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RESUMEN
Brucella canis es el agente etiologico de la brucelosis canina, una enfermedad
zoonotica con una seroprevalencia del 7,3 % en perros en Chile. Su presentacion
clinica es inespecifica, manifestandose principalmente como infertilidad. Ante
la ausencia de tratamientos eficaces y vacunas aprobadas, en este estudio se
evalué la inmunogenicidad y la proteccion heterdloga conferida por la
vacuna Brucella abortus RB51 en ratones BALB/c frente a la cepa B.
canis RM6/66, con énfasis en la respuesta inmune a nivel de mucosas. Los
animales fueron inmunizados por via intranasal o intraperitoneal con B.
abortus RB51. La inmunogenicidad se evalué mediante la titulacion y
funcionalidad de los anticuerpos, junto con la determinacion de los niveles de
citocinas, mientras que la proteccion conferida se analizo a través del recuento
bacteriano en bazo tras el desafio con B. canis RM6/66 por vias intravaginal e
intraperitoneal. La inmunizacion intranasal indujo niveles de IgA anti-B.
canis capaces de aglutinar al patdogeno y activar el complemento, ademas de
estimular la produccion de TNF-a e IFN-y. Los ratones inmunizados por via
intranasal presentaron un indice de proteccion de 2,13 en bazo. Estos resultados
sugieren que esta administracion podria constituir una estrategia eficaz para la
prevencion de la brucelosis canina, destacando la relevancia de profundizar en

los mecanismos de inmunidad de mucosas inducidos por esta vacuna.



ABSTRACT
Brucella canis 1s the etiological agent of canine brucellosis, a zoonotic disease
with a seroprevalence of 7.3% in dogs in Chile. Its clinical presentation is
usually nonspecific, most commonly manifested as infertility. Due to the
absence of effective treatments and approved vaccines, this study evaluated the
immunogenicity and heterologous protection conferred by the Brucella
abortus RB51 vaccine in BALB/c mice against the B. canis RM6/66 strain,
with an emphasis on the mucosal immune response. Animals were immunized
intranasally or intraperitoneally with B. abortus RB51. Immunogenicity was
assessed by antibody titers and functional activity, together with cytokine
quantification, while protection was analyzed through bacterial counts in the
spleen after challenge with B. canis RM6/66 via intravaginal or intraperitoneal
routes. Intranasal immunization induced anti-B. canis IgA antibodies capable
of agglutinating the pathogen and activating complement, as well as stimulating
the production of TNF-a and IFN-y. Mice immunized intranasally showed a
splenic protection index of 2.13. These results suggest that intranasal
administration of B. abortus RB51 could represent an effective strategy for the
prevention of canine brucellosis, highlighting the importance of further

investigation into the mucosal immune mechanisms induced by this vaccine.
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INTRODUCCION

1.1 Brucelosis canina

Brucella canis es el agente etiologico de la Brucelosis canina, una enfermedad
zoonotica caracterizada por una alta seroprevalencia a nivel mundial (Santos ef
al., 2021). Este patogeno es una bacteria cocobacilar Gram negativa, que se
presenta de forma individual o en cadenas cortas, inmoviles y que sobreviven y
replican intracelularmente (Chacon-Diaz et al., 2015). Su metabolismo es
aerobico, siendo catalasa y oxidasa positivas. En cultivo, las colonias se
observan inicialmente pequefias (1-5 mm), traslacidas, con un leve tono
azulado, de bordes definidos y mucoides en el primer aislamiento; con el
transcurso de los dias, las colonias se tornan opacas y de un mayor tamafio
(Borie and Galarce, 2015). Desde un punto de vista estructural, B. canis se
diferencia del resto de las especies del genero Brucella por corresponder, junto
a B. ovis, al grupo de las "Brucellas rugosas", caracterizadas por su escasa
cantidad o ausencia total del antigeno O del lipopolisacarido (LPS) (Borie and
Galarce, 2015; Fox et al., 1998).

Desde el punto de vista gendmico, el género Brucella esta constituido por
especies reconocidas como clasicas (B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis
y B. ovis), las cuales comparten mas de un 94% de similitud genética

(Rajashekara et al., 2004, Suarez-Esquivel ef al., 2020, Yang et al., 2024). Dos
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caracteristicas genéticas de Brucella que llaman la atencion son la existencia de
dos cromosomas circulares en la mayoria de las especies y la ausencia de
plasmidos (Yang et al., 2024). Esta ultima caracteristica refleja probablemente
la adaptacion a un nicho ecoldgico estable y sin competencia microbiana, en el
que no es necesaria la plasticidad genética que se deriva de los plasmidos
(Whatmore, 2009). Se estima que el 8% del genoma de Brucella es destinado a
funciones necesarias para la sobrevivencia y la virulencia (Rivers et al., 2006).
Ademas, las especies de Brucella exhiben un rango de hospederos especificos,
aunque no del todo estricto; una caracteristica que habria tenido un ancestro en
comun, el cual no presentaba preferencia por un mamifero terrestre especifico
(Whatmore, 2009, Whatmore and Foster, 2021). Interesantemente, se ha
postulado que la especiacion de estas bacterias se asociaria a cambios entre las
poblaciones de forma gradual a medida que el hospedero iba evolucionando y,
por lo tanto, creando grupos genéticamente vinculados a sus hospederos
especificos mas que a sus diferencias genéticas (Whatmore, 2009, Whatmore
and Foster, 2021). Esto explicaria la cantidad de especies de Brucella existentes
y su conservado perfil de proteinas presentes en estos microorganismos

(Moreno et al., 2002).
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1.2 Seroprevalencia mundial y nacional de brucelosis canina

A nivel mundial, se pueden identificar areas geograficas donde la brucelosis es
mas prevalente, es asi que en paises de medio oriente continental se encuentra
la prevalencia mas alta con un 48.7% (Santos et al., 2021). Ademas, la infeccidén
es comun en América Central y Sudamérica. A principios del 2000 en
Sudamérica, Brasil fue el pais que presentaba las mayores tasas de prevalencia
a nivel regional, entre 0.84 a 58.3% (Noyma et al., 2009). En la actualidad, el
pais con mayor prevalencia en Sudamérica, es Argentina, con 15.5%,
desplazando al segundo lugar a Brasil con 10.5%, seguido por Colombia con
7.7% y Chile con 7.3% (Santos et al., 2021).

En Chile, la mayor cantidad de estudios realizados de seroprevalencia
corresponde a la Region Metropolitana, teniendo una prevalencia del 13%
(Borie et al., 2002). En la comuna de San Bernardo se ha observado una
prevalencia del 11.25% (Obrist, 2005), mientras que en clinicas veterinarias de
Santiago se ha registrado un 16.8% (Gomez, 2007). Ademas, en operativos de
esterilizacion realizados en el Gran Santiago se ha registrado una prevalencia
del 8.7% (Sanchez, 2017). Los estudios publicados en regiones,
especificamente utilizando datos de criaderos presentes en la cuidad de Curicd,

se ha detectado una prevalencia de un 18.18% (Troncoso et al., 2013), mientras
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que en perros callejeros de la ciudad de Temuco alcanza valores de 1%

(Tuemmers et al., 2013).

1.3 Vias de ingreso del patégeno en perros

La infeccion en perros ocurre por cualquier mucosa a través de la exposicion
directa de secreciones que contengan entre 1 a 2 x 10° UFC de B. canis
(Davidson and Sykes, 2014; Olivera ef al., 2011). En las hembras, el ingreso
por mucosa genital postmonta o por mucosa buconasal/conjuntival con
exudados vaginales es la via de transmision mas frecuente (Carmichael and
Greene, 2008). Una vez infectadas, las hembras eliminan secreciones después
del aborto, por periodos de hasta seis semanas. Interesantemente, se ha descrito
que la via de ingreso del patdgeno que requiere de una menor carga bacteriana
corresponde a la mucosa conjuntival (10* a 10° UFC) (Carmichael, 2000).
Ademas, la transmision también puede ocurrir a través de la leche,
transplacentaria y por la via oronasal en condiciones de hacinamientos en
perreras (Davidson and Sykes, 2014). En los machos, el liquido seminal y la
orina se consideran fuentes de infeccion, ya que alojan a los microorganismos
en la prostata y el epididimo. La excrecidon urinaria se inicia a unas cuantas
semanas tras el comienzo de la bacteriemia y continia hasta varios meses
(Carmichael and Greene, 2008). En estos animales, las concentraciones de

bacterianas se encuentran entre 10° a 105 UFC/ml de orina, siendo mayor que
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en hembras. En semen, la concentracion de B. canis suele ser alta durante las
primeras 6 a 8 semanas post infeccion y puede observarse una eliminacion
intermitente del microorganismo en pequeiias cantidades hasta las 60 semanas
post infeccion y en algunos casos, hasta 2 afios (Carmichael and Greene, 2008).
1.4 Fases de infeccion en perros

La infeccion en perros puede ocurrir por cualquier mucosa, la cual genera un
periodo de incubacion variable. Luego, el paso de las bacterias a la sangre
produce una bacteriemia que pueden observarse entre una y cuatro semanas
post-infeccion, correspondiente a la fase aguda (Hollett, 2006). Durante esta
etapa, B. canis coloniza diversos tejidos, incluyendo linfonodos, bazo, médula
Osea y tracto reproductivo. En sangre, las concentraciones pueden superar 103
bacterias/mL al mes de infeccion (Carmichael, 2000). El signo clinico
caracteristico de esta fase es la fiebre ondulante, acompafiada de decaimiento y
anorexia intermitente (Carmichael, 2000).

La duracion de la bacteriemia en los perros es variable ya que en algunos casos
es transitoria, o puede extenderse por seis meses o incluso persistir por uno, dos
o incluso cinco afos (Carmichael et al., 1984). Tras la resolucion de la
bacteriemia, las bacterias pueden permanecer en tejidos como el bazo,
linfonodos, médula 6sea, prostata y epididimo por periodos prolongados

(Carmichael, 2000). Este comportamiento, caracterizado por una alternancia
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entre fases de bacteriemia y abacteriemia, complica el diagnostico y favorece el
subdiagnostico de la enfermedad. Por este motivo, se recomienda el uso
combinado de métodos serologicos, PCR y cultivo bacteriano para su deteccion
(Sanchez, 2017). Cabe destacar que el tipo de muestra y el método diagndstico
deben seleccionarse de acuerdo con la fase clinica ya que la sangre resulta util
unicamente durante la bacteriemia, mientras que en la abacteriemia es preferible
utilizar orina, semen o tejido testicular en machos (Sanchez, 2017). Aunque la
deteccion de anticuerpos contra antigenos de Brucella es ampliamente
utilizada, sus resultados deben interpretarse con precaucion, dado que pueden
ser negativos en fases de abacteriemia o cronicidad, situacion que también se
observa en los cultivos bacterianos (Sanchez, 2017). Ademas, la bacteriemia
puede reactivarse en situaciones de estrés, contribuyendo a la complejidad de la
enfermedad y dificultando ain mas su diagnostico. Adicionalmente, la
infeccion por B. canis, a través del establecimiento de esta bacteria en los
tejidos, produce una fase cronica que se prolonga por mas de tres meses con una
persistencia o progresion de los signos clinicos previamente descritos

(Pellegrini et al., 2022, Cosford, 2018).

1.5 Sintomatologia de la brucelosis canina
En perros la sintomatologia de esta enfermedad esta principalmente asociada al

tracto reproductivo de ambos sexos (Carmichael, 2000). En perras gestantes
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causa absorcion embrionaria, abortos y mortinatos. Muchas de las muertes
embrionarias tempranas con reabsorcion ocurridas a un par de semanas del
apareamiento y el aborto en embriones de 10 a 20 dias post cruza pasan
inadvertidos, ya que son confundidos con fallas en la concepcion (Hollett,
2006). Ademas, los abortos pueden ocurrir en cualquier periodo de la gestacion,
pero generalmente ocurren después de los 45 a 55 dias (séptima a novena
semana de gestacion), seguidos por un flujo vaginal verde mucoide,
serosanguinolento o gris que persiste por hasta seis semanas (Sanchez, 2017).
Si no hay aborto, los mortinatos mueren en las primeras 24 horas por debilidad
o sobreviven quedando permanentemente infectados (Carmichael, 2000). Se ha
descrito que sobre el 85% de las hembras que abortan por B. canis pueden
concebir camadas normales en los siguientes partos. Raramente, las hembras
pueden abortar mas de 4 veces consecutivas y tener mas de 3 apareamientos sin
¢xito consecutivos (Carmichael, 2000).

Por otro lado, en los machos, esta infeccion genera orquitis en fase aguda, con
espermatozoides anormales y lisados con presencia de células inflamatorias en
el eyaculado, especialmente durante los primeros 3 meses luego de la infeccion
(Carmichael, 2000). En fase cronica hipogonadismo bilateral o unilateral con
infertilidad, prostatitis y disminucion del libido. A nivel histologico las lesiones
testiculares que se observan con alteracion de la barrera hematotesticular, con
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infiltracion eritrocitaria tubular y cambios anormales morfoldgicos en la linea
espertatogénica (Borie et al., 2002), de igual manera que en la hembra, se puede
evidenciar secreciones verde mucoide o gris acumulados en el prepucio del
perro (Carmichael and Greene, 2008, Sanchez, 2017). Adicionalmente, esta
enfermedad puede provocar otros signos clinicos, los cuales se presentan con
menor frecuencia, tales como discoespondilitis, poliartritis, glomerulonefritis y
uveitis con edema corneal (Carmichael and Greene, 2008).

1.6 Respuesta inmune durante la brucelosis

La respuesta inmune innata frente a la infeccion por Brucella sp. Inicia con
elementos de la inmunidad innata, la cual involucra a una serie de elementos
tales como proteinas del complemento, células dendriticas (DCs), macrofagos
y ce¢lulas asesinas naturales (NK) (Fernandez Prada et al., 2001a). Las proteinas
del complemento, activadas principalmente por la via cldsica, facilitan la
opsonizacion y fagocitosis inicial del patogeno (Fernandez Prada et al., 2001b).
Sin embargo, Brucella sp. emplea estrategias de evasion inmune que le permite
sobrevivir y replicarse dentro de macrofagos y DCs escapando de la accion de
estas moléculas (Martirosyan et al., 2011; de Figueiredo et al., 2015; Gomes et
al., 2012). Por otro lado, las DCs y macrofagos que fagocitan a Brucella sp. Y
liberan diversas citoquinas tales como interluquina-12 (IL-12), la cual activa a

las células NK (Golding et al., 2001). A su vez, estas celulas producen
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interferon gamma (IFN-y), crucial en la activacion de los macrofagos y la
eliminacion de patdgenos intracelulares (Montalvillo ef al.,, 2014). Aunque la
inmunidad innata por si sola no logra erradicar la infeccion, desempefia un papel
fundamental al activar el sistema inmune adaptativo (Gomes et al., 2012;
Vorster and Mapham. 2013; Lopez-Santiago et al., 2019).

La inmunidad adaptativa frente a Brucella se asocia a la activacion de sus dos
brazos principales: la inmunidad humoral y celular, cada una con mecanismos
especificos y roles complementarios para combatir la infeccion (Abbot and
Smith, 2020). Asi, la inmunidad humoral a través de la produccion de
anticuerpos por células plasmadticas, incrementa principalmente los niveles
sistémicos de IgM e IgG, los cuales detectan a Brucella cuando se encuentra
fuera de su ciclo intracelular (Allen and Adams. 2010; Rojas and Berrios. 2014;
Atluri et al., 2011). Los anticuerpos activan el sistema del complemento, lo que
facilita la lisis bacteriana mediante la formacion de complejos de ataque a la
membrana (Hoffmann and Houle, 1995) y promueven la fagocitosis
de Brucella por los macrofagos (Huy et al., 2022; Mazumdar et al., 2022;
Gutiérrez-Jiménes et al, 2019). Este proceso, aunque util para eliminar a la
bacteria, también puede favorecer su persistencia y cronicidad, ya

que Brucella es capaz de utilizar los macrofagos como nichos intracelulares,
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evadiendo asi las respuestas inmunitarias extracelulares (Martirosyan and
Gorvel. 2013).

Por otro lado, la inmunidad celular es esencial en la eliminacion de Brucella,
siendo los linfocitos T (CD4") helper tipo 1 (Thl) y los linfocitos T (CD8")
citotoxicos son fundamentales en este proceso (Garcia-Samartino. 2010; Zheng
et al., 2019; Byndloss and Tsolis. 2021; Rossetti et al., 2015). Los linfocitos
Th1 regulan la maduracion de las DCs y su capacidad para presentar antigenos,
y promueven la produccion de especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico
(NO) en los macrofagos, compuestos que son utilizados para eliminar bacterias
fagocitadas (Sher and Coffman. 2001; Miinz et al., 2005). También, estos
linfocitos pueden inducir apoptosis en células infectadas por bacterias
intracelulares (Pesce et al., 2022). Asimismo, los Thl también contribuyen a la
proliferacion clonal de linfocitos T CD8" mediante la produccion de
interleucina-2 (IL-2) (Chen ef al., 2023), linfocitos que eliminan directamente
las células infectadas con Brucella, previniendo su diseminacion intracelular
(Balin et al., 2018, Tian et al., 2022).

La activacion de estos linfocitos Thl CD4" y T CDS8" citotoxicos productores
de IFN-y es crucial para inducir en ratones la produccion de anticuerpos [gG2a
por las células plasmaticas, garantizando una respuesta inmunitaria adaptativa
eficaz contra Brucella (Stein and Phipps. 1992). Este equilibrio permite una

21



coordinacion Optima entre la inmunidad celular y humoral, lo que resulta
indispensable para la eliminacion del patdégeno (Lopez-Santiago et al., 2019;
Gomes et al., 2012; Leyan et al., 2015; Dadelahi ef al., 2020). Sin embargo, la
activacion inadecuada o insuficiente de los linfocitos Thl puede comprometer
seriamente la capacidad del sistema inmune para controlar la infeccion y
eliminar a Brucella sp. de manera efectiva (Martirosyan et al., 2011). De este
modo, la inmunidad celular liderada por los linfocitos Th1 y linfocitos T CD8",
son componentes esenciales en la lucha contra Brucella sp., los cuales
contribuyen significativamente a la eliminacion del patdégeno y previnienen su
persistencia cronica en el hospedero (Oliveira. 2021; Guo et al., 2023; Rivers et
al., 2006; Carvalho et al., 2023).

1.7 Respuesta inmune en perros frente a B. canis

En perros, la infeccidn con B. canis incrementa la produccién de citoquinas IL-
12, IFN-y y TNF-a en DCs, las cuales activan linfocitos Th1 (Pujol et al., 2017,
Pujol et al., 2019). Adicionalmente, niveles elevados de IL-6 e IL-17 asociadas
a la activacion de linfocitos Th17 también han sido reportadas (Pujol ef al.,
2017). La activacion de los linfocitos Th17 aunque efectivas contra infecciones
bacterianas extracelulares y fungicas, son consideradas ineficaces para
controlar las infecciones bacterianas intracelulares (Audic et al, 2009).

Ademas, la activacion de estos linfocitos Th17 se asocian a respuestas inmunes
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dafiina asociada a trastornos autoinmunes en los tejidos 6seos (Giambartolomei
et al., 2012). Esto ha hecho suponer que la respuesta Th17 generada durante la
brucelosis canina, podria contribuir con la patogenicidad de la enfermedad en
perros infectados, la cual se asociaria principalmente a las lesiones Oseas
caracteristicas en la region sacral (Pujol et al., 2017). Por lo tanto, es posible
que el balance Th1/Th17 es un fenomeno que debe ser finamente ajustado
durante la brucelosis, el cual al ser alterado puede afectar el desarrollo de una

respuesta Thl efectiva contra B. canis (Pujol et al., 2019).

1.8 Inmunidad en las barreras mucosas frente a Brucella

La infeccion en perros y otros mamiferos por Brucella suele ocurrir a través de
los tejidos mucosos. Estas superficies incluyen la cavidad oral, las vias
respiratorias, el tracto genitourinario y el tracto gastrointestinal, las cuales
representan sitios altamente vulnerables a la penetracion, colonizacion e
invasion de estos patogenos (Jonhstone y Herzberg, 2022; Juge, 2022; Zaldivar-
Ochoa, 2002). Las mucosas se asocian a tejidos linfoides que desempeian un
papel fundamental en su proteccion. Estas estructuras sirven como alojamiento
y facilitan el transito de células del sistema inmune innato y adaptativo,
garantizando una respuesta coordinada y eficaz frente a amenazas en estas
superficies vulnerables (Randall and Mebius, 2014, Cesta, 2006). Estas

reacciones inmunes se producen en el tejido linfoide asociado a las mucosas
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(MALT, por sus siglas en inglés), el cual incluye componentes distribuidos en
multiples ubicaciones anatomicas, como el tracto gastrointestinal, respiratorio
y genitourinario, y que actiian como primera linea de defensa en las interfaces
de las mucosas (Nabekura and Shibuya, 2021; Ruddle and Akirav, 2009;
Piersma, 2024; Valle-Noguera et al., 2021).

La inmunidad en estos tejidos durante la infeccion por Brucella no ha sido
completamente estudiada; sin embargo, se espera que se produzca una respuesta
inmune protectora asociada a los linfocitos Thl y T citotoxicos (Van Ginkel et
al., 2000; Muraille et al., 2014). Estas respuestas serian acompafiadas por la
produccion de anticuerpos IgA secretoras (s-IgA), las cuales proveerian una
linea de defensa muy importante contra la invasion por Brucella hacia los
tejidos (Mantis et al., 2011, Corthésy, 2013). En estos tejidos las s-IgA
constituyen en mas del 80% de todos los anticuerpos producidos por el MALT
(Bamias et al., 2023). Ademas, los anticuerpos de s-IgA no solo estan presentes
en las secreciones externas, sino también ejercen propiedades antimicrobianas
en las células epiteliales, brindando una proteccion inmune especifica para todas
las superficies mucosas debido a su capacidad de bloquear la penetracion al
organismo de agentes patogenos (Brandzaeg, 2013). Entre sus funciones estan
la capacidad de inhibir la adherencia bacteriana, la neutralizacion de enzimas y
toxinas secrectadas por estos patogenos (factores de virulencia) y la
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neutralizacion de virus (Corthésy y Spertin, 1999; Sanchez-Salguero y Santos-
Argumedo, 2018; Mantis et al, 2011). La inmunidad de mucosas,
especificamente en los tejidos del tracto genital femenino como es el utero, una
region que ha sido muy poco estudiada durante infecciones o nada estudiada en
el contexto de B. canis. Estos tejidos generan una respuesta inmune clave
durante el ingreso de este patdégeno, la cual debe ser considerada
especificamente durante las estrategias de vacunacion.

1.9 Vacunas intranasales para mejorar la inmunidad en mucosa genital
El desarrollo de vacunas intranasales contra enfermedades de transmision
sexual tiene por objetivo de inducir inmunidad en la mucosa genital. La
administracion de antigenos vacunales en la cavidad nasal permite activar la
respuesta inmune asociada al NALT (Figura 1), donde los linfocitos son
programados para viajar (“homing”) y responder en tejidos mucosos distantes
como es el tracto genital femenino. Este “homing” leucocitario se produce
debido a la expresion en la superficie de los linfocitos de receptores de
integrinas y quimioquinas expresadas especificamente en determinados tejidos

mucCoOSos.
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Figura 1 : Induccion de respuesta inmune en cavidad nasal.

El tejido linfoide asociado a la nariz (NALT) estd compuesto por células epiteliales y células
microplegadas (M), especializadas en la captacion de antigenos. Las células M endocitan
antigenos y los transportan a las células presentadoras de antigenos (CPA) para su
procesamiento y presentacion. Posteriormente, las CPA migran hacia la zona interfolicular
de NALT donde se encuentran linfocitos T y una zona folicular con linfocitos B. La
activacion de estas células lleva a la produccion de IgA que al unirse al receptor de Ig

polimérico (pIgR) de las células epiteliales permite su transporte al lumen de la cavidad nasal

en forma de IgA secretora (sIgA) (Bai et al., 2024).
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La inmunizacion intranasal (i.n) ha sido estudiada en infecciones con virus
herpes simple tipo 2 (HSV-2), demostrandose que la inmunizacién i.n. con virus
mutante atenuado induce una respuesta robusta de linfocitos T CD4" de
memoria efectora (Tem) productores de IFN-y en el tejido vaginal. Estas serian
las responsables de prevenir una inflamacion severa y reducir la carga viral en
la zona genital a partir del tercer dia post-desafio (Nochi et al., 2014). De forma
similar, la vacunacion i.n. contra Chlamydia trachomatis, usando cepas
inactivadas con UV, generaron dos oleadas de linfocitos T CD4" productores
de IFN-y (Stary et al., 2015). La primera fue generada tras la administracion i.n.
de la vacuna, la cual gener6 linfocitos T CD4" de memoria residentes de tejido
(Trem) en mucosas y Tem CD4" en la circulacion sistémica, especificos contra
C. trachomatis. La segunda oleada ocurri6 durante el desafio postvacunal,
donde se registr6 una migracion de Tem CD4" hacia el tejido vaginal, los cuales
contribuyen a una eliminacion efectiva del patogeno (Figura 2, Stary et al.,
2015). Estos resultados demuestran que los Trm CD4" o CD8" generados
durante la vacunacion intranasal, son fundamentales para la inmunidad de
mucosas ya que actlian como barreras de primera linea, respondiendo de forma
rapida, especifica y eficaz ante la presencia de patogenos. Adicionalmente, la
evidencia muestra que los Tem refuerzan esta respuesta y permiten la
erradicacion del agente infeccioso (Hassert and Harty, 2022).
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Figura 2: Activacion del sistema comun de mucosas por via intranasal.

En la vacunacion i.n., las células dendriticas transportan los antigenos (ej. UV-Ct—cSAP)

hacia los ganglios linfaticos regionales activando linfocitos T CD4+ naive. Los linfocitos T

inducidos por la vacunacién migran hacia la mucosa uterina, conformando una primera

oleada que establece linfocitos T de memoria residentes en tejidos (Trm). Paralelamente, la

vacunacion genera un reservorio de células T de memoria circulantes. Durante una infeccion

genital por el patdgeno se produce una reactivacion local de las Trm uterinas desencadenando

el reclutamiento de los linfocitos T efectores circulante (segunda oleada). La eliminacion

eficiente del patdgeno requiere la accion coordinada de ambas oleadas de células de memoria

(Stary et al., 2015).
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1.10 Vacunas contra B. canis

En la actualidad no existe una vacuna para perros que proteja de B. canis (Borie
et al., 2022). La publicacion mas actual, es de B. canis RM6/66 AvjbR, un
candidato vivo atenuado provado en ratones, el cual presenta la delecion del gen
vjbR, codificante de un regulador transcripcional del quoérum sensing (Liu et
al., 2020). Este regulador, similar a LuxR, es requerido para la expresion del
operon virB en Brucella, y es fundamental para la supervivencia y virulencia
bacteriana en fagocitos y en ratones (Liu et al., 2020). Por otro lado, se ha
utilizado la proteina BLSOmp31 formulado con diferentes adyuvantes como un
candidato capaz de inducir una buena respuesta humoral en el modelo murino
(Clausse et al., 2013). Esta vacuna recombinante BLSOmp31 también fue
evaluada en perros, la cual fue formulada con un gel de hidroxido de aluminio
(HA), y administrada por via sub cutanea (s.c) (Clausse et al., 2017). Sus
resultados mostraron altos niveles de IgG hasta la semana 13 post vacunacion.
Luego, los niveles bajaron y permanecieron estables hasta la semana 45. La
respuesta celular fue asociada una respuesta del tipo Th2, algo diferente a lo
observado en modelo murino donde desarrollaron una respuesta Th1/Th2.
Adicionalmente, esta vacuna indujo niveles de IgA e IgG en saliva, secrecion
prepucial y lagrimas. Finalmente, los autores sefialaron que la actividad

bactericida del suero y la actividad opsonizante de los anticuerpos inducidos
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por la vacuna podrian tener un rol protector en la etapa inicial de bacteremia,
impidiendo el ingreso de B. canis en los tejidos blancos (Clausse ef al., 2017).
Estos resultados muestran el importante rol de la inmunidad de mucosas en la
brucelosis canina, por ser la principal via de contagio en perros.

Por otro lado, considerando que en paises de medio oriente se ha detectado una
elevada seroprevalencia de B. canis y B. abortus, donde incluso se han
detectado perros con B. abortus y ganado bovino con B. canis, ha motivado el
uso de la vacuna RB51 frente a B. canis en perros (Santos ef al.,, 2021, Hur et
al., 2010). La vacuna B. abortus cepa RB51 es usada para prevenir exitosamente
la brucelosis bovina, la cual induce anticuerpos contra antigenos de B. abortus,
incluidas sus proteinas de membrana externa y confiere proteccion contra la
cepa virulenta B. abortus 2308 (Schuring et al., 1991). Esta vacuna, ha sido
probada en otros animales, incluidos bufalos de agua (Bubalus bubalis), ovejas,
cabras y bisontes, y ha sido utilizada para evaluar su proteccion frente a distintas
especies de Brucella (Diptee et al., 2006). Con la finalidad de mejorar su
seguridad se han realizado modificaciones en diversos genes codificantes de
factores virulencia de esta cepa bacteriana (Moriyon et al., 2004, Olsen and
Palmer. 2014). Se han evaluado pardmetros humorales generados por la vacuna
RB51 en ratones (Truong et al., 2015) y en perros (Hur and Baek. 2017) frente
a B. canis y B. abortus, concluyendo que la vacuna RB51, genera una respuesta
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inmune heterologa contra los antigenos de B. canis, siendo la respuesta inmune
generada por RB51 mayor en ratones para antigenos de B. canis que para
antigenos de B. abortus (Truong et al., 2015). Sin embargo, en este estudio no
pudieron concluir si la vacuna RB51 genera una respuesta inmune protectora
contra B. canis asociada a participacion de la inmunidad celular.

Debido a la ausencia de vacunas y de un programa de control para la brucelosis
canina, se infiere que una rapida expansion de esta enfermedad produciria un
fuerte impacto en la reproduccion canina y en la Salud Publica (Borie ef al.,
2022). Por lo anterior, es urgente analizar candidatos vacunales que consideren
las caracteristicas genomicas de las cepas circulantes a nivel mundial, toda vez
que se ha comprobado su variabilidad genética, particularmente en genes
asociados a factores de virulencia o proteinas de membrana externa (Borie et
al., 2021). Considerando que las especies del género Brucella presentan una
elevada similitud antigénica, explicando la inmunidad cruzada generada frente
a distintas especies, se infiere que se podrian utilizar candidatos vacunales
basados en especies rugosas de Brucella, como la RB51, para inducir inmunidad
heterologa en las mucosas frente a B. canis. Por lo tanto, en este proyecto fue
evaluado la respuesta inmune heter6loga inducida por la cepa B. abortus RB51
administrada por via i.n. y con desafio en la mucosa genital con la cepa B. canis
RM6/66 con el objetivo de generar proteccion en ratones BALB/c.

31



HIPOTESIS DE TRABAJO
La inmunizacion intranasal con la vacuna Brucella abortus RB51 induce una
respuesta inmune en la mucosa del tracto genital que protege sistémicamente a

ratones BALB/c de la infeccion con Brucella canis RM6/66.

OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la inmunogenicidad y proteccion en el tracto genital de ratones BALB/c
inmunizados con la vacuna RB51 frente a Brucella canis.
Objetivos especificos
1. Evaluar la respuesta inmune en la mucosa del tracto genital de ratones
BALB/c inmunizados intranasalmente con la vacuna RB51.
2. Analizar los niveles de proteccion en la mucosa del tracto genital
conferidos por la inmunizacion intranasal con la vacuna RB51 frente a la

infeccion experimental con B. canis.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Animales experimentales

Ratones hembras de 10 semanas de edad, de la linea isogénica BALB/c, fueron
obtenidos del Instituto de Salud Publica (ISP) (Santiago, Chile). Los animales
fueron mantenidos en las dependencias del Laboratorio de Inmunologia
Molecular (Departamento de Microbiologia, Facultad de Ciencias Biologicas,
Universidad de Concepcion), separados aleatoriamente en grupos
experimentales y controles, y aclimatados antes de comenzar los experimentos.
Todos los ratones fueron mantenidos en condiciones controladas de
temperatura, recibiendo alimento y agua ad libitum, y cumpliendo con todas las
normas del Comité Bioético de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad
de Concepcion.

2.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Las cepas utilizadas en este estudio fueron Brucella abortus RB51 y Brucella
canis RM6/66. La cepa RBS51 se cultivd en caldo Brucella (Difco)
suplementado con 1 mg/ml de rifampicina (Duchefa Biochemie), mientras que
la cepa RM6/66 se cultivo en caldo Brucella (Difco). Ambas fueron incubadas
a 37 °C con agitacion durante aproximadamente 48 horas, de acuerdo con cada

experimento. Todos los procedimientos con bacterias vivas se realizaron en
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instalaciones de bioseguridad nivel 2, siguiendo las normas establecidas por el

Comité de Bioseguridad y Bioética de la Universidad de Concepcion.

2.3 Extraccion de proteinas totales de Brucella

Las proteinas totales de B. canis RM6/66 (Laboratorio de Inmunologia, UdeC)
y B. abortus RB51 (Laboratorio de Inmunologia, UdeC) fueron obtenidas para
evaluar la respuesta inmune de los animales inmunizados. Esta extraccion fue
desarrollada utilizando los protocolos descritos por Tabatabai, et al. (1994) y
modificado por Ofate, et al. (2003). Para esto, las bacterias cosechadas fueron
lavadas tres veces con PBS estéril (NaCl 136.8 mM, KH2PO4 1.47 mM,
Na2HPO4 8 mM, KC12.68 mM, pH 7.2) pH 7.2, y luego centrifugadas a 8000
x g (Centrifuga refrigerada H-2050R, HunanXiangY1 Laboratory Instrument
Developmed Co., Ltd, China) durante 10 min a 4°C. Las bacterias fueron
inactivadas con metanol al 60% por 24 horas. Posterior a esto, las células fueron
nuevamente lavadas y mantenidas por 24 horas a 4°C en solucion salina
hipertonica de NaCl 1 M, Citrato de Sodio 0.1 M y EDTA 0.5 mM (Sigma-
Aldrich, Inc.). Posteriormente, las células fueron sonicadas (Ultrasonic
Homogenizer, Serie 4710, Cole parmer, USA) durante 15 min a 60 watts, y
centrifugadas a 8000g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue colectado y
almacendo con fenil metil sulfonil fluoruro (PMSF) 0.2 mM (Sigma-Aldrich,

Inc.). Las proteinas fueron concentradas con polietilenglicol 300 (Merck) en
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bolsas de dialisis con capacidad de retencion de pesos moleculares sobre 3500
(Dializer Tubing, Thomas Scientific, Philadelphia, USA). Luego, la fraccion
concentrada fue dializada contra agua destilada por dos dias y centrifugadas a
9000g por 30 min a 4°C. Posteriormente las proteinas fueron cuantificadas
usando el kit comercial Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific), y
almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.

2.4 Preparacion de gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

La visualizacion y deteccion de proteinas totales se realizo en geles de
poliacrilamida montados en soporte BioRad (Miniprotean® 3 System). El gel
SDS-PAGE consta de un gel separador y uno concentrador. El gel separador al
12% es preparado mezclando 2 ml de una solucion de acrilamida-bisacrilamida
al 30%, 1.3 ml de tampdn Tris pH 8.8, 50 ul de dodecilsulfato de Sodio (SDS,
Winkler Ltda.) al 10% y 1600 ul de agua destilada. La polimerizacion se inicid
agregando 50 ul de persulfato de amonio y 2 ul de N,N,N'-tetrametil-
etilendiamina (TEMED, Sigma-Aldrich, Inc.). Sobre el gel separador
polimerizado, se agregd el gel concentrador al 5%, el cual se prepard agregando
350 ul de la solucion de acrilamida-bisacrilamida al 30%, 250 ul de Tris-HCI
pH 6.8, 20 ul de SDS al 10% y 1400 ul agua destilada. La polimerizacion fue
obtenida agregando 20 ul de persulfato de amonio y 2 ul TEMED. Las muestras

se cargan con Azul de Laemmli 5x y calentadas a 100°C durante 5 min. Al gel
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se agrega un marcador de peso molecular para proteinas (protein ladder
#SMO0671, Fermentas, Life Science). La electroforesis se llevo a cabo en una
camara de electroforesis BioRad (Miniprotean® 3 System) utilizando 1 litro de
tampon de corrida (3,03 gr de Tris base, 14,41 gr de Glicina, 1 gr de SDSy 1
litro de agua destilada dejando la solucion a pH 8,3) a temperatura ambiente y
con un voltaje de 100 volt. Terminada la electroforesis, el gel fue desmontado
del soporte BioRad (Miniprotean® 3 System) y fue tefiido con una solucion de
azul de Coomasie (Sigma- Aldrich, Inc.) al 0.5% disuelto en 45% de metanol y
10 % acido acético. Posteriormente el gel fue destefiiddo con una solucion
decolorante que contiene 10% de metanol y 10% acido acético disuelto en H>O

destilada.
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Disefio experimental para evaluar la respuesta inmune
El disefio experimental se describe brevemente en la Figura 3. La cepa B.
abortus RB51 fue cultiva en caldo Brucella para su utilizaciéon en la

inmunizacion de ratones BALB/c.
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Figura 3: Disefio experimental del proceso de inmunizacion y evaluacion inmune.

1) Inmunizacién con B. abortus RB51 por via intraperitoneal o intranasal a los dias 1y 15
post-inmunizacion (p.i.); 2) Toma de muestras sanguineas y de lavado vaginal en los dias 0,
15,30y 45 p.i.; 3) Evaluacion de la respuesta humoral mediante ELISA indirecto en suero y
sobrenadante del moco vaginal, utilizando proteinas totales de B. abortus RB51 o de B.
canis RM6/66; 4) En el dia 45 p.i. se realiza la extraccion del bazo para cultivo de
esplenocitos con células dendriticas (DCs) sensibilizadas con proteinas totales de B. canis,
seguido de 72 h de cultivo para analizar la proliferacion de células antigeno especificas por
citometria de Flujo. En paralelo, es evaluada la produccién de citoquinas IL-4, IFN-y y TNF-

o en sobrenadante mediante ELISA sandwich.
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2.5 Inmunizaciones

Ratones BALB/c fueron separados en grupos experimentales y controles (n=5).
Los ratones experimentales fueron vacunados por ruta intraperitoneal (i.p.) o
por ruta intranasal (i.n.) con B. abortus RB51, mientras que los grupos controles
recibieron PBS por ruta i.p. o i.n. Posteriormente, estos animales fueron
utilizados para evaluar la respuesta inmune humoral inducida por la vacunacion;
mientras que grupos similares (experimentales y controles) fueron utilizados
para evaluar los niveles de proteccion conferidos mediante la vacuna B. abortus

RB51 frente al desafio con B. canis RM6/66.

2.6 Produccion de inmunoglobulinas

Los niveles de inmunoglobulinas M (IgM), IgG, IgG2a e IgA fueron evaluadas
en los sueros derivados de sangre periférica obtenida por incision de la vena
caudal y en lavados vaginales a los dias 0, 15, 30 y 45 p.i. mediante ELISA
indirecto. Para ello, placas de poliestireno de 96 pocillos Nunc Maxisorp
(Thermo Fisher Scientific Inc., MA USA) fueron sensibilizadas con 1 pg/ml de
proteinas totales de B. abortus RB51 o B. canis RM6/66, e incubadas en cdmara
hiimeda durante 16 h a 4°C. Pasado este tiempo, las placas fueron lavadas con
buffer PBS-Tween-20 al 0,05% v/v, y a cada pocillo se le agregdé PBS-Tween-
20 al 0,05% con 0,8% de gelatina para bloquear sitios de unidn inespecificos,

incubando por 1 h a 37°C. Posteriormente, fueron realizados tres lavados y se
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agregaron los sueros o lavados vaginales (anticuerpos primarios) en diluciones
seriadas, comenzando en 1:50. Las placas fueron incubadas por 3 h a
temperatura ambiente. Tras nuevos lavados, se agreg6 el anticuerpo secundario
mouse anti-IgM, IgA, 1gG o IgG2a de raton conjugado a peroxidasa de rabano
(HRP) (US Biological, Life Sciences, MA USA) en dilucion 1:1000. Las placas
fueron incubadas por 1 h a temperatura ambiente. La reaccion final fue revelada
con 20 mg/ml de SigmaFast Ortofenildiamina (OPD) (Sigma-Aldrich Co., MO,
USA) y detenida con 50 pL de H2SO4 2N. Las muestras fueron leidas a una
longitud de onda de 490 nm en el lector de microplacas (Infinite M Nano, Tecan
Group Ltd, Suiza). Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

2.7 Ensayo bactericida del suero (SBA) adaptado a moco vaginal

Se emplearon muestras de moco vaginal obtenidas a los 45 dias post
inmunizacion de los grupos vacunados por via 1.p. € i.n. y control PBS. Para la
obtencion de proteinas del complemento se utilizo sangre de raton, la cual se
centrifugd a 1.500 rpm durante 15 minutos. El suero recuperado se mezcld con
un volumen igual de buffer de lisis (Tris-HCI 0,605 g; NaCl 0,876 g; EDTA
0,0372 g, en 100 ml de agua destilada, ajustado a pH 7,4 con HCI) y se mantuvo
en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, la mezcla se centrifug6 a 15.000
rpm por 20 minutos a 4 °C, se recupero6 el sobrenadante y se almacend a -80 °C

en presencia de inhibidores de proteasas hasta su uso.
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El moco vaginal se sometio a diluciones seriadas (sin diluir, 1:50, 1:100, 1:150
y 1:200) utilizando buffer Hank’s suplementado con Ca?* y Mg?* (NaCl 0,8 g;
KCl1 0,04 g; KH,PO, 0,006 g; Na,HPO,-7H,0 0,048 g; glucosa 0,1 g; CaCl,
0,0147 g; MgCl, 0,0102 g en 100 ml de agua destilada). El complemento se
adiciono en una proporcion equivalente al 20% del volumen final.

La cepa Brucella canis RM6/66 se ajusto a una concentracion de 10 UFC/ul y
se incubd durante 1 hora a 37 °C en presencia de las diferentes condiciones
experimentales. Para cada grupo de inmunizacion se considero la incubacion de
bacterias con moco vaginal unicamente, con moco vaginal y complemento, y
con moco vaginal mas complemento inactivado por calor (56 °C durante 30
minutos).

Posteriormente, las mezclas se sembraron en agar sangre mediante la técnica de
microgota y se incubaron durante 72 horas a 37 °C. Al finalizar el periodo de
incubacion, se realizo el conteo de las colonias bacterianas formadas y los

resultados se expresaron como UFC/ml.

2.8 Estudio de linfoproliferacion de esplenocitos por citometria de flujo

La proliferacion de linfocitos antigenos especificos inducidas por la vacunacion
fue evaluada en los esplencitos de los ratones inmunizados y controles
utilizando Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) (CellTrace™ CFSE

Cell Proliferation Kit, Invitrogen) y analizadas por citometria de flujo (BD
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LSRFortessa™X-20 Cell, BD Biosciences, CA, EE. UU.). Estas suspensiones
celulares fueron obtenidas a partir del bazo mediante disgregacion usando cell
strainer de 70 um. Las células fueron lavadas tres veces con PBS y los “pellets”
fueron resuspendidos en tampon de lisis de globulos rojos (NH4Cl 155 mM;
KHCO3 10 mM y EDTA 0,1 mM), e incubadas durante 5 min a temperatura
ambiente. Las células fueron nuevamente lavadas y contadas usando el método
de exclusion de azul de tripano y ajustadas a 4 x 10° células viables/ml usando
una camara de Neubauer. En paralelo, células dendriticas derivadas de médula
osea (BMDCs) fueron obtenidas desde el femur y tibias de ratones BALB/c.
Estas células fueron cultivadas en medio RPMI-1640 suplementada con GM-
CSF 20 ng/mL e incubadas a 37°C con 5% de CO:. A los 3 dias se realiz6 un
cambio de medio con GM-CSF fresco (20 ng/mL). En el dia 7, las células fueron
cargadas con antigenos y co-cultivadas con los esplenocitos para el analisis de
proliferacion de linfocitos T y la medicidon de citoquinas (Sauter ef al., 2022).
Los andlisis fueron realizados en BD LSRFortessa™ X-20 Cell (BD
Biosciences, CA, EE. UU.), equipada con tres laseres: 488 nm, 640 nm y 405
nm. Todos los ensayos fueron realizados en triplicado.

2.9 Produccion de citoquinas

Los niveles de citoquinas IFN-y, TNF-a e IL-4 fueron evaluados desde el

sobrenadante de los cultivos de esplenocitos obtenidos en 2.6, a partir de la
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disgregacion del bazo de ratones inmunizados y no inmunizados. Estas células
fueron cultivadas en placas de 24 pocillos Nuncion Delta (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA), previamente sensibilizadas con 1, 5 o 10 pg/ml de
proteinas totales de RB51, y se incubaron durante 72 h a 37°C con 5% COs,.
Finalizado este periodo, las placas fueron centrifugadas a 400 x g (Universal
32R, A. Hettich GmbH &Co0.KG. Alemania) por 10 min a 4°C, y se procedio a
recolectar el sobrenadante, a partir del cual se realizaron las mediciones de IFN-
v, TNF-a e IL-4 mediante ELISA sandwich. Estos ensayos fueron realizados
utilizando los kits comerciales Ready-SET-Go! mouse IFN-y, TNF-a e IL-4
(eBioscience, San Diego, CA). La concentracion de las citoquinas presentes en
el sobrenadante fue calculada mediante una regresion lineal basada en los
valores de absorbancia obtenidos a partir de las curvas estandar de las citoquinas
recombinantes (eBioscience, San Diego, CA). Todos los ensayos fueron

realizados por triplicado.
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Disefio experimental para evaluar la proteccion frente a infeccion.
La cepa B. abortus RB51 y B. canis RM6/66 fueron cultivas en caldo Brucella
y utilizadas para desarrollar los experimentos que se describen brevemente en

la Figura 4.
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Figura 4: Disefio experimental para ensayos de proteccion.

1) Inmunizacion de B. abortus RB51 por via intraperitoneal o intranasal a los dias 1 y 15; 2)
Desafio con B. canis RM6/66 por via intraperitoneal o intravaginal a los 15 dias después de
la Gltima inmunizacioén. 3) Extraccion del bazo a los 15 dias del desafio, y cultivo de
esplenocitos con técnica de microgota en agar sangre; 4) Recuento de colonias de B. canis

RM6/66 a las 72 horas de cultivo, para el calculo del indice de proteccion.
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2.10 Ensayos de proteccion

La capacidad protectora de la vacuna RB51 adminsitrada i.n. fue evaluada
desafiando a los ratones i.v. con 2,8 x 10> UFC de la cepa patdgena RM6/66 o
por via i.p. con similar nimero de UFC/ml. Pasado dos semanas de la infeccion,
los ratones fueron eutanasiados para extraer el bazo, un organo que fue
homogenizado en PBS, con el cual se procedi¢ a desarrollar diluciones seriadas.
Estas diluciones fueron sembradas en microgotas sobre placas Petri con agar
Columbia suplementado con 5% de sangre de cordero (bioMérieux Chile,
Santiago, Chile) a 37°C durante 72 h. Posteriormente, se realiz6 el recuento de
UFC de RM6/66 por bazo. El indice de proteccion (unidades de proteccion) fue
presentado como la diferencia entre el promedio del logaritmo de UFC por bazo
del control negativo (PBS) y el promedio del logaritmo de UFC en el bazo del
grupo experimental.

2.11 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos con los anticuerpos, niveles de citoquinas y
linfoproliferacion fueron analizados mediante ANOVA de dos vias y un post-
test de Bonferroni. Los resultados obtenidos en los ensayos de proteccion, SBA
y AUC fueron analizados mediante un ANOVA de una via. Todos los datos
fueron analizados con el software GraphPad Prism 9. Valores de P < 0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Deteccion de las proteinas totales

En la Figura 5 se muestran las proteinas totales extraidas desde Brucella abortus
RB51 y Brucella canis RM6/66, visualizadas mediante SDS-PAGE al 12%. El
gel revela un patron escalonado caracteristico, con bandas distribuidas en
distintos pesos moleculares, lo que confirma la correcta extraccion y
preservacion de las fracciones proteicas de ambas cepas. Esta verificacion
respalda la integridad de las proteinas derivadas de estas cepas para su uso como

antigenos en la evaluacion inmune.

Figura 5: Deteccion de proteinas totales de las cepas RB51 y RM6/66 por SDS-PAGE.
kDa marcador de peso molecular; 1. Proteinas totales de B. abortus RB51; 2. Proteinas en el

extracto del lisado de B. canis RM6/66, 3. Proteinas totales de B. canis RM6/66.
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3.2 Evaluacion de la respuesta inmune

3.2.1 Evaluacion de la respuesta inmune humoral

Los niveles de inmunoglobulinas en suero de ratones inmunizados por via i.p.
o i.n. frente a proteinas totales de RB51 o RM6/66 fueron analizados mediante
ELISA. Los resultados muestran que los titulos de IgM anti- proteinas totales
de RB51 generados por la vacunacion i1.p. fueron significativamente mayores
("P < 0,05) que los generados por la via i.n. en los dias 15, 30 y 45 p.i. Estas
diferencias también fueron observadas al comparar el grupo de ratones
inmunizados por via i.p. con el grupo control PBS en los dias 15 (1:100), 30
(1:100) y 45 (1:300) p.i (Figura 6A). Por otro lado, la produccion de IgM anti-
antigenos de RM6/66 en el grupo inmunizado por via 1ip. fueron
significativamente mayores que el grupo inmunizado i.n. y que el grupo PBS
durante todo el experimento (Figura 6B). El anélisis cuantitativo del area bajo
la curva (AUC) en las Figuras 6C y 6D muestra que la via 1.p. genera valores
significativamente elevados en los animales inmunizados frente a antigenos de
RB51 y RM6/66, con diferencias significativas frente al control (7 P <
0,0001). La via i.n. gener6 diferencias en el AUC frente a los antigenos de
RB51 ("P < 0,05) y nulos para los antigenos de RM6/66, respecto a sus

controles.
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Figura 6: Respuesta de anticuerpos IgM en suero.

A) Niveles de IgM frente a antigenos de B. abortus RB51; B) Niveles de IgM frente a
antigenos de B. canis RM6/66; C) Area bajo de la curva (AUC) de IgM anti-RB51, D) Area
bajo de la curva (AUC) de IgM anti-RM6/66. Las barras de error representan la desviacion
estandar (n=2). Los valores resaltados indican diferencias significativas (‘P < 0.05 y ***P <

0.0001).
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Los niveles de IgG en suero frente a proteinas totales de RB51 o RM6/66 en
ratones inmunizados por via i.p. e in. fueron analizados. Los resultados
muestran que la inmunizacién por via i.p. indujo titulos de IgG frente a
antigenos de RB51 significativamente mayores que los titulos inducidos por la
i.n. en los dias 30 y 45 (°P < 0.05) y que el grupo control en los dias 15 (1:100),
30 (1:900) y 45 (1:900) p.i. ("P<0.05). El grupo inmunizado i.n. alcanzé titulos
de 1:100 en los dias 30 y 45 (Figura 7A). Por otro lado, el incremento de IgG
frente a antigenos de RM6/66 fue incrementado significativamente en los
animales inmunizados por via 1.p. con los grupos inmunizados i.n. y grupo PBS
a los dias 15 (1:100), 30 (1:900) y 45 (1:900) ("P<0.05). En el grupo inmunizado
por via i.n. se observo un leve aumento a partir del dia 30, con titulos de 1:100
mantenidos hasta el dia 45 (Figura 7B). Los valores de AUC para IgG frente a
antigenos de ambas cepas muestra que la inmunizacion 1.p. generd una respuesta

koo

significativamente mayor (- P<0,0001) en comparacion con sus controles, la
inmunizacién i.n. generd una respuesta significativa ("P<0,05) en comparacion

con sus controles para ambos antigenos (Figura 7C y 7D).
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Figura 7: Respuesta de anticuerpos IgG en suero.

A) Niveles de IgG inducidos por antigenos de B. abortus RB51. B) Niveles de IgG inducidos
por antigenos de B. canis RM6/66. C) Area bajo de la curva (AUC) de IgG anti-RB51, D)
Area bajo de la curva (AUC) de IgG anti-RM6/66. Las barras de error representan la
desviacion estandar (n=2). Los valores resaltados indican diferencias significativas ("P <0.05

y P < 0.0001).

49



Los niveles de IgG2a en suero frente a proteinas totales de RB51 o RM6/66 en
ratones inmunizados por via i.p. e in. fueron analizados. Los resultados
muestran que la inmunizacion 1.p. frente a los antigenos de RB51 indujo titulos
significativamente mayores de [gG2a que los grupos inmunizados i.n. y control
PBS en todos los dias 15 (1:300), 30 (1:2700) y 45 (1:2700) ("P<0,05) (Figura
8A). Por otro lado, la inmunizacion i.p. indujo niveles significativos de IgG2a
frente a antigenos de RM6/66 comparados con los grupos inmunizados i.n. y
grupo PBS en los dias 15 (1:100), 30 (1:900) y 45 (1:2700) (*P<0,05) (Figura
8B). En el grupo i.n., solo se observo una respuesta detectable a partir del dia
30, con titulos de 1:100 mantenidos hasta el dia 45. Los valores de AUC de
IgG2a (Figura 8C y 8D) frente a ambos antigenos mostré que la inmunizacion
ip. indujo una respuesta significativamente mayor (* P<0,0001) en
comparacion con sus controles. En contraste, la inmunizaciéon i.n. produjo
respuesta significativa (""P=0,003) solo para los antigenos de RB51 en

comparacién con su control.
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Figura 8: Respuesta de anticuerpos IgG2a en suero.

A) Niveles de IgG2a inducidos por antigenos de B. abortus RB51. B) Niveles de IgG2a
inducidos por antigenos de B. canis RM6/66. C) Area bajo de la curva (AUC) de IgG2a anti-
RB51, D) Area bajo de la curva (AUC) de IgG2a anti-RM6/66. Las barras de error
representan la desviacion estandar (n=2). Los valores resaltados indican diferencias

significativas (‘P < 0.05, P = 0,003 y **P < 0.0001).
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Los niveles de IgA en suero frente a proteinas totales de RB51 o RM6/66 en
ratones inmunizados por via i.p. e in. fueron analizados. Los resultados
muestran que la inmunizacion por via i.n. indujo titulos significativamente
mayores de IgA frente a antigenos de RB51 que los observados en el grupo
control y por via i.p. en los dias 15 (1:100), 30 (1:100) y 45 (1:300) p.i. (P <
0,05) (Figura 9A). En cuanto a la respuesta frente a antigenos de RM6/66
(Figura 9B), la inmunizacion i.n. genero titulos de IgA significativamente
superiores a los del grupo PBS en los dias 30 (1:300) y 45 (1:300) (‘P < 0,05).
Al comparar ambas vias, el grupo inmunizado por via i.n. mostro titulos
significativamente mas altos que el grupo i.p. al dia 30 (°P < 0,05). El grupo i.p.
presentd una respuesta mas tardia, con titulos de 1:100 en el dia 30 y 1:300 en
el dia 45, equiparandose a los niveles de la via i.n. al final del periodo
experimental. El AUC de IgA (Figura 9C y 9D) evidenci6 que la inmunizacion
i.n. indujo una respuesta significativamente mayor para antigenos de RB51 ("'P
= 0.003) y para RM6/66 ("P < 0,05). La inmunizacién por via i.p. mostrd una
diferencia significativa frente a RB51 y a RM6/66 ("P < 0,05) con sus

respectivos controles.
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Figura 9: Respuesta de anticuerpos IgA en suero.

A) Niveles de IgA inducidos por antigenos de B. abortus RB51. B) Niveles de IgA inducidos
por antigenos de B. canis RM6/66. C) Area bajo de la curva (AUC) de IgA anti-RB51, D)
Area bajo de la curva (AUC) de IgA anti-RM6/66. Las barras de error representan la
desviacion estandar (n=2). Los valores resaltados indican diferencias significativas (*P <

0.05 y **P = 0,003).
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Los niveles de IgA en moco vaginal frente a proteinas totales de RB51 o
RM6/66 en ratones inmunizados por via i.p. o 1.n fueron analizados. En la
Figura 10A, se observan los titulos de IgA frente al antigeno RBS51. La
inmunizacion por via i.p. € i.n generaron titulos significativamente superiores a
los del grupo PBS en los dias 30 y 45 (1:100; 1:75) respectivamente (‘P < 0,05).
En cuanto a la respuesta frente a antigenos de RM6/66 (Figura 10B), la
inmunizacion i.n. genero titulos de IgA significativamente mas altos que el
grupo PBS en los dias 15 (1:50), 30 (1:50) y 45 (1:150) (‘P < 0,05). Al comparar
con la via i.p., se observaron titulos significativamente mayores en el grupo
inmunizado por via i.n. en los dias 15 y 45 (°P < 0,05). En contraste, la
inmunizacion i.p. indujo una respuesta débil y transitoria frente a RM6/66,
alcanzando un titulo de 1:50 al dia 30, decayendo a niveles no detectables al dia
45. En el AUC de IgA en moco vaginal frente a ambos antigenos (Figura 10C y
10D), la inmunizacién i.n. produjo una diferencia significativa para RB51 (7P
= 0,0063) y para RM6/66 ("""P < 0.0001) con sus controles. Por otro lado, la
inmunizacién i.p. generd una respuesta IgA solo a RB51 (P < 0,05) con su

control.
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Figura 10: Respuesta de anticuerpos IgA en moco vaginal.

A) Niveles de IgA inducidos por antigenos de B. abortus RB51. B) Niveles de IgA inducidos
por antigenos de B. canis RM6/66. C) Area bajo de la curva (AUC) de IgA anti-RB51, D)
Area bajo de la curva (AUC) de IgA anti-RM6/66. Las barras de error representan la
desviacion estandar (n=2). Los valores resaltados indican diferencias significativas (*P <

0.05, **P = 0,0063 y ****P < 0,0001).
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3.2.2 Evaluacion de vaginal SBA

Se evaluo la funcionalidad de las inmunoglobulinas presentes en el moco
vaginal de ratones inmunizados con RB51 a los 45 dias p.i. frente a B.
canis RM6/66 mediante un ensayo bactericida adaptado (SBA). En la Figura
11A, tanto la vacunacion 1.p. como i.n. impidieron el crecimiento bacteriano,
evidenciado por la ausencia de UFC, mientras que el control mostré en
promedio 1x10* UFC/ml, significativamente mayor (" P = 0.0009). En
la Figura 11B, con el complemento inactivado, los grupos i.p. no presentaron
crecimiento, mientras que la vacunacién i.n. mostro en promedio 5x%10°
UFC/ml. El control presento 1.8x10* UFC/ml, significativamente superior
("™"P < 0.0001). En la Figura 11C, la adicién de proteinas del complemento
mantuvo este efecto, sin formacion de colonias en los grupos vacunados, en

contraste con el control que alcanz6 5x10* UFC/ml (*"P < 0.0001).
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Figura 11: Ensayo bactericida del suero (SBA) adaptado a moco vaginal

A) UFC/ml RM6/66 expuestos a anticuerpos presentes en moco vaginal inducidos por
vacunacion i.p. e i.n. B) UFC/ml RM6/66 expuestos a anticuerpos en presencia de proteinas
del complemento inactivado. C) UFC/ml RM6/66 expuestos a los mismos anticuerpos en
presencia de proteinas del complemento. Los valores resaltados indican diferencias

significativas (***P = 0.0009 y ****P < 0.0001).
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3.2.3 Deteccion de citoquinas y linfoproliferacion

Para determinar el perfil de citocinas inducido por la vacunacion con B.
abortus RB51 fueron estimuladas células esplénicas de ratones inmunizados
por via i.p. o por via i.n. con proteinas totales de B. canis RM6/66 (1, 5y
10 pg/ml) durante 72 horas. Los sobrenadantes fueron analizados para
cuantificar IFN-y, TNF-a e IL-4. En la Figura 12A, fueron evaluadas las tres
concentraciones de antigeno para determinar cual inducia una produccion
significativa de IFN-y. En el grupo inmunizado por via i.n. la estimulacion con
10 pg/ml  gener6 una respuesta robusta, alcanzando 3451 pg/ml, con
niveles similares al control positivo (Concavalina A). Estos valores fueron
significativamente superiores al control negativo (RPMI) y al grupo PBS, lo que
sugiere una activacion efectiva de la respuesta Thl. En cambio, las
concentraciones de 1 y 5 pug/ml no generaron un incremento significativo
comparado con el grupo PBS. Por otro lado, en el grupo inmunizado por via
1.p., la estimulacion con 10 pug/ml produjo niveles de IFN-y inferiores a los
observados con Concavalina A y similares al control con PBS, lo que sugiere
una activacion deébil o ausente frente al antigeno en estas condiciones. En
la Figura 12B, se evalud la produccion de TNF-a en cultivos esplénicos
estimulados con proteinas totales de B. abortus RB51. En el grupo inmunizado
por via 1in., solo la concentracion de 10 ug/ml gener6 una respuesta
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significativamente mayor que el grupo control PBS, alcanzando 1041 pg/ml.
Las concentraciones de 1 y 5 pg/ml no difirieron del control. En este contexto,
la Concavalina A no representa un control relevante, ya que no induce altos
niveles de TNF-a in vitro. Por otro lado, en el grupo inmunizado por via i.p.,
los niveles de TNF-o fueron similares al control PBS en todas las
concentraciones evaluadas, lo que sugiere una activacion deficiente de esta
citocina mediante esta via de inmunizacion. En cuanto a [L-4 (Figura 12C), no
se detectd produccion relevante en ninguno de los grupos experimentales. En
todos los casos, los niveles fueron 0,05 pg/ml con 1 pg/ml de antigeno y 0 pg/ml
con 5y 10 pg/ml, sin diferencias entre las vias de inmunizacion. En resumen, la
vacunacion con B. abortus RB51, especialmente por via intranasal, indujo
una respuesta tipo Thlmarcada por la produccion de IFN-y y TNF-a en cé€lulas
esplénicas estimuladas, sin activacion significativa de la via Th2 (IL-4). Estos
resultados refuerzan el perfil inmunologico deseado para el control
de Brucella spp., y destacan el potencial inmunoestimulador de la via i.n.

En el caso de los resultados de la linfoproliferacion en bazo no son mostrados

por no haber diferencias los grupos tratados con sus controles.
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Figura 12: Secrecion de citoquinas por linfocitos estimulados in vitro.

A) Niveles de IFN-y, B) TNF-a y C) IL-4 en sobrenadantes de cultivos de linfocitos de bazo
de ratones BALB/c inmunizados con B. abortus RB51 por via i.p. o i.n.. Las células fueron
estimuladas con células dendriticas (DCs) y proteinas totales de RB51 a concentraciones de
1, 5y 10 pg/ml. Las citocinas fueron cuantificadas mediante ELISA tipo sandwich. Las
barras de error representan la desviacion estandar (n=2). Los asteriscos (*) indican
diferencias significativas (P < 0,05) respecto a sus respectivos controles (PBS,

Concanavalina A y RPMI). Los resultados se expresan en pg/ml.
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3.3 Ensayo de proteccion

Ratones BALB/c inmunizados con la cepa RB51 por via i.p. o 1.n. a los dias 1
y 15, fueron desafiados 15 dias posterior a la ultima inmunizacion con B. canis
RM6/66 por via intraperitoneal o intravaginal (i.v.). 15 dias post infeccion fue
extraido y disgregado el bazo de cada animal, y cultivados mediante la técnica
de microgotas en agar sangre. Se contd el nimero de colonias de B. canis
RM6/66 a las 72 horas de cultivo en los diferentes grupos experimentales y sus
respectivos controles para calcular el indice de proteccion. En la Figura 13A se
muestra el recuento de B. canis RM6/66 en bazo disgregado de los ratones
inmunizados por via i.p. frente al grupo control que recibié PBS por la misma
via. El grupo control presenté un recuento promedio de 1,3 x 10”7 UFC/mL,
mientras que el grupo inmunizado mostr6 6,2 x 10° UFC/mL, resultando en una
diferencia estadisticamente significativa ("P <0,05). De igual forma, en la
Figura 13B se observa el recuento de B. canis RM6/66 en bazo disgregado del
grupo inmunizado por via i.n. en comparacion con su respectivo grupo control
(PBS 1in.). El grupo control tuvo un promedio de 3,4 < 10° UFC/mL, en
contraste con el grupo inmunizado en el cual no fueron observadas UFC/mL,

diferencia que también fue estadisticamente significativa (P < 0,0001)
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Figura 13: Recuento de colonias de cepa RM6/66 en bazo.

A) Recuento de colonias de B. canis RM6/66 (expresado en UFC/ml) en el grupo inmunizado
por via i.p. versus el grupo control que recibié PBS y fue desafiado por via i.p. con B.
canis RM6/66. B) Recuento de colonias de B. canis RM6/66 (expresado en UFC/ml) en el
grupo inmunizado por via i.n. versus el grupo control que recibié PBS y fue desafiado por
via i.v. con B. canis RM6/66. Los valores resaltados indican diferencias significativas (*P <

0,05) en comparacién con su control PBS.
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La Tabla 1 muetra los indices de proteccidon obtenidos por la inmunizacion por
via i.p. y por via i.n, la cual indujo un nivel de proteccion de 0,319 log; en los
animales desafiados por via intraperitoneal, mientas que la inmunizacion

1.n. y el desafio por via 1.v. indujo un nivel de proteccion, de 2,13 log,.

Tabla 1. Ensayo de proteccion.

Resultado contra el desafio con la cepa RM6/66 de Brucella canis, de ratones BALB/c

inmunizados con la cepa RB51 de Brucella abortus.

Dosis 1 Dosis 242 Via de Dosis Viade Semanas Indice de
vacuna vacuna vacunacion infectante infeccion de proteccion
UFC/raton  UFC/raton UFC/ratéon desafio
B. abortus  B. abortus L.p. B. canis L.p. 2 0,319
RB51 RB51 RM6/66
1x108 2,3x10° 2,8x10°
B. abortus  B. abortus in. B. canis Lv. 2 2,13
RB51 RB51 RM6/66
1x108 2,3x10° 2,8x10°

El indice de proteccion se determind restando los valores del logaritmo de las UFC del grupo

que se inmunizaron con B. abortus RB51 con el control PBS.
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4 DISCUSION

B. canis es un patdégeno venéreo en perros que, de forma accidental, también
puede infectar a seres humanos y animales que entran en contacto con
secreciones contaminadas derivadas de perros infectados (Santos et al., 2021).
La erradicacion de este patogeno ha sido compleja debido a diversos factores
que incluyen las practicas de reproduccion irresponsable por parte de los
duefos, la ausencia de un tratamiento eficaz, un diagndstico complejo y la falta
de vacunas especificas contra este patdgeno (Cosford, 2018, de Souza et al.,
2018, Heidary et al., 2022, Woods, 2024). Hasta la fecha ninguno de los
candidatos vacunales evaluados, ya sea basados en antigenos recombinantes o
en cepas vivas atenuadas, ha demostrado inducir una respuesta inmune
suficientemente robusta y segura para su aplicacion en esta especie (Clausse et
al., 2014, Heidary et al. 2022). Sin embargo, todos estos candidatos comparten
una limitacion metodologica comun asociada a la administracion sistémicas de
los antigenos (intraperitoneal o subcutanea) vias que no reproducen la via
natural de infeccion (mucosa genital) (Stranahan et al., 2022). Considerando
estas limitaciones, en este trabajo evaluamos la inmunogenicidad y proteccion
en el tracto genital de ratones BALB/c inmunizados con la vacuna RB51 frente

a Brucella canis cepa RM6/66.
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La vacunacion con B. abortus RB51 indujo respuestas humorales tanto
sistémicas como de mucosas, para los antigenos de B. canis, aunque con
diferencias seglin la via de inmunizacion. La via i.p. genero principalmente IgG
e IgG2a séricas, mientras que la via i.n. destaco por su capacidad de inducir I[gA
en suero y especialmente en mucosa vaginal junto con bajos niveles séricos de
IgM e IgG frente a antigenos de B. canis RM6/66. Este patron es consistente
con una respuesta inmunitaria focalizada en el compartimento mucosal, donde
solo una fraccion limitada de los linfocitos activados accede a nivel sistémico,
reduciendo la migracion de c€lulas B hacia bazo y médula 6sea y resultando en
titulos séricos mas bajos de IgG e IgM (Bessa et al., 2012, Yang et al., 2016).
En conjunto estos resultados son relevantes, ya que demuestra que la
inmunizacién i.n. no solo promueve inmunidad heter6loga, sino que también
logra establecer una respuesta de mucosa en el sitio genital, lo cual es clave
considerando que la transmision de B. canis ocurre por esta via.

Los resultados con inmunidad tradicional coinciden con lo descrito por Clausse
et al. (2013), quienes reportaron que candidatos vacunales administrados por
vias sistémicas inducen principalmente anticuerpos séricos, sin una respuesta
mucosal significativa. En cambio, Boyaka (2017) subraya que la inmunizacion
por mucosas es esencial para generar IgA resistente a las condiciones
proteoliticas del tracto genital, lo que explica la superioridad de la via i.n.
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observada en este estudio. En el ensayo de SBA adaptado a secrecion vaginal,
tanto la vacunacion i.n. como la 1.p. indujeron anticuerpos capaces de impedir
la formacién de colonias de B. canis. Aunque los anticuerpos por si solos no
eliminaron directamente a la bacteria, ya que su efecto seria aglutinante evito el
crecimiento durante el cultivo. Al combinarse con proteinas del complemento,
las secreciones de ambos grupos vacunados bloquearon por completo la
formacion de UFC, a diferencia del control PBS. Este hallazgo demuestra que
los anticuerpos generados por ambas vias adquieren un rol funcional en la
proteccion, aunque posiblemente a través de mecanismos distintos de activacion
del complemento (via clasica en el caso 1.p. y alterna o de otra naturaleza en la
1.n.) o bien mediante funciones no candnicas de los anticuerpos (Dimitrov ef al.
2020). Estos resultados refuerzan el valor de evaluar no solo la titulacién de
anticuerpos, sino también funcionalidad de la respuesta humoral inducida por
la vacuna RB51.

La IgA en moco vaginal puede interactuar con el sistema del complemento de
manera limitada, activando la via de las lectinas mediante la union de MBL y
la activacion de MASP-2, y en menor medida contribuyendo a la activacion de
la via alterna, favoreciendo el depdsito de C3b sobre superficies microbianas

(Wibroe et al., 2014).
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En este contexto, los titulos de IgA detectados en moco vaginal deben
interpretarse considerando el efecto de dilucion asociado al volumen de lavado
empleado, cuyos titulos son mayores en protocolos orientados exclusivamente
a la cuantificacion de anticuerpos. Este enfoque responde a la necesidad de
obtener volumenes suficientes para la realizacion de ensayos funcionales como
el SBA. Estudios en modelos murinos han demostrado que el volumen de
lavado introduce un factor de dilucion variable, estimado entre un 5-20 % del
volumen total recolectado, lo que impacta directamente en los titulos absolutos
medidos (Bélec et al., 1995). En contraste, los protocolos centrados inicamente
en la cuantificacion de IgA utilizan volimenes minimos de lavado,
maximizando los titulos detectables, pero restringiendo la posibilidad de
evaluar funcionalidad de los anticuerpos cuando se requieren mayores
volumenes de muestra (Iversen et al., 2017).

Ademas, la capacidad de RB51 1.n. de inducir una respuesta inmune frente a
antigenos heterdlogos de B. canis resalta su potencial como candidato vacunal,
siguiendo en la linea con reportes recientes donde la administracion 1.n. de
vacunas contra patdgenos respiratorios, como Streptococcus pneumoniae 'y
SARS-CoV-2, también promovio inmunidad sistémica y de mucosas (Anthi et

al., 2025; Kumar et al., 2025).
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En este contexto, si bien en los ensayos de SBA se recomienda la inclusion de
un suero inmune de referencia como control positivo para monitorear la
actividad del complemento (Necchi ef al., 2017), en este estudio se optd por no
incorporar una muestra sérica dentro del ensayo adaptado a secrecion vaginal,
con el fin de evitar el uso de muestras distintas (suero y moco vaginal) y
mantener el analisis centrado en la funcionalidad de los anticuerpos presentes
en el moco vaginal. No obstante, los controles internos implementados
permitieron discriminar entre la actividad aglutinante de los anticuerpos y su
capacidad de activar el complemento. Aun asi, se reconoce que la realizacion
de un SBA convencional en paralelo habria permitido integrar de manera mas
completa el rol de los anticuerpos inducidos por RB51 tanto a nivel sistémico
como mucosal frente a B. canis RM6/66.

El analisis del perfil de citocinas reveld que la inmunizacion i.n. de RB51
promovio una respuesta del tipo Thl, evidenciada por niveles elevados de IFN-
v y TNF-a. En contraste, no se detecto IL-4, descartando una activacion de la
via Th2. Estos hallazgos son relevantes, ya que refuerza el sesgo Thl
caracteristico de la inmunidad protectora frente a Brucella, la que depende
principalmente de la activacion de linfocitos CD4" Thl productores de IFN-y,
los cuales promueven la activacion de macréfagos y la eliminacion de bacterias

intracelulares. En cambio, un predominio de IL-4 esta vinculado con una menor
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activacion de macrofagos, una eliminacion ineficiente del patogeno y la
persistencia de la infeccion, favoreciendo el establecimiento de formas cronicas
de la enfermedad (Kerrinnes et al., 2018).

En este contexto, la relevancia de una respuesta Th1 inducida por la vacunacién
1.n. frente a Brucella ha sido ampliamente documentada, en concordancia con
el caracter intracelular del patégeno y la necesidad de una activacion
macrofagica dependiente de IFN-y (Wen et al., 2024, Clapp et al., 2016, Pascual
et al., 2022). Estudios previos han demostrado que la inmunizacién por via
mucosal es particularmente eficiente en promover respuestas Thl robustas,
tanto a nivel local como sistémico, favoreciendo el control bacteriano (Clapp et
al., 2016). Adicionalmente, variantes modificadas de la vacuna RBS5I1,
incluyendo cepas recombinantes que sobreexpresan superoxido dismutasa
(SOD) y estrategias basadas en ADN/ARN, han mostrado potenciar la
polarizacion Thl y mejorar la proteccion frente a Brucella (Zhu et al., 2011,
Escalona et al., 2017, Luo et al., 2025). En conjunto, estos antecedentes
respaldan que el perfil inmunologico inducido por la inmunizacién i.n. con
RB51 observado en este estudio se asocia a mecanismos de proteccion
previamente descritos para candidatos vacunales frente a Brucella.

Estos resultados coinciden con lo descrito en modelos vacunales donde la
activacion de la via Thl se asocia a proteccion frente a Brucella (Keegan et al.,

69



2021). En contraste, estudios como el de Hur y Baek (2010) demostraron
proteccion clinica en perros vacunados con RB51 sin evidenciar titulos de
anticuerpos ni caracterizacion inmunologica, lo que limita la comprension de
los mecanismos subyacentes. En conjunto, estos hallazgos refuerzan que la
inmunizaciéon in. con RBS51 podrian haber promovido una inmunidad
protectora mediada por citocinas en el tejido vaginal, evidenciada por la
ausencia de colonias de RM6/66 en bazo.

Uno de los parametros mas relevantes al evaluar una vacuna es su capacidad de
conferir proteccion frente a un desafio patégeno. En este estudio, la
inmunizacién i.n. con RB51 mostr6 un indice de proteccion de 2,13 frente a B.
canis RM6/66, con ausencia total de bacterias en el bazo. Este hallazgo sugiere
que la via 1.n. fue capaz de impedir la colonizacion sistémica, ya sea bloqueando
el acceso del patdogeno por accion de los anticuerpos a las mucosas, al torrente
sanguineo o favoreciendo su eliminacion temprana a nivel de mucosas. De
acuerdo con los criterios propuestos por Kahl-McDonagh y Ficht (2006), este
nivel de proteccion puede considerarse bueno dentro de los parametros
establecidos para la vacunacion contra Brucella. En este contexto, se puede
tener como referencia el indice obtenido para la vacunacion oral con RB51, que
alcanz6 un indice de proteccion de 3,5 (buena) frente a desafios orales con B.
abortus 2308 dos semanas después de la inmunizacion con dos dosis (Pasquali
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et al., 2003), y con el candidato rOmp31 de B. canis formulado con Quin A
aplicado subcutaneo, el cual alcanzé un indice de 1,86 (moderada) frente a B.
canis RM6/66 (Clausse ef al., 2014).

Referente al indice de proteccion obtenidos en este estudio, resultados similares
fueron reportados por Hur y Baek (2010), quienes observaron ausencia de
colonizacion esplénica en perros vacunados con RB51 y desafiados oralmente
con B. canis, aunque sin caracterizacion inmunologica que explicara el
mecanismo de proteccion. La coincidencia entre ambos estudios refuerza la
hipétesis de que la inmunidad de mucosas inducida por RB51 podria jugar un
rol clave en prevenir la diseminacion bacteriana sistémica.

En este estudio se demostré que los anticuerpos inducidos por la vacunacion,
tanto por via i.n. como i.p., cumplen un rol funcional clave al aglutinar B.
canis RM6/66 y activar el complemento, ya sea a nivel de moco vaginal o en el
tejido, contribuyendo a la eliminacion bacteriana. En contraste, la participacion
de linfocitos T residentes en tejidos (Trm) se mantiene como una hipoétesis
basada en la produccion de citocinas, sin evidencia directa en este modelo. Lo
mas relevante es que la vacunacion i.n. con RB51 logro bloquear eficazmente
la diseminacion de RM6/66 hacia el bazo, lo que refuerza el potencial de esta

via como estrategia protectora, y la capacidad de los anticuerpos para
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neutralizar o bloquear el paso de la bacteria desafiante hacia circulacion
sanguinea.

En la Figura 14 se resume el modelo propuesto para explicar la induccion de
inmunidad vaginal tras la inmunizacion intranasal con RB51, en el marco del
sistema inmune comun de mucosas (CMIS). Tras la captacion antigénica en el
NALT, las células dendriticas activan linfocitos T y B que adquieren un perfil
de homing mucosal, permitiendo su migracion hacia sitios mucosales distantes,
incluida la mucosa genital.

La expresion de la integrina 047 facilitaria la adhesion al endotelio de vénulas
mucosales mediante su interaccion con MAdCAM-1 (Hawkins et al., 2000),
mientras que receptores quimiotacticos como CCRS5 contribuirian a la
migracion dirigida de linfocitos activados y células plasmaticas hacia el epitelio
y el estroma vaginal y cervical, especialmente en un contexto inflamatorio
(Takamura, 2018) . Una vez en el tejido, la retencion local podria estar mediada
por moléculas como CD69, que inhibe la sefalizacion de SI1P1 y limita la
recirculacion, y CD103, que favorece la adhesion a E-cadherina expresada por
el epitelio genital (Liao et al., 2024).

Como consecuencia, c¢lulas plasmaticas productoras de IgA se acumularian en
la mucosa vaginal (Wu et al., 2000), donde la IgA secretora podria ejercer un
rol protector temprano mediante la neutralizacion del patogeno, el bloqueo de
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su adhesion y la exclusion inmune, y potencialmente mediante su interaccion
funcional con proteinas del complemento. Adicionalmente, y aunque no fue
evaluado directamente, la inmunizacion intranasal podria favorecer el
establecimiento de Trm que, junto con células T efectoras reclutadas,
coordinarian una respuesta local rédpida mediada por IFN-y y TNF-q,
posiblemente promoviendo la activacion de macrofagos y la eliminacion

eficiente de B. canis (Woodwin et al., 2022).
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Figura 14: Activacion del sistema comun de mucosas por via intranasal con RB51.

1. Inmunizacioén i.n. con B. abortus RB51. 2. Fagocitosis por las DC’s. 3. Presentacion de
antigenos y capacitacion de los Linfocitos T naive (Tn). 4 y 5. Linfocitos Tem CD4", CD8*

y Células B migrando a circulacion. 6. Linfocitos Trm CD4*, CD8" y Células plasmaticas
liberando IgA en mucosas. 7. Desafio i.v. con B. canis RM6/66. 8. Presentacion de antigenos
por DC's a Trm CD4", produccion de TNF-o e IFN-y. 9. Activacion de células inmunes. 10.

Migracion de Tem a mucosas. 11. Bloqueo de B. canis RM6/66 a circulacion.

En el contexto de la medicina veterinaria y la salud publica, faltan
investigaciones que caractericen la respuesta inmunologica del perro frente a la
infeccion por B. canis (Stranahan et al., 2022), particularmente en el marco de
la inmunidad comin de mucosas (Lopez-Santiago et al., 2019). En este ambito,

si bien existe mayor claridad sobre los mecanismos que regulan la formacion
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de Trm CD8™, se dispone de menos informacion sobre la diferenciacion de Trm
CD4" efectores de IFN-y, los cuales, en base a estudios en patdogenos de
transmision sexual y de forma indirecta a partir de los resultados obtenidos en
este trabajo, serian clave para orquestar la eliminacion del patogeno (Hirahara
et al., 2021, Kirkby and Veldhoen. 2025). Como el modelo murino BALB/c se
encuentra validado para el estudio de B. canis en perros (Stranahan et al., 2022),
los hallazgos aqui presentados son extrapolables como evidencia inicial y
constituyen un primer paso para el desarrollo de estudios en el hospedero
natural, incluyendo la vacunacion 1i.n., la medicion de anticuerpos en
secreciones vaginales en perras y el estudio de Trm CD4" en tejido uterino
(Lopez-Santiago et al., 2019). Desde el punto de vista sanitario, la ausencia de
estudios de prevalencia a nivel nacional refleja que la brucelosis canina contintia
siendo una enfermedad subestimada en Chile en comparacion con otras
brucelosis, lo que limita su control. En este escenario, resulta necesario
considerar a B. canis como enfermedad de reporte obligatorio en perros,
implementar programas de monitoreo y toma de muestras sistematica, y
desarrollar campaias de educacion dirigidas a la comunidad, en coordinacion
entre el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) y el Servicio de Salud, como

estrategias clave para enfrentar a la Brucelosis canina (Galarce et al., 2020).
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Finalmente, se debe indicar que este trabajo presento una limitacion
metodoldgica importante, el cual consistio en que los grupos vacunados no
fueron sometidos al mismo tipo de desafio, lo que dificulta la comparacién
directa entre las vias de administracion. Para evaluar adecuadamente la eficacia
de la vacunacion i.n. frente a la i.p., ambas deberian ser contrastadas mediante
un desafio i.v., que reproduce la via natural de infeccion. Asimismo, los ensayos
de citometria de flujo no detectaron diferencias en la frecuencia de linfocitos
CD4" y CD8" entre los grupos vacunados y controles, motivo por el cual estos
resultados no fueron incluidos, dado que no puede descartarse la ocurrencia de
un error técnico.

En este contexto, y en el supuesto de haberse detectado diferencias en la
proliferacion, una limitacion adicional habria sido la ausencia de un control con
células dendriticas no sensibilizadas, lo que habria restringido la discriminacion
entre proliferacion basal inducida por seiales coestimuladoras inespecificas y
respuestas dependientes de antigeno, limitando la interpretacion de la
especificidad de la respuesta celular (Lehmann etz al., 2017). Asimismo, no fue
posible evaluar de manera directa la presencia de células Trm ni de
subpoblaciones CD4" y CD8*, por lo que su posible participacion se describe

de forma especulativa, basada en evidencia reportada en estudios previos.
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Por otra parte, una limitacion de este estudio es que la duracion de la respuesta
inmune inducida por la vacunacion no fue evaluada mas alla de los 45 dias post-
inmunizacién. En consecuencia, no fue posible determinar la persistencia a
largo plazo de la inmunidad mucosal y sistémica ni la mantencion de los
mecanismos de proteccion en periodos prolongados, por lo que futuros estudios
deberan incorporar tiempos de seguimiento mas extensos para evaluar la
durabilidad de la respuesta inmune y la eventual necesidad de refuerzos
vacunales.

El uso del modelo murino para el estudio de la inmunidad de mucosas frente a
B. canis se sustenta en la conservacion de mecanismos inmunologicos clave en
la mucosa genital de los mamiferos, como la induccién de IgA secretora y
respuestas Thl mediadas por IFN-y, lo que ha permitido su amplio empleo en
la evaluacion preclinica de candidatos vacunales y en el andlisis controlado de
respuestas inmunes locales y sistémicas (Lopez-Santiago et al., 2019, Pascual
etal.,2022, Stranahan et al., 2022). No obstante, existen diferencias fisiologicas
relevantes entre la mucosa genital murina y canina, principalmente asociadas a
la duracion y dinamica del ciclo estral. Mientras que la perra presenta un ciclo
monoéstrico con un periodo de anestro prolongado y estabilidad hormonal
relativa (Concannon, 2011), el raton exhibe ciclos estrales cortos y poliestrales,
con fluctuaciones frecuentes de estrogenos y progesterona que modulan la
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produccion y el transporte de anticuerpos mucosales (Byers et al., 2012),
especialmente IgA e IgG (Gockel et al., 2003). En consecuencia, los resultados
obtenidos en raton deben interpretarse como evidencia preclinica, reconociendo

estas limitaciones al extrapolar las respuestas inmunes genitales al hospedero

natural.
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5 CONCLUSIONES

e La vacunacion intranasal en el modelo murino con B. abortus RB51 indujo
una respuesta inmune humoral que seria aglutinante y activadora del
complemento, junto con una respuesta inmune celular tipo Thl caracterizada
por la produccion de IFN-y y TNF-a.

e Lainmunizacion intranasal evidenci6 una mayor eficacia protectora respecto
de su control, observandose la ausencia de B. canis RM6/66 en el bazo tras

el desafio intravaginal.
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Anexo 3.4. Curva de Kaplan-Meier de ratones BALB/c tras desafio con cepa RM6/66.

Cada grupo experimental consistio en 5 ratones. El grupo vacunado por via intraperitoneal
(i.p.) y desafiado por la misma via mostrd la mayor mortalidad post desafio, con un patrén
de fallecimientos gradual: 2 ratones murieron a las 6 horas, 1 ratén a las 8 horas y otro a los
3 dias. En el grupo control que recibié PBS por via i.p. y fue desafiado de igual forma, 3
ratones fallecieron a las 3 horas. En contraste, ni en el grupo vacunado por via intranasal

(i.n.) ni en su grupo control con PBS se registraron fallecimientos.
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