosina, bajo los protocolos estandares de tincion histoldgica, para luego ser
visualizados con microscopio 6ptico Olympus FSX100. La evaluacion microscopica se centrd en los
cambios inflamatorios y/o degenerativos presentes en el epitelio de los adendmeros alveolares, epitelio
de conductos y estroma glandular, comparando estas observaciones entre las glandulas infectadas y no
infectadas, y entre ambos grupos experimentales. Ademas, mediante software ImageJ 1.51n (Dr. Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA) se realizé el recuento del nimero total de células por campo
visual, con el objetivo de estimar y comparar en forma cuantitativa el nivel de infiltracion celular en las

glandulas desafiadas y no desafiadas entre ambos grupos experimentales.
4.1.5. Evaluacion clinica post desafio bacteriano

Durante los 2 dias posteriores al desafio bacteriano todas las ratonas fueron observadas en forma
individual, a modo de detectar diferencias en el cuadro clinico local o sistémico propio de la infeccion
entre ambos grupos experimentales. Las observaciones fueron realizadas a las 20, 30 y 48 horas post
desafio, en base a un protocolo adaptado del propuesto por Morton y Griffiths [122] (Anexo 2). En base

a la puntuacion de cada ratona se obtuvieron los puntajes grupales para cada momento de evaluacion.
4.1.6. Analisis estadistico

Los resultados de la bacteriologia cualitativa y su asociacién con el tratamiento respectivo fueron
evaluados mediante prueba de probabilidad exacta de Fisher. Respecto a la bacteriologia cuantitativa,
los recuentos bacterianos de las glandulas desafiadas y no desafiadas fueron transformados a unidades
logaritmicas (logio UFC/g) y luego comparados entre grupos experimentales mediante Prueba de Suma
de Rangos de Wilcoxon, con un IC del 95%. Por otra parte, los scores del protocolo de evaluacién clinica
fueron evaluados mediante un modelo lineal generalizado mixto, considerando como efectos fijos el
tratamiento (placebo v/s vacuna) y el tiempo (20, 30 y 48 horas post infeccidn), mientras las ratonas
(individuos) fueron consideradas como efecto aleatorio. Finalmente, el recuento de células totales en el
parénquima mamario fue comparado entre grupos experimentales mediante Prueba de Suma de Rangos
de Wilcoxon, con un IC del 95%. Para todos los andlisis se utilizo el software estadistico R version 3.4.2
(© The R Foundation). Las diferencias fueron consideradas significativas con valores de P < 0,05. Los

resultados fueron graficados con el software GraphPad PRISM® version 6.01 (GraphPad Software, Inc.).
4.1.7. Normas de bioseguridad

Se utilizaron las normas de bioseguridad recomendadas por los CDC, Departamento de Salud y Servicios
Humanos, Servicio de Salud Publica de Estados Unidos, para un nivel de bioseguridad 2, correspondiente

a “E. coli productora de Shigatoxina (Verocitotoxina)” [117].
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4.2. RESULTADOS

4.2.1. La vacunacién en base a proteoliposomas bacterianos disminuyé el recuento bacteriano en las

glandulas desafiadas, pero no disminuyé el nimero de glandulas infectadas

Los resultados del andlisis bacterioldgico cualitativo y cuantitativo son presentados en la Tabla 4y Figura
17, respectivamente. Respecto a la bacteriologia cualitativa, el nimero de glandulas positivas al cultivo
tras el desafio bacteriano fue 6/6 (100%) en el grupo placebo y 5/7 (71,43%) en el grupo vacunado. Sin
embargo, esta reduccién en el nimero de glandulas positivas al cultivo no fue de significancia estadistica
(P =0,4615; Tabla 4). Cabe destacar que en las ratonas del grupo placebo se detectaron 2/6 un (33,33%)
glandulas no desafiadas (inoculadas con PBS estéril) y positivas al cultivo, mientras en el grupo
vacunado no se detectaron glandulas no desafiadas y positivas al cultivo, aunque esta diferencia tampoco
arrojo significancia estadistica (P = 0,1923; Tabla 4).

Con relacion al andlisis bacteriologico cuantitativo, el recuento bacteriano en las glandulas desafiadas
del grupo placebo fue de 7,437 + 1,639 logio UFC/g, mientras que en el grupo vacunado se observé un
recuento de 2,018 + 1,527 logio UFC/g. Asi, en promedio, el recuento bacteriano de las glandulas
desafiadas fue 5,419 unidades logaritmicas menor en el grupo vacunado respecto al grupo placebo; esta
diferencia entre grupos fue de alta significancia estadistica (P < 0,0012; Figura 17). Dado que 2 ratonas
del grupo placebo presentaron positividad en las glandulas no desafiadas, el recuento bacteriano de estas
glandulas fue comparado entre el grupo placebo (promedio = 1,234 + 2,106 logio UFC/g) vy el grupo

vacunado (sin recuento bacteriano), no detectandose diferencias estadisticas (P = 0,1923; Figura 17).

4.2.2. La vacunacion en base a proteoliposomas bacterianos protegi6 a las ratonas del cuadro clinico

severo tras ser desafiadas experimentalmente

Durante las 48 horas posteriores al desafio bacteriano, las ratonas fueron supervisadas individualmente
en base a un protocolo de evaluacion clinica adaptado del propuesto por Morton y Griffiths [122] (Anexo
2). Las principales variables de este protocolo se basan en el aspecto general de los animales, alteraciones
en el comportamiento espontaneo, caracteristicas del comportamiento en respuesta a la manipulacion,
variacion en los parametros respiratorios y signos clinicos a nivel mamario. Los puntajes para cada
variable, en funcion de la magnitud de la alteracion observada, fueron de 0 a 3 y, aditivamente, el score
total de cada ratona pudo variar de O (para animales completamente sanos) hasta 15 (para ratonas con
cuadro clinico sistémico severo). Como se observa en la Figura 18, los scores grupales fueron
significativamente menores en las ratonas vacunadas, respecto a las ratonas del grupo placebo, a las 20
(P <0,0001), 30 (P =0,0009) y 48 (P = 0,0001) horas post desafio. Las ratonas del grupo vacunado s6lo
manifestaron enrojecimiento de los pezones, lo cual fue atribuido al traumatismo producto de la

inoculacién con aguja, y a las 48 horas post desafio solo 2 ratonas manifestaron signos leves de edema e
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inflamacion local. Por el contrario, todas las ratonas del grupo placebo mostraron inflamacién mamaria
moderada a severa a las 20 horas post desafio y 5/6 ratonas mostraron signos sistémicos severos. A las
30 horas post desafio, todas las ratonas del grupo placebo cursaron con signos clinicos sistémicos
severos, cuya gravedad aumento progresivamente hasta las 48 horas post desafio. En efecto, las ratonas
del grupo placebo mostraron un score significativamente mayor a las 30 (P = 0,0368) y 48 (P = 0,0298)
horas post desafio, respecto a las 20 horas. Estos signos clinicos severos incluyeron inflamacion mamaria
moderada a marcada, oscurecimiento de la zona ventral, depresion moderada a severa, frecuencia

respiratoria elevada y/o ritmo respiratorio asincrdnico, pelaje hirsuto, postura cifética y claudicacion.

En el analisis post mortem de las ratonas (Figura 19) fue posible asociar la severidad del cuadro clinico
a los cambios macroscépicos de las glandulas mamarias desafiadas. Asi, en el grupo vacunado solo se
observaron 2 ratonas con cambios patoldgicos en las glandulas desafiadas, correspondientes a edema y
congestion. Por el contrario, todas las ratonas del grupo placebo mostraron cambios macroscopicos
evidentes en el tejido mamario, principalmente edema marcado y congestion severa. Ademas, mientras
en 4 ratonas se observé una mayor friabilidad del parénquima mamario desafiado, en las otras 2 ratonas
se observo consolidacion tisular. Cabe destacar también que en 4 ratonas del grupo placebo se observaron
cambios macroscépicos evidentes (edema y congestién) de menor severidad en glandulas no desafiadas

(inoculadas con PBS estéril).

4.2.3. La vacuna en base a proteoliposomas bacterianos disminuyé el dafio tisular y la infiltracién

inflamatoria producto del desafio bacteriano

En la Figura 20 se presentan varias secciones histolégicas representativas del ensayo de vacunacion y
desafio intramamario. El analisis de las glandulas no desafiadas representa en mejor forma las
caracteristicas histol6gicas de la glandula mamaria murina sana y en lactancia (Figura 20.a 'y 20.b). La
arquitectura lobulillar y alveolar propia de la glandula se observa bien definida, el epitelio mamario se
encuentra integro y los alveolos contienen secrecién exocrina (leche). Ademas, la presencia de células
inflamatorias es escasa y corresponde principalmente a macréfagos. Por otra parte, las glandulas
desafiadas pertenecientes a las ratonas vacunadas (Figura 20.c y 20.d) presentaron cambios inflamatorios
en un grado leve a moderado. En efecto, estas glandulas mantuvieron su arquitectura histol6gica intacta,
aungue los alveolos y conductos intralobulillares presentaron niveles leves a moderados de infiltracion
inflamatoria, principalmente neutrdéfilos y, en menor medida, macréfagos. Finalmente, las glandulas
desafiadas pertenecientes a las ratonas del grupo placebo (Figura 20.d y 20.e) mostraron cambios
inflamatorios y degenerativos severos, observandose una marcada alteracion de la arquitectura glandular,

degradacion del epitelio mamario e infiltracion masiva de células inflamatorias, principalmente
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neutrofilos. Estos cambios inflamatorios y degenerativos, aunque en menor magnitud, pudieron también

observarse en algunas glandulas no desafiadas del grupo placebo.

Como una forma de expresar cuantitativamente el nivel de infiltracién inflamatoria, mediante el software
ImageJ 1.51n se realizé un recuento automatico del nimero total de células por campo visual en todas
las secciones histoldgicas estudiadas (Figura 21). Para minimizar el sesgo, la cuantificacion fue realizada
en todas las glandulas mamarias, considerando una fotografia completa y con el mismo nivel de
magnificacion para cada glandula. En este analisis se observd que el nimero de células totales fue
significativamente mayor (P = 0,0025) en las glandulas desafiadas del grupo placebo (promedio = 13.826
+ 3.914 células/campo) respecto a las del grupo vacunado (promedio = 6.886 + 1.872 células/campo).
Finalmente, el recuento celular en las glandulas no desafiadas no mostré diferencias estadisticas (P =
0,5253) entre las ratonas del grupo placebo y las ratonas vacunadas.
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VI. DISCUSION

El estudio de la mastitis bovina se ve inherentemente enfrentado a dificultades econdmicas y de manejo,
producto de las caracteristicas fisiologicas y productivas propias de la vaca lechera. Por esta razon, la
descripcion inicial de un modelo murino de mastitis clinica por R. L. Chandler en 1970 abri6 una nueva
perspectiva para el estudio de la fisiologia y patologia mamaria, permitiendo importantes avances para
el estudio de nuevos agentes antimicrobianos, inmunomoduladores y terapia anticancerigena [67], [110].
Sin embargo, el modelo murino también ofrece ciertas limitaciones que deben ser consideradas durante
la ejecucidn de estos estudios. En particular para el estudio de la mastitis, debe considerarse la existencia
de especificidad de especie por parte de varias cepas bacterianas, lo cual conlleva a marcadas diferencias
en las caracteristicas clinicas y patolégicas del proceso infectivo, como ha sido descrito para S. aureus
[123] y E. coli [35]. Por este motivo, el estudio de la mastitis en el modelo murino debe considerar
siempre la estandarizacién previa del modelo, en funcion de la bacteria a utilizar en el desafio (cepa 'y
virulencia), caracteristicas fisiologicas de la ratona (cepa, edad, peso y dias en lactancia) y caracteristicas
clinicas deseables de observar. En este estudio, se evaluaron 3 dosis bacterianas para ser inoculadas
directamente en glandulas mamarias murinas en lactancia, en base a las escasas experiencias descritas
en la literatura [18], [35], [36], [124]. Cabe mencionar que, a pesar de la importancia clinica de E. coli
en la etiologia de la mastitis bovina, la mayoria de los estudios de desafio bacteriano de glandulas
mamarias murinas disponibles en la literatura han sido realizados con S. aureus [26]-[34], aunque se
describen también algunos modelos de mastitis en ratonas inducida por LPS bacteriano [113], [125],
[126]. Como resultado de las inoculaciones, las dosis en el rango de 10° y 108 UFC/mL permitieron
replicar un cuadro de mastitis clinica coliforme en todas las glandulas y ratonas inoculadas, con signos
clinicos locales y sistémicos evidentes, que permitieron ejecutar un protocolo de supervision clinico
objetivo. Ademas, los cambios macroscopicos mamarios al examen post mortem y el posterior recuento
microbiol6gico (Tabla 1) reflejaron diferencias facilmente contrastables entre glandulas desafiadas y no
desafiadas. En base al criterio de seleccion establecido en el objetivo 1, por tanto, se eligi¢ trabajar con
la dosis de 10° UFC/mL. Si bien esta dosis de inoculacién puede parecer elevada (5 x 10® UFC/glandula),
ésta se encuentra dentro de los rangos descritos en la literatura para el modelo murino de mastitis
coliforme. Por ejemplo, Notebaert et al. [36] inocularon 10® UFC de E. coli en cada glandula desafiada
(2 glandulas/ratona), replicando a las 48 horas post desafio s6lo un cuadro de mastitis clinica moderada
y no en todas las ratonas inoculadas. Ademas, la necropsia de las ratonas enfermas a las 48 horas
evidencio solo cambios patoldgicos leves a moderados en el parénquima mamario. Porcherie et al. [18]

también desafiaron 2 glandulas mamarias por ratona con 10°® UFC de E. coli P4, generandose s6lo un
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cuadro de mastitis clinica leve, sin sintomas severos o muerte de las ratonas dentro de las 48—72 horas
post desafio. En otro modelo de estudio (peritonitis coliforme), Chiang et al. [127] inocularon ratones
por via intraperitoneal con 10° UFC totales de la cepa E. coli 06:K2:H1, desencadenandose sélo un
cuadro de peritonitis leve autolimitada, la cual fue resuelta sin apoyo terapéutico dentro de 72 horas. Por
tanto, en base a los resultados obtenidos en la ejecucion del objetivo 1, las actividades para el
cumplimiento de los objetivos 3 y 4 de este estudio fueron realizadas con una dosis minima infectante
de 10° UFC/mL (5.000 UFC/50 pL/glandula desafiada).

Los liposomas son ampliamente utilizados como sistemas de entrega de drogas debido a su
biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo cual implica concurrentemente una alta potencia y una baja
toxicidad [23]. Si bien el primer agente terapéutico basado en liposomas fue aprobado por la Food and
Drug Administration (FDA) en la década de los 90’s [128], la habilidad de los liposomas para inducir
respuestas inmunes contra antigenos incorporados o asociados fue reportada por primera vez por Allison
y Gregoriadis en 1974 [129]. Desde entonces, los liposomas y nanovesiculas derivadas de liposomas han
Ilegado a ser importantes sistemas carriers y el interés en el desarrollo de vacunas basadas en liposomas
ha aumentado considerablemente [24], [25]. Durante la década pasada, Roberts et al. [22] describieron
el uso directo de proteoliposomas bacterianos como agentes antigénicos e inmunoestimulantes para el
desarrollo de una vacuna contra B. pertusis en un modelo murino; no obstante, a la fecha no existe en la
literatura investigacion nueva respecto a este uso. Si bien la formulacién de liposomas sintéticos se
describe como una técnica de facil aplicabilidad y escalamiento [25], la formulacion de proteoliposomas
bacterianos sigue presentando algunos desafios técnicos, particularmente en términos de bioseguridad,
dado que los procesos de sonicacion y centrifugacién diferencial puedes ser insuficientes para asegurar
la ausencia de microorganismos vivos en el producto final. Por esta razén, la esterilidad de la formulacion
utilizada en este estudio fue corroborada mediante las pautas entregadas por la Farmacopea Europea,

antes de ser administradas en los animales en estudio [120].

En términos descriptivos, se demostrd que los proteoliposomas formulados en este trabajo fueron capaces
de retener proteinas bacterianas con potencial antigénico y moléculas bacterianas inmunoestimulantes,
tales como LPS, material genético y restos de pared celular. Mediante la cuantificacion de proteinas
totales (Tabla 2) y su posterior visualizacion en SDS-PAGE, se demostro la presencia y diversidad de
proteinas de origen bacteriano en las formulaciones. En base a su participacién porcentual, destaca una
gran banda ubicada entre los 35-45 kDa, la cual da cuenta del 41% del total de proteinas bacterianas
retenidas en las 3 formulaciones de proteoliposomas (Figuras 2 y 3). Es ampliamente reconocido que las
proteinas de E. coli concentradas en este rango molecular corresponden a porinas de membrana externa,

tales como OmpC y OmpF, aunque el subtipo de porina y su participacion cuantitativa en la membrana
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externa dependen de la cepay las condiciones bioquimicas a las cuales esta siendo sometida [130]-[135].
Cabe destacar que este grupo de proteinas es reconocido por su alto poder inmunogénico [135], [136].
Si bien sus funciones se relacionan principalmente con el ingreso de nutrientes y otras moléculas
esenciales, se describe su capacidad para hacer resistente a la bacteria a sales biliares, antimicrobianos,
enzimas proteoliticas y otros factores hostiles, ademas de asociarse a mecanismos de evasién de la
respuesta inmune y adsorcién a células hospederas [137]. En forma interesante, estas proteinas son
altamente conservadas dentro de la familia Enterobacteriaceae. Por ejemplo, Wang et al. [135]
describieron para la porina OmpF de la cepa E. coli CVCC 1515 un 90-100% de identidad con el 46,7%
de las cepas de E. coli y 52,8% de las cepas de Shigella spp. Cabe mencionar que la presencia de otras
proteinas especificas con rol antigénico no fue determinada en los proteoliposomas de este estudio. En
un futuro, se requiere la identificacion de proteinas especificas, por ejemplo, mediante la separacion
electroforética de proteinas en geles de 2 dimensiones y posterior identificacion mediante Western Blot
0 espectrometria de masas. Sin embargo, el electroferograma demostré una alta homologia en el patron
de proteinas totales entre las distintas fracciones bacterianas y subcelulares recolectadas durante el
proceso de produccion (Figura 3), lo cual permite inferir que el procedimiento resulta mucho mas
favorable para la mantencién del patrimonio antigénico de la bacteria, al ser comparado con las técnicas
tradicionales de inactivacion, como el tratamiento con formaldehido o calor, los cuales alteran la
estructura quimica de las proteinas, por lo cual limitan el procesamiento y presentacion antigénica por
parte de CPA 'y, por lo tanto, su reconocimiento por parte de linfocitos T y la generacion de células de
memoria [14], [15], [80].

La incorporacion de material genético en los proteoliposomas también fue demostrada mediante su
cuantificacion y visualizacion en geles de agarosa. La importancia de su incorporacion radica en su
naturaleza PAMP vy, por lo tanto, su demostrado poder inmunoestimulante tras ser reconocidos
principalmente por los TLR9 de las células inmunes innatas [63], [64], [138]. Dado que la sonicacién
empleada para la disgregacion de las membranas bacterianas afecta en forma negativa la estructura del
DNA [139], [140], parte importante del mismo puede ser perdido con mayor facilidad durante los
procesos de solubilizacion y centrifugacion diferencial. En efecto, los geles de agarosa demostraron la
presencia de material genético degradado a lo largo de los carriles respectivos. Ademas, dada la dificultad
de cuantificar certeramente el contenido de DNA en una formulacién que contiene otras moléculas
bioldgicas que interfieren su lectura, estos resultados deben ser evaluados con discrecién. Por una parte,
la cuantificacion directa tras hervir la muestra de proteoliposomas puede estar fuertemente sobreestimada
debido a la presencia de proteinas bacterianas, como fue demostrado con una alta relacion 260/280 (1,347
+ 0,042; Tabla 2). En otra arista, la técnica de extraccion mediante fenol—cloroformo permite la

extraccion de material genético mas puro, pero conllevando reciprocamente a la pérdida de material
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durante el protocolo, por lo cual su cuantificacion puede estar subestimada; esta razon pudo explicar la
marcada diferencia entre la cuantificacion directa v/s post extraccion (1.102,228 + 114,727 nmv/s 39,825
+ 15,991 nm, respectivamente; Tabla 2). Cabe destacar la pobre relacion 260/280 obtenida con la
extraccion mediante fenol—cloroformo (1,010 + 0,019); sin embargo, se describe que esta técnica debe
ser realizada varias veces en forma secuencial si desea obtenerse un material genético mas puro, a
expensas de una menor cuantificacion, razon por la cual no se repitid el procedimiento. Con todas estas
consideraciones, la cuantificacion exacta del material genético total incorporado en las formulaciones de
proteoliposomas bacterianos parece ser un desafio pendiente. Finalmente, es interesante destacar lo
observado en los geles de agarosa; si bien la sonicacion generd una considerable degradacion del material
genético, una parte importante de este no logro atravesar los poros del gel y fue retenido en los pocillos
respectivos (Figura 4.a), lo cual hace inferir que la degradacion, aunque demostrada, no fue completa y
permitio la retencion de fragmentos de longitud considerable en los proteoliposomas. Esto pudo ademas
ser demostrado con la muestra de material genético extraida con el método de fenol-cloroformo, donde
puede visualizarse una gran banda difusa de DNA gendémico en el rango de los 4.000-5.000 bp, como
fue también descrito por Pitcher et al. [141] y por Zhang et al. [142].

El principal componente de la hoja exterior de la membrana externa de las bacterias Gram negativas es
el LPS, uno de los méas potentes estimuladores del sistema inmune innato del hospedero, el cual consta
de 3 diferentes dominios: (1) el lipido A, mas o menos acilado y fosforilado, anclado en la membrana
bacteriana externa; (2) el oligosacarido central (core) unido al lipido A mediante el 4cido 3—deoxi—D-
mano-oct—-2—ulosénico (Kdo); (3) el antigeno—O (polisacarido O-especifico) [143]. El reconocimiento
del LPS involucra a LBP (proteina de unién a LPS), CD14, MD-2 (proteina de diferenciacion mieloide
2) y TLR4, presentes en la membrana de las células inmunes [144], [145]. La dimerizacion de TLR4
lleva al reclutamiento de MyD88 y otras moléculas adaptadoras, iniciandose una cascada de sefializacion
intracelular que conlleva a la activacion del factor de transcripcion NF—«B, con la produccion de
citoquinas proinflamatorias como TNF-a e IL-6 [6], [36], [144], [146], [147]. Respecto a los niveles de
LPS en los proteoliposomas formulados en este ensayo, se presentaron ciertas dificultades para su
cuantificacion. La estimacién del contenido de LPS mediante Ensayo Purpald fue inicialmente descrita
por Quesenberry y Lee [148] y posteriormente perfeccionado por el mismo grupo de estudio [118] y se
basa en la oxidacion peryodica de grupos glicoles terminales no substituidos en el Kdo de las moléculas
de LPS, con la liberacién de formaldehido el cual, tras una reaccion con Purpald y oxidacion con NalOa,
es cuantificado a 550 nm. Lamentablemente, es una técnica poco especifica y fuertemente interferida por
la presencia de otros compuestos presentes en las muestras en estudio, tales como monosacaridos
lineales, TRIS, etilenglicol o glicerol [118], [149]. Recientemente, A. Galeev demostr6 que una correcta

y confiable cuantificacion del contenido de LPS mediante el Ensayo Purpald requiere un altisimo grado

40



de pureza, tanto en las muestras a analizar como en los estandares comerciales [150]. En base a esto, es
muy probable que el elevado resultado de la cuantificacion obtenida en las 3 formulaciones de
proteoliposomas se encuentre interferido. Por tanto, de requerirse una cuantificacion especifica de LPS,
deberia recurrirse a técnicas de mayor especificidad como la cromatografia de gases—espectrometria de
masas, descrita por De Santana—Filho et al. [151]. No obstante, en base a los resultados descritos en el
objetivo 3, es probable que la incorporacion de LPS en las formulaciones de proteoliposomas fuese
suficiente para lograr sus efectos inmunoestimulantes, sin la generacion de efectos endotdxicos locales

o sistémicos en los animales inoculados.

Respecto a la evaluacion de pardmetros fisicos, el equipo Brookhaven ZetaPlus es una herramienta de
gran utilidad para la caracterizacion de polimeros y otras particulas, aunque sus resultados siempre deben
ser analizados con precaucion, particularmente al trabajar con muestras de origen bioldgico. Asi, por
ejemplo, mientras el equipo cuantificd un tamafio promedio de particula de 352,2 £ 8,7 nm, con la
medicion directa mediante TEM se obtuvo un resultado 3 veces menor (105,517 + 24,737 nm). No
obstante, la medicion mediante TEM debe considerarse de mayor exactitud, dado que permite medir
directamente a cada vesicula, descartando el efecto de aglomeracion o la medicidn de detritos u otros
contaminantes de la formulacién; ademas, la visualizacion de los proteoliposomas bajo microscopio
permitié demostrar fehacientemente la conformacién de las vesiculas lipidicas tras la extraccion del
detergente, asi como la inclusion de fragmentos de membrana y pared celular en su interior (Figura 5).
Con las mediciones del equipo Brookhaven ZetaPlus también pudo demostrarse indirectamente esta
afirmacion, dado que el tamafio promedio de los proteoliposomas fue significativamente mayor (P <
0,0001) respecto a la fraccion de membranas bacterianas (previo a la extraccion del detergente). La
importancia del tamafio de los proteoliposomas radica en la facilidad con la cual son removidos del
organismo y con la cual son reconocidas por parte de CPA [24], [86], [152], [153]. Ghaffar et al. [23]
describieron que liposomas pequefios (20-200 nm) son principalmente fagocitados por células
dendriticas, mientras que aquellos mayores a 500 nm son facilmente fagocitados por células del sistema
fagocitico mononuclear y, por lo tanto, removidos con mayor rapidez del organismo. Por el contrario,
Carmona—Ribeiro [153] y Schwendener [24] describieron un tamafio cercano a los 500 nm como 6ptimo
para el reconocimiento por parte de células dendriticas. Por otra parte, el tamafio de las vesiculas también
podria influir sobre el perfil de la respuesta inmune generada. Al respecto, Badiee et al. [154] emplearon
liposomas de distintos tamafios (100, 400 y 1.000 nm) como adyuvantes para una proteina de Leishmania
(rgp63), observando so6lo produccion de IFN—y en esplenocitos y menores relaciones 1gG1/IgG2a en el
suero de ratones inmunizados con liposomas > 400 nm. En forma similar, Mann et al. [100] observaron
que liposomas pequefios (~250 nm) favorecieron respuestas Th2, mientras que los mas grandes (~980

nm) indujeron altos niveles de IFN—y e IgG2 propios de respuestas Thl. Con resultados opuestos,
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Henriksen—Lacey et al. [101] demostraron que la encapsulacion de un antigeno de Mycobacterium
tuberculosis (Ag85B-ESAT—6) con liposomas cationicos de tamafios < 500 nm indujo una mayor
produccién de IFN—y en esplenocitos de ratones inoculados y mayor produccion de IL—1B en el sitio de
inyeccion, aunque no observaron diferencias en la relacion 1gG1/IgG2a asociadas al tamafio de particula.
También debe considerarse la influencia del tamafio de vesicula sobre su retencion en el sitio de
inoculacion y dinamicas de drenaje dentro del organismo. Al respecto, Manolova et al. [152], mediante
el empleo de virosomas fluorescentes, demostraron in vivo que vesiculas grandes (500—2.000 nm) fueron
principalmente asociadas a células dendriticas del sitio de inyeccién, mientras particulas de menor
tamafio (20-200 nm) fueron también localizas en forma importante en células dendriticas y macréfagos
residentes en linfonodos, sugiriendo el drenaje libre de estas particulas hacia los linfonodos y, por lo
tanto, su capacidad de activar directamente a células dendriticas periféricas. En otro contexto, el valor
de polidispersidad entregado por el equipo Brookhaven ZetaPlus para los proteoliposomas (0,213 +
0,027) se considera moderado para la técnica de dispersion dindmica de luz usada por el equipo y, por
lo tanto, puede estimarse que la distribucion de los pesos moleculares de las vesiculas fue relativamente

heterogénea, lo cual se describe con frecuencia en las formulacion de liposomas [86], [99], [155].

Probablemente el parametro de mayor interés entregado por el equipo corresponde al potencial C,
parametro que permite estimar la carga eléctrica neta de las vesiculas [25], [103], [155]. Al respecto, el
valor promedio entregado por el equipo para las formulaciones fue de —40,33 + 1,03, siendo este valor
significativamente mas negativo (P < 0,0001) que el estimado para las fracciones de bacterias completas
(31,30 £ 0,46 mV) y membranas (—33,96 = 0,97). La mantencidn de cargas anionicas en la formulacion
de proteoliposomas debe considerarse obvia, dado que la carga neta de las membranas bacterianas de las
cuales se originaron también es negativa. Sin embargo, este parametro presenta particular interés en
términos biotecnoldgicos e inmunitarios. Por una parte, esta demostrado que los proteoliposomas con
carga neta positiva 0 negativa son mucho mas estables respecto a los liposomas no cargados, debido a
que las fuerzas de repulsion eléctrica evitan su aglomeracion [23], [102]-[104]. Respecto a su rol
inmunoestimulante, el empleo de liposomas aniénicos y catidnicos inducen respuestas inmunes antigeno
especificas mas fuertes respecto a los de carga neutra [25], [98], [105], [156], lo cual podria deberse a su
mayor habilidad para interactuar con las membranas celulares, facilitando su unién y encuentro con
receptores especificos, asi como su fagocitosis por células del sistema inmune [25], [157], [158]. Patil et
al. [157] demostraron que nanoparticulas de 6xido de cerio con potencial { de —43 mV tuvieron una
mayor tasa de interaccion y posterior ingestion por parte de células de adenocarcinoma pulmonar A549,
respecto a nanoparticulas con cargas menos negativas y/o cargas positivas. Si bien las superficies

celulares también tienen carga neta negativa, los estudios de potencial { sobre la linea celular A549
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demostraron cargas de —10,2 = 19,7 mV. Por tanto, los autores plantean la existencia de sitios cationicos

en las superficies celulares, donde las hanovesiculas anidnicas interactuarian en forma de clusters.

Los resultados del objetivo 3 demostraron que la vacuna en base a proteoliposomas bacterianos fue
segura en la especie de destino y bajo el protocolo empleado. Tras la inmunizacion subcuténea se observo
un leve aumento de volumen a nivel local, el cual desaparecié dentro de las 24 horas post inoculacién.
En base al protocolo de evaluacidn clinica implementado (Anexo 2), todas las ratonas mantuvieron score
0 tras 72 horas post inyeccion. Ademas, se demostré que tanto el nimero de ratonas prefiadas al dia 25
(20 dias post inicio del acoplamiento reproductivo) como el nimero de crias observado dentro de las 12
horas post parto fue igual entre ambos grupos experimentales (Tabla 3). El anélisis de ambos pardmetros
reproductivos debe considerarse de vital importancia en el desarrollo de vacunas contra la mastitis, dado
que los esquemas de vacunacion se inician durante el Gltimo tercio de gestacion, periodo en el cual la
ocurrencia de abortos suele conllevar a la eliminacion de las hembras bovinas por razones econémicas
[159], [160]. Estos resultados permiten inferir que el contenido de componentes inmunoestimulantes fue
suficiente para inducir una respuesta inmune protectiva potente y eficaz (en base a los resultados de los
objetivos 3 y 4), sin ocasionar efectos deletéreos en las ratonas. Por otra parte, los resultados de los
ELISAs indirectos en muestras de sangre y macerados mamarios demostraron un aumento significativo
en los niveles sistémicos y locales de anticuerpos contra E. coli ya desde los 21 dias post vacunacién,
siendo la cuantificacién ain mayor al dia 35 (14 dias post refuerzo) (Figuras 9-12). Al evaluar los niveles
de anticuerpos especificos contra una cepa heterdloga (E. coli ATCC 25922), se observo que el aumento
de IgG, 1gG1 e 1gG2a especificas sélo fue de significancia estadistica tras la segunda dosis (Figuras 10
y 11), demostrando la necesidad de aplicar al menos 2 dosis para obtener un efecto inmunogénico
potente, lo cual ya ha sido demostrado con otras vacunas contra la mastitis coliforme en bovinos [9],
[11], [13]. No obstante, esto también pudo explicarse por la inactivacion de la bacteria con fenol antes
de ser pegada en las placas de ELISA, alterando la estructura quimica de los epitopos bacterianos y, en
consecuencia, disminuyendo la afinidad de union con los anticuerpos generados tras la vacunacion. Es
interesante destacar que los niveles de 1gG especifica, asi como sus isotipos IgG1 e 1gG2a, también
fueron significativamente mayores en la glandula mamaria (Figura 12), demostrandose que la
inmunizacién parenteral permite la llegada de anticuerpos especificos a la glandula. Tanto a nivel
sanguineo como a nivel mamario, la razén IgG1/1gG2a fue mayor a 1, lo cual permite inferir que el perfil
inmunitario inducido por la formulacién de proteoliposomas tendié hacia una respuesta principalmente
Th2. Este resultado deberia considerarse esperable, dada la utilizacion de hidroxido de aluminio como
vehiculo, el cual tiende a dirigir las respuestas inmunes de los antigenos a los cuales vehiculiza hacia el
perfil Th2, tanto en ratones como en seres humanos [92], [95], [161], [162]. Cabe destacar, sin embargo,

que estas razones fueron levemente mayores a 1,5 (1,39-1,65 en sangre y 1,73 en glandula mamaria), lo
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cual no puede considerarse elevado. Como posible explicacion, puede inferirse que la capacidad de los
proteoliposomas formulados para incluir varios factores moleculares de origen bacteriano pudo haber
ayudado a “balancear” el perfil inmunitario inducido por la vacuna, dado que los PAMPSs activan
directamente a las células dendriticas mediante TLRs, lo cual favorece principalmente el desarrollo de
respuestas Thl [146], [163]-[165]. En este contexto, la activacion del TLR4 por el LPS bacteriano, el
TLR5 por flagelina y el TLR9 por CpG DNA induce fuertes respuestas Thl a través de la liberacion de
IL-12p70; asi mismo, la estimulacion de IFN—a por TLR3, TLR4, TLR7 y TLR9 es una importante
fuerza impulsora de respuestas Thl mediadas por TLRs [146], [164], [166]-[168]. Al contrario, en las
vias de sefializacion intracelular de las células dendriticas, la ausencia de la molécula adaptadora MyD88
(asociada a la activacion de casi todos los TLRs, excepto TLR3) resulta en respuestas orientadas hacia
el perfil Th2 [169]. No obstante, se requieren estudios adicionales para corroborar el perfil de la respuesta
inmune inducida por los proteoliposomas bacterianos, como la cuantificacion diferencial de citoquinas
a nivel circulante y mamario, o ensayos de induccion in vitro de esplenocitos aislados de ratones
inmunizados. Por lo pronto, el alza significativa en los niveles de 1gG especifica, asi como sus isotipos
IgG1 e 19gG2a, permiten inferir que la vacuna fue lo suficientemente inmunogénica como para generar la
opsonizacion de antigenos (funcion principalmente atribuida al isotipo 1gG2a) asi como la neutralizacién
de toxinas y otros compuestos bacterianos (atribuida principalmente al isotipo 1gG1), permitiendo un
rapido y eficiente reclutamiento de neutrdfilos en el sitio de infeccion, asi como el rapido clearance
bacteriano desde la glandula mamaria, previniendo los efectos clinicos en las ratonas vacunadas (como
se demostrd en el objetivo 4). En un futuro, junto con la mayor investigacion del perfil dicotomico
Th1/Th2, también debe evaluarse la participacién de la via Th17 en la proteccion obtenida con esta
vacuna, dada la importancia de los neutréfilos como la principal célula efectora en el control de la
mastitis [7], [18], [20], [21]. Es importante mencionar que los niveles de IgA especifica a nivel mamario
no fueron estadisticamente diferentes en las glandulas desafiadas (P = 0,0513) y no desafiadas (P =
0,7984) entre ambos grupos experimentales. Estos resultados no son extrafios, dado que la mayoria de
los estudios en ratones solo han logrado inducir un aumento local en los niveles de 1gA especifica tras la
inmunizacién por la misma via mucosal [27], [30], [34]. Dentro de los estudios disponibles, destaca el
realizado por Castagliuolo et al. [30] en un modelo murino de mastitis por S. aureus, quienes aplicaron
por via intranasal 2 dosis, separadas por 14 dias, de una vacuna de DNA en base a 4 adhesinas de S.
aureus. Estos autores sacrificaron a las ratonas 48 horas post desafio bacteriano, detectando un aumento
significativo en los niveles de IgA especifica a nivel sérico (P < 0,01), asi como también en lavados
intestinales (P < 0,01), vaginales (P < 0,01) y saliva (P < 0,05). En la especie bovina, la informacién
disponible sobre los niveles de IgA especifica inducidos tras protocolos de vacunacion también es escasa,

dado que la principal inmunoglobulina relacionada con la inmunidad mucosal en rumiantes es 1gG1
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[170] y los niveles de IgA en la leche y el calostro suelen ser bajos respecto a los niveles de 1gG [171].
Asi, por ejemplo, Boerhout et al. [172] inmunizaron vacas Holstein con una vacuna en base a 2 proteinas
recombinantes de S. aureus, formuladas con un adyuvante aceite en agua, administrando 2 dosis
separadas por 6 semanas y evaluando varias rutas de administracion (intranasal, subcutanea,
intramuscular e intramamaria). Solo la ruta subcutanea fue capaz de generar un aumento significativo y
consistente en los niveles de IgG1 e IgG2 en sangre y leche (10-20 veces mayores, segun el antigeno).
Sin embargo, ninguna de las rutas evaluadas logro aumentar los niveles de IgA especifica en sangre,
leche, secrecion nasal ni saliva. A pesar de estos antecedentes, los resultados de la cuantificacion de 1IgA
especifica en este ensayo son de valioso interés, dado que permiten confirmar que no seria necesario
inducir la secrecion de IgA especifica para lograr un efecto inmunoprotector a nivel mamario y, por lo

tanto, su participacion en los mecanismos inmunitarios de la glandula mamaria seria mas bien limitada.

En otro contexto, también resultan interesantes los resultados obtenidos con la cuantificacion de
anticuerpos totales a nivel mamario mediante inmunohistoquimica, no observandose diferencias en el
nivel total de inmunoglobulinas asociadas a la inmunizacion o al desafio bacteriano (Figuras 13-16).
Este resultado podria resultar contradictorio al ser comparado con el marcado aumento en los niveles de
anticuerpos especificos contra E. coli. Aun asi, debe considerarse que la literatura s6lo describe la llegada
masiva de anticuerpos a la glandula mamaria y la leche durante la calostrogénesis y, en mucha menor
medida, durante su inflamacion [20], [52]. Es esperable, por lo tanto, que la vacunacién en si no sea
asociada a un aumento en el paso de inmunoglobulinas totales al parénquima mamario. Sin embargo, la
literatura si describe la extravasacion de proteinas sanguineas (entre ellas inmunoglobulinas) a los
alveolos mamarios durante los procesos inflamatorios, debido a la disrupcion de la barrera hemato—lactea
[173], [174]. La no visualizacién de este fendbmeno, no obstante, podria ser explicada por 2 razones. Por
una parte, Sordillo et al. [175] observaron gue los niveles de 1gG total a nivel local fueron menores en
las glandulas mamarias de vacas infectadas, respecto a vacas sanas, durante gran parte del periodo seco,
observandose cambios en estos niveles sélo durante el post parto, atribuyéndolo a la coincidencia con la
calostrogenesis. En el mismo contexto, Butler y Kehrli [176] describieron que durante los fendmenos
inflamatorios el pasaje de anticuerpos hacia los alveolos mamarios por la via paracelular seria mas bien
limitado, siendo explicado fundamentalmente por una pérdida severa de la barrera hemato—lactea. Por lo
tanto, en base a la informacidn expuesta, el aumento en los niveles de anticuerpos totales a nivel mamario
durante los procesos inflamatorios no siempre seria un fenémeno cuantitativamente grosero y dependeria
fuertemente del grado de inflamacién alcanzado. Por otra parte, en las secciones de glandulas
inmunotefiidas en este estudio, el precipitado marrén del DAB se detect6 principalmente en el tejido
intersticial inter e intralobulillar, siendo mucha menor su ubicacion al interior de los alveolos mamarios.

No obstante, dado que el procesamiento de las muestras y posteriores cortes histologicos conlleva a cierta
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pérdida del contenido intraalveolar [177], [178], es probable que parte de la porcion cuantificable de
anticuerpos totales haya sido perdida. Con los antecedentes mencionados, la sensibilidad de la técnica

de inmunohistoquimica para la cuantificacion de anticuerpos totales a nivel mamario seria cuestionable.

Los resultados del Gltimo objetivo de este estudio permitieron demostrar que la administracion de la
vacuna en base a proteoliposomas bacterianos fue eficaz para disminuir el recuento bacteriano y el dafio
tisular en las glandulas desafiadas, asi como prevenir la ocurrencia de un cuadro clinico severo. Si bien
la vacuna no logré disminuir en forma significativa el nimero de glandulas positivas al cultivo (Tabla
4), una disminucidn del 28,57% en el porcentaje de positividad no debe ser considerado menor, dada la
magnitud de la dosis minima infectante empleada. Es probable que la importancia de este resultado sea
apreciada en forma mas objetiva empleando un mayor nimero de ratonas para cada grupo experimental.
Por lo tanto, dado que el principal objetivo de la vacunacidn finalmente es disminuir la incidencia y el
recuento bacteriano a nivel mamario, el célculo de los tamafios muestrales deberia ser realizado en
funcion de los resultados bacteriolégicos y no en funcién de los niveles de anticuerpos detectados
mediante ELISA indirecto, como se hizo en este estudio. Respecto a los resultados de la bacteriologia
cuantitativa, el recuento bacteriano promedio de las glandulas mamarias desafiadas en el grupo vacunado
fue 5,419 unidades logaritmicas menor respecto al recuento del grupo placebo, siendo una disminucién
de gran magnitud considerando su expresion en base logaritmica y la alta significancia estadistica
observada (P = 0,0012; Figura 17). En la literatura no es posible encontrar estudios similares en modelo
murino donde se compare el efecto de una vacuna, u otra medida profilactica, frente al desafio
experimental con E. coli, por lo cual un nuevo ensayo comparativo considerando un control positivo de
vacunacion, como la bacterina Enviracor® J-5 (Zoetis), seria de gran interés. De cualquier forma,
ninguno de los ensayos publicados a la fecha con modelos murinos de mastitis clinica por S. aureus [26]—
[33] han logrado disminuir los recuentos bacterianos en forma tan significativa, razén por la cual, aunque
se trate de otro patégeno, la vacuna evaluada en este estudio debe ser considerada de alta eficacia para
la dosis y modelo experimental empleados. En forma adicional, la evaluacion clinica de las ratonas tras
el desafio bacteriano aportd valiosa informacién sobre la eficacia de la vacuna. En efecto, los scores
clinicos grupales fueron significativamente menores en las ratonas vacunadas, respecto a las ratonas del
grupo placebo, a las 20 (P < 0,0001), 30 (P = 0,0009) y 48 (P = 0,0001) horas post desafio (Figura 18).
Estos resultados también deben considerarse de gran valor, dado que a la fecha no existen ensayos de
vacunacion en el modelo murino que evallen en forma objetiva y cuantitativa la evolucion clinica de las
ratonas desafiadas, limitandose a la entrega de resultados descriptivos [26]-[33]. Ademas, fue posible
asociar los scores clinicos grupales con los resultados del analisis post mortem e histopatoldgico. En
efecto, las glandulas desafiadas de las ratonas del grupo placebo mostraron cambios severos a nivel

macroscopico (congestion y edema marcados, mayor friabilidad o consolidacion tisular; Figura 19) y
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microscopico (pérdida de la arquitectura glandular, degradacion del epitelio mamario e infiltracion
masiva de células inflamatorias, principalmente neutréfilos; Figura 20), los cuales se presentaron en una
magnitud mucho menor en las glandulas del grupo vacunado (Figuras 19 y 20). Finalmente, el nimero
de células totales en el parénquima mamario desafiado fue significativamente menor (P = 0,0025; Figura
21) en las ratonas vacunadas (promedio = 6.886 + 1,872 células/campo) respecto al grupo placebo
(promedio = 13.826 + 3.914 células/campo). El recuento de células inflamatorias en cortes histol6gicos
de glandula mamaria ya fue descrito por Brouillete et al. [112] quienes, mediante tincion con naranja de
acridina y microscopia de fluorescencia, pudieron discriminar facilmente los neutrofilos de las células
epiteliales en el parénquima mamario de ratonas desafiadas con S. aureus, permitiendo su cuantificacion
diferencial. Dado que los autores describieron la presencia de células epiteliales como un factor
relativamente constante, la magnitud de la infiltracion de neutrofilos debida a la infeccidn experimental
podria ser indirectamente estimada mediante la cuantificacion de células totales. La ventaja de esta
aproximacion radica en la posibilidad de expresar el grado de inflamacion en forma cuantitativa y, por
lo tanto, realizar una comparacion objetiva entre ambos grupos experimentales. Convenientemente, el
uso del software ImageJ 1.51n permitio realizar la cuantificacion celular en forma automatica, mediante
la deconvolucion de colores y posterior recuento del nimero de nicleos celulares. Si bien esta estimacion
es indirecta, parece ser una primera aproximacion Util y rapida para expresar cuantitativamente el nivel

de infiltracion celular en los parénquimas tisulares inflamados.

Finalmente, cabe mencionar que este trabajo s6lo se enfocé en la evaluacion de la eficacia de la vacuna
y Su asociacion con la respuesta inmune humoral montada por las ratonas vacunadas, dejando de lado el
analisis del rol de la respuesta inmune celular asociada a la vacunacion, lo cual deberia ser evaluado en
un futuro. En base a los resultados obtenidos, es posible inferir que el marcado aumento en los niveles
de anticuerpos especificos contra E. coli permitié un reclutamiento rapido y temprano de neutréfilos
altamente eficientes al sitio de infeccion, capaces de fagocitar y destruir eficazmente las bacterias
inoculadas, evitando asi la multiplicacion excesiva del patogeno y la infiltracion masiva de células
inflamatorias, con las consecuencias clinicas y tisulares que ello implica. Ademas, el aumento en los
niveles de anticuerpos especificos permitié neutralizar a las bacterias invasoras y sus toxinas, evitando
su adherencia al epitelio mamario, su multiplicacién en la leche y, asi mismo, el dafio directo ejercido

por E. coli y sus compuestos sobre el epitelio mamario.

47



VII.  CONCLUSIONES

Se estimd una dosis minima infectante de 10° UFC/mL (10° UFC/glandula) para el establecimiento
de un modelo experimental de mastitis clinica con la cepa de campo E. coli RM5278 en ratonas
BALB/c. La dosis empleada permitid infectar el 100% de las glandulas desafiadas, con cambios

macroscopicos evidentes en el tejido mamario y recuentos bacterianos del orden de 107 UFC/gramo.

Los proteoliposomas formulados fueron capaces de retener diversos factores moleculares de origen
bacteriano, incluyendo proteinas de membrana, material genético y LPS. Asi mismo, el patrén
electroforético de proteinas totales fue de alta homologia entre las distintas fracciones recolectadas
durante el proceso productivo, infiriéndose la conservacion del patrimonio antigénico bacteriano.
Los proteoliposomas se conformaron como vesiculas lipidicas de tamafio pequefio y carga neta

anibnica, con un tamafio promedio de 105,517 + 24,737 nm y un potencial { de —40,33 £ 1,03 mV.

La inmunizacién con una vacuna en base a proteoliposomas de E. coli fue segura en ratonas
BALB/c, no observandose signos clinicos locales o sistémicos tras la vacunacion, asi como tampoco
la alteracién de parametros reproductivos. La vacuna demostr6 un alto poder inmunoestimulante en
las ratonas vacunadas, observandose un significativo aumento en los niveles sanguineos de 1gG,
IgG1 e 1gG2a especificas tras el booster (P < 0,0001; para los 3 isotipos). Ademas, se detect6 un
significativo aumento en los niveles de I1gG, 1gG1 e IgG2a especificas a nivel mamario (P = 0,0012;
para los 3 isotipos). Sin embargo, a nivel mamario no se detectaron cambios significativos en los
niveles de IgA especifica ni en los niveles de inmunoglobulinas totales. Se calcul6 una relacion
IgG1/lgG2a de 1,65 a nivel circulante y de 1,73 a nivel mamario, lo cual permite inferir el

establecimiento de un perfil inmunitario relativamente balanceado, aunque preferentemente Th2.

La inmunizacién con una vacuna en base a proteoliposomas de E. coli fue altamente eficaz en un
modelo de mastitis clinica coliforme en ratonas BALB/c, observandose, en promedio, un recuento
bacteriano 5,419 unidades logaritmicas menor en las glandulas mamarias de las ratonas inmunizadas
(P =0,0012), respecto a las ratonas no vacunadas, aunque no se detectaron diferencias significativas
en la incidencia de infeccién entre ambos grupos. La vacunacién también previno el establecimiento
de un cuadro clinico severo, observandose un score clinico significativamente menor en las ratonas
inmunizadas, entre las 20-48 horas post desafio bacteriano (P < 0,0009). Finalmente, las ratonas
inmunizadas también mostraron una menor severidad en las alteraciones histopatoldgicas del
paréngquima mamario, observandose un nivel de infiltracion inflamatoria significativamente menor

(P =0,0025), respecto a las ratonas no vacunadas.
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TABLAS

Tabla 1. Namero de glandulas mamarias positivas al cultivo bacteriol6gico y recuento bacteriano tisular
promedio (UFC/g), por tratamiento intramamario (PBS estéril o indculo bacteriano), segun indculo
bacteriano teérico y real utilizados (UFC/mL).

In6culo In6culo Glandulas Glandulas Recuento
tedrico real Tratamiento inoculadas ositivas promedio
(UFC/mL)  (UFC/mL) P (UFClg)
PBS estéril 4 0 0
104 4,37 x 10* -
Inoculo 4 2 9,50 x 10°
PBS estéril 4 0 0
10° 3,29 x 10° -
Inoculo 4 4 1,42 x 107
PBS estéril 4 0 0
10° 3,97 x 108 -
Inoculo 4 4 2,60 x 107
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Tabla 2. Cuantificacion de patrones moleculares bacterianos en proteoliposomas de E. coli RM5278
segun el patron molecular evaluado y método de cuantificacion.

Parametro Método Resultado
Proteinas totales BCA Protein Assay Kit (Novagen®, Merck) 5.596,141 + 509,050
(Mg/mL)

Material genético  Incubacion a 95 °C por 10 minutos 1.102,228 + 114,727
(ng/uL) (1,347 £ 0,042)
Extraccion con fenol-cloroformo 39,825 + 15,991
(1,010 £ 0,019)
LPS (mg/mL) Ensayo Purpald 97,890 + 7,548

Los valores corresponden al promedio + desviacion estandar de 3 lotes de produccion y son entregados en sus
unidades respectivas (proteinas totales = pug/mL; material genético = ng/uL; LPS = mg/mL). Para la cuantificacion
de material genético, los valores entre paréntesis corresponden al promedio + desviacion estandar de las relaciones
260/280 para cada método empleado.
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Tabla 3. Numero de hembras prefiadas al dia 25 del ensayo y tamafio de camada observado dentro de
las 12 horas post parto, segun tratamiento

Parametro Placebo Vacuna
Numero de hembras prefiadas 6 7
al dia25 (n=8)
NUmero de crias’lhembra 10,5 + 1,049 10+1,414

(promedio + desviacién estdndar)
dentro de las 12 horas post parto
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Tabla 4. Numero y porcentaje de gldndulas mamarias positivas al cultivo bacteriol6gico, por tipo de
desafio intramamario (PBS estéril o indculo bacteriano), segun tratamiento

PBS estéril Inéculo bacteriano
Tratamiento (3" glandula derecha) (4' glandula derecha)
n % n %
Placebo 2 33,33 6 100
Vacuna 0 0,00 5 71,43
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FIGURAS

Figura 1. Establecimiento de un modelo experimental de mastitis clinica coliforme en ratonas lactantes. Las
glandulas mamarias del 3% par fueron inoculadas con 50 pL/glandula de PBS estéril como control negativo,
mientras las glandulas del 4% par fueron inoculadas con 50 pL/glandula de las 3 distintas concentraciones
bacterianas en estudio: 10* UFC/mL (a y b); 105 UFC/mL (c y d) y 108 UFC/mL (e y f). Las fotografias muestran
cambios macroscépicos externos e internos representativos, segun la dosis evaluada. Cada par horizontal
corresponde a la misma ratona dentro de cada grupo experimental.
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Figura 2. Patron de proteinas totales de proteoliposomas de E. coli RM5278. Mediante SDS-PAGE 12,5% se
analizé el patron de proteinas totales en 3 lotes de produccién de proteoliposomas de E. coli (carriles 1, 3 y 4).
Cada carril (lote) fue cargado con igual cantidad de proteinas (17 ug/carril). El carril 2 corresponde al estandar de
peso molecular (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).
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Figura 3. Electroferograma del patrén de proteinas totales entre distintas fracciones obtenidas durante la
produccion de proteoliposomas de E. coli RM5278. Distintas fracciones obtenidas de un mismo proceso de
produccion de proteoliposomas (a = sedimento bacteriano; b = sedimento bacteriano sonicado; ¢ = sedimento de
membranas bacterianas; d = proteoliposomas bacterianos) fueron analizados mediante SDS-PAGE y luego
mediante software GelAnalyzer2010a. Cada carril fue cargado con igual cantidad de proteinas (17 pg/carril).
Cabezas de flecha de igual color indican bandas de proteinas homologas entre distintas fracciones. St = estandar
de peso molecular (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).
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Figura 4. Visualizacion de material genético bacteriano incluido en proteoliposomas de E. coli RM5278
mediante electroforesis en geles de agarosa—TAE. (a) Muestras incubadas a 95 °C durante 10 minutos; gel de
agarosa—-TAE 1% (p/v). (b) Muestras sometidas a extraccion mediante método de fenol cloroformo—baésico; gel
agarosa—-TAE 0,7% (p/v). Los carriles 2, 3y 4 corresponden a 3 lotes de produccién de proteoliposomas. El carril
1 corresponde al estandar de peso molecular (HyperLadder™ 1 kb, BioSonda).
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Mean (nm) 105,517
SD (hm) 24,737

Median (nm) 95,947
Minime (nm) 61,947
Maxime (hm) 170,479

Figura 5. Visualizacion y estimacion de parametros fisicos en un lote de proteoliposomas de E. coli RM5278
mediante microscopia electrénica de transmision (TEM). (a) Proteoliposoma bilamelar; (b y ¢) Proteoliposomas
monolamelares; (d) Mediante software ImageJ 1,51n se analizaron 80 vesiculas seleccionadas al azar entre 32
fotografias, registrandose estimadores estadisticos asociados al tamafio. Barra = 100 nm.
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Figura 6. Estimacion de parametros fisicoquimicos de proteoliposomas de E. coli RM5278 mediante equipo
Brookhaven ZetaPlus. Distintas fracciones obtenidas durante un mismo proceso de produccion de
proteoliposomas de E. coli (sedimento bacteriano, sedimento de membranas bacterianas y proteoliposomas
bacterianos) fueron recolectadas para la cuantificacién del tamafio promedio de particulas (a), polidispersidad (b)
y potencial € (c). Los valores representan el promedio + desviacion estandar de 10 mediciones realizadas en cada
fraccion. Letras distintas indican diferencias significativas (P < 0,05) dentro de cada fila (entre fracciones).
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Figura 7. Disefio del ensayo de vacunacion e infeccion experimental en modelo murino. Al inicio del ensayo
(dia 0) las ratonas recibieron una dosis subcutanea de vacuna o placebo, seglin corresponda. El periodo de
reproduccion se extendio entre los dias 5 y 8 del ensayo. Una segunda dosis subcutanea de vacuna o placebo, segun
corresponda, fue administrada el dia 21 del ensayo. El dia 33 del ensayo (5-8 dias post parto) se realiz6 la
inoculacioén intramamaria con la dosis minima infectante de E. coli RM5278 (4t° par) o PBS estéril (3° par). A las
48 horas post inoculacion (dia 35) las ratonas fueron sacrificadas para la extraccidn y procesamiento de glandulas
mamarias. Las muestras de sangre, para la cuantificacion de anticuerpos especificos, fueron extraidas los dias 0
(inicio del ensayo), 21 y 35.
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Figura 8. Desafio intramamario y andlisis post mortem de glandulas mamarias. Tras el sacrificio, la zona
abdominal fue desinfectada con etanol 70% (v/v) y se abrié completamente desde el cuello hasta la zona pélvica,
permitiendo la exposicion de las glandulas mamarias. Las glandulas del 3° y 4° par fueron removidas asépticamente
y depositadas en placas de Petri estériles. Las glandulas derechas fueron sometidas a analisis histopatoldgico e
inmunohistoquimico (medicién de anticuerpos totales), mientras las glandulas izquierdas fueron utilizadas para el
analisis bacteriolégico y ELISA indirecto (medicion de anticuerpos especificos).
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Figura 9. Niveles (ODaso) de 1gG total especifica en sangre. Se cuantificaron los niveles circulantes de 1gG anti—
E. coli a los dias 0, 21 y 35 post vacunacion. (a) Placas cubiertas con proteoliposomas de E. coli RM5278. (b)
Placas cubiertas con E. coli ATCC 25922 inactivada. Los resultados son presentados como promedio + desviacion
estandar. **** P < 0,0001.
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Figura 10. Niveles (ODaso) de 1gG1 especifica en sangre. Se cuantificaron los niveles circulantes del isotipo 1gG1
anti—E. coli a los dias 0, 21 y 35 post vacunacion. (a) Placas cubiertas con proteoliposomas de E. coli RM5278; (b)
Placas cubiertas con E. coli ATCC 25922 inactivada. Los resultados son presentados como promedio + desviacion
estandar. **** P < 0,0001.
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Figura 11. Niveles (ODuso) de 1gG2a especifica en sangre. Se cuantificaron los niveles circulantes del isotipo
IgG2a anti-E. coli a los dias 0, 21 y 35 post vacunacion. (a) Placas cubiertas con proteoliposomas de E. coli
RM5278. (b) Placas cubiertas con E. coli ATCC 25922 inactivada. Los resultados son presentados como promedio
* desviacion estandar. **** P < 0,0001; *** P = 0,0001; ** P < 0,01.
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Figura 12. Niveles (ODas0) de inmunoglobulinas especificas en glandula mamaria. Se cuantificaron los niveles
locales de anticuerpos anti—E. coli a los 35 dias post vacunacién. (a) 1gG; (b) 1gG1; (c) 1gG2a; (d) IgA. Las placas
fueron cubiertas con proteoliposomas de E. coli RM5278. Los resultados son presentados como promedio +
desviacion estandar. *** P = 0,001.
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Figura 13. Deteccion de IgA total en glandula mamaria. Mediante inmunohistoquimica se cuantificaron los
niveles de IgA total en glandula mamaria a los 35 dias post vacunacion. Las fotografias muestran inmunotinciones
representativas de ambos grupos, contrastadas con Hematoxilina. (a) Glandula no infectada, grupo placebo. (b)
Glandula infectada, grupo placebo. (c) Glandula no infectada, grupo vacunado. (d) Glandula infectada, grupo
vacunado. (e) Niveles de IgA total (OD) en glandulas mamarias no desafiadas y desafiadas de ambos grupos
experimentales; los resultados son presentados como promedio + desviacion estandar. Barra = 100 pum.
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Figura 14. Deteccion de 1gG total en glandula mamaria. Mediante inmunohistoquimica se cuantificaron los
niveles de IgG total en glandula mamaria a los 35 dias post vacunacion. Las fotografias muestran inmunotinciones
representativas de ambos grupos, contrastadas con Hematoxilina. (a) Glandula no infectada, grupo placebo. (b)
Glandula infectada, grupo placebo. (c) Glandula no infectada, grupo vacunado. (d) Glandula infectada, grupo
vacunado. (e) Niveles de 1gG total (OD) en glandulas mamarias no desafiadas y desafiadas de ambos grupos
experimentales; los resultados son presentados como promedio + desviacion estandar. Barra = 100 pm.
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Figura 15. Deteccion de 1gG1 total en glandula mamaria. Mediante inmunohistoquimica se cuantificaron los
niveles de 1gG1 total en glandula mamaria a los 35 dias post vacunacion. Las fotografias muestran inmunotinciones
representativas de ambos grupos, contrastadas con Hematoxilina. (a) Glandula no infectada, grupo placebo. (b)
Glandula infectada, grupo placebo. (c) Glandula no infectada, grupo vacunado. (d) Glandula infectada, grupo
vacunado. (e) Niveles de IgG1 total (OD) en glandulas mamarias no desafiadas y desafiadas de ambos grupos
experimentales; los resultados son presentados como promedio + desviacion estdndar. Barra = 100 pm.
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Figura 16. Deteccién de 1gG2a total en glandula mamaria. Mediante inmunohistoquimica se cuantificaron los
niveles de 1gG2a total en glandula mamaria a los 35 dias post vacunacion. Las fotografias muestran
inmunotinciones representativas de ambos grupos, contrastadas con Hematoxilina. (a) Glandula no infectada, grupo
placebo. (b) Glandula infectada, grupo placebo. (¢) Glandula no infectada, grupo vacunado. (d) Glandula infectada,
grupo vacunado. (e) Niveles de 1gG2a total (OD) en glandulas mamarias no desafiadas y desafiadas de ambos
grupos experimentales; los resultados son presentados como promedio + desviacidn estandar. Barra = 100 um.
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Figura 17. Andlisis bacterioldgico cuantitativo de glandulas mamarias. Bacteriologia cuantitativa, expresada
como recuento bacteriano por gramo de tejido mamario en base logaritmica (logio UFC/g). Las lineas horizontales
dentro de cada caja indican la mediana grupal, mientras las cruces indican el promedio aritmético grupal. Bigotes

= minimo—maximo. ** P = 0,001.
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Figura 18. Score clinico post desafio bacteriano. Tras el desafio bacteriano, las ratonas fueron observadas y
categorizadas en base a un protocolo de evaluacion clinica (Anexo 2) a las 20, 30 y 48 horas. Los resultados del
score clinico grupal son presentados como promedio + desviacion estandar. **** P < 0,0001; *** P = 0,0001; **
P <0,001.
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Figura 19. Lesiones macroscopicas al examen post mortem. (a) Ratonas del grupo placebo, en la cuales se
observa aumento de volumen y oscurecimiento del tejido mamario y zona abdominal. (b) Internamente, las ratonas
del grupo placebo muestran un notorio aumento de volumen del parénquima mamario, edema, congestion marcada,
friabilidad y consolidacion; las glandulas no desafiadas también muestran cambios inflamatorios. (c) Ratonas del
grupo vacunado, en las cuales no se observan signos inflamatorios externos, excepto congestion en los pezones
debido a la inoculacion con aguja. (d) Internamente, las ratonas del grupo vacunado no muestran cambios
inflamatorios macroscdpicos en las glandulas mamarias desafiadas. Las imagenes corresponden a ratonas
representativas de cada grupo experimental.
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Figura 20. Lesiones microscépicas del parénquima mamario. (a y b) Glandula mamaria no desafiada del grupo
vacunado: arquitectura mamaria lobulillar y alveolar bien definida, epitelio mamario integro y alveolos con
secrecion exocrina; escasa presencia de células inflamatorias. (¢ y d) Glandula mamaria desafiada del grupo
vacunado: caracteristicas histol6gicas similares a glandulas no desafiadas del mismo grupo; infiltracion celular leve
a moderada, principalmente neutrdfilos. (e y f) Glandula mamaria desafiada del grupo placebo: pérdida de la
arquitectura glandular clasica, epitelio mamario degradado y alveolos repletos de masiva infiltracion de neutrdfilos
y debris. Las imagenes corresponden a secciones representativas de glandulas no desafiadas y desafiadas de ambos
grupos experimentales. Tincion = Hematoxilina & Eosina. Imagenes de la izquierda: barra = 200 um; imagenes de
la derecha: barra = 100 pum.
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Figura 21. Recuento de células totales en parénquima mamario. Mediante software ImageJ 1,51n se cuantificé
en forma automatica el nimero total de células por campo visual, en las secciones histopatoldgicas tefiidas con
Hematoxilina & Eosina de todas las glandulas mamarias bajo estudio. Las lineas horizontales dentro de cada caja
indican la mediana grupal, mientras las cruces indican el promedio aritmético grupal. Bigotes = minimo—maximo.
** P =0,0025.
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ANEXO 1

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Comité de Bioética Animal

Santiago, 27 de abril de 2015
CERTIFICADO N° 07-2015

En relacion con los procedimientos propuestos para el uso de animales
experimentales, tenida a la vista la metodologia del Proyecto: “Respuesta
inmune y efectividad de una vacuna en base a proteoliposomas de
Escherichia coli frente a un modelo murino de mastitis clinica”. Dicho
proyecto corresponde a una Tesis financiada a través del Proyecto FIA-
PYT-0055-2012, donde el Investigador Responsable sera la M.V. John
Quiroga A. bajo la supervisacion del Dr. Leonardo Saenz, y sus detalles
contenidos en el Formulario para obtencion de certificado de Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, este Comité certifica que el Proyecto satisface lo
estipulado en la guia de principios directrices internacionales para el uso de
animales en investigacion biomédica, elaborada por el Consejo para las
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Biomédicas, adecuada y
adoptada por este Comité, y se ajusta a la legislacion chilena vigente sobre
la materia, incluida la Norma NCh 324-2011.

A este respecto este Comité entiende que el Investigador Responsable
trabajara con ratones adquiridos en el Bioterio Central de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile y seran manejados de acuerdo a los
detalles descritos en el formulario adjunto.

Dra. Maria Sol Morale‘§5<_. — ,
D1rector Suplente e, <
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ANEXO 2

Protocolo de evaluacion clinica para ensayo de vacunacion y modelo murino de mastitis clinica, basado
en Morton y Griffiths, 1985 (Vet. Record 116: 431-436).

Variables Observaciones Puntos
Aspecto - Normal 0
(0-3) - Pelo leve—-moderadamente hirsuto 1

- Pelo muy hirsuto. Presencia de secreciones oculares y/o nasales 2
- Postura anormal (cifética), claudicacién 3
Comportamiento |- Normal 0
espontaneo - Pequefios cambios 1
(0-3) - Inactividad 2
- Automutilacion, vocalizaciones anormales, animales muy inquietos o 3
inmdviles
Comportamiento |- Normal 0
en respuesta a la |- Cambios pequefios 1
manipulacion - Cambios moderados 2
(0-3) - Animal agresivo 0 comatoso 3
Respiracién - Normal 0
(0-3) - Incremento ligero en la frecuencia respiratoria 1
- Incremento moderado (+ 30%) en la frecuencia respiratoria 2
- Incremento marcado (£ 50%) en la frecuencia respiratoria, respiracion 3
asincronica
Alteraciones - Normal/enrojecimiento del pezdn producto de la puncién 0
mamarias post |- Edema leve. Congestion leve. 1
infeccion - Inflamacion y congestion moderada. Tejido mamario levemente oscuro. 2
experimental - Inflamacion y congestion marcada. Tejido mamario oscuro y endurecido. 3
(0-3)
Puntuacion total (0 a 15).
Acciones correctivas sugeridas en funcién de la puntuacion obtenida por el grupo/individuo:
-0-4 Normal.
-5-8 Supervision cuidadosa.
—9-12  Sufrimiento intenso. Segregacion en jaula individual.
—13-15 Sacrificio.
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