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Resumen

El género Campylobacter spp, especiamente Campylobacter jejuni, es causante de
infecciones intestinales en pollo, pavos y aves acuéticas. En humanos esta infeccién esta
relacionada a consumo de productos avicolas contaminados, leche contaminaday carne
de bovino. Actuamente la relevancia en e caso de infecciones con C. jejuni en
humanos, a aumentado debido a los problemas de resistencia a antibiéticos y los efectos
de estas infecciones los cuales se ha relacionado a procesos autoinmunes como €l
sindrome de Guillian-Barré y artropatias. Campylobacter spp se trasmite via oral-fecal,
colonizando criptas de mucosa de ciego asi como intestino delgado de pollo. La
transmision horizontal es considerada como la principal via de contaminacion por parte
de aves silvestres, animales de granja asi como otros vectores. El desarrollo de
estrategias efectivas en contrainfeccionesy contaminacién con C. jejuni alo largo dela
cadena de produccion en la industria avicola, es uno de los mas importantes pasos a
seguir parala prevencion de perdidas econémicas y dafio a seres humanos, por o que el
empleo de vacunas contra C. jejuni efectivas presentan una alta relevancia. La influenza
Aviar (1A), es reconocida como una enfermedad que va desde signologia respiratoria a
enfermedades sistémicas con una mortalidad cercana a 100%. El virus de IA (VIA) es
clasificado en la familia Orthomyxoviridae género Influenzavirus A. 1A es considerada
como un problema global por lo que su prevencion y control requieren de una
cooperacion internacional. En la superficie del vIA se presentan dos glicoproteinas,
hemaglutinina (HA) y neuroaminidasa (NA). El virus de Influenza (vl) se organiza en
géneros resultando en tres tipos A, B y C, donde el vIA pertenece a tipo A. Existen 16
HA y 9 NA, donde la mayoria de estas combinaciones se han aislado en pollos y en
aves silvestres. La vacunacion y bioseguridad son las principales estrategias de control
para |A. Actuamente las vacunas contra IA no pueden proteger contra todos los
serotipos conocidos, debido a variaciones antigénicas entre las diferentes HA y NA.
Actualmente se propone € empleo del ectodominio de la proteinaM2 del vl (M2e) para
la vacunacion contra vl; esta es una proteina integral de membrana (homodimero), con
funcion de canal selectivo de protones; esta proteina es altamente conservada en todos
los vl tipo A. Estudios realizados indican que mediante el empleo del M2e, es posible la
reduccion de signos clinicos y mortalidad en infecciones con vl de alta patogenicidad
(HP). Para lograr una correcta presentacion de un antigeno ante el sistema inmune, se
propone el empleo de proteinas virales parecidas a virus (VLP's). Mediante el empleo
de estos es posible favorecer €l reconocimiento de epitopos presentes en la superficie de



estos VLP's. Estos VLP s 0 virus quimeras han sido investigados con diversos epitopos
y su expresion ha sido lograda en model os eucariotas como procariotas. Las plantas son
uno de los modelos eucariotas; la produccion de proteinas exdgenas dentro del tejido
vegetal se logra mediante diversos métodos. En este experimento, se propuso €l uso de
el VLP's HBcAg como plataforma para la expresion de epitopos de C. jejuni
(CJUARK), M2e de IA y CD154 (CD40L) de aves. La expresion de estas proteinas fue
llevada acabo en Nicotiana benthamiana transformada mediante Agrobacterium
tumefaciens. Los resultados muestran que la expresion de estas proteinas se logra (VLP
HBCcAg+M2e+CIJUARK y HBcAg+M2e+CD154) en e tegido de las hojas de N.
benthamiana. La produccion de IgY en contra de M2e muestra una diferencia
significativa entre e grupo no vacunado y los grupos vacunados a dia 21 pos-
administracion tanto via oral como subcutanea. En su evaluacion posterior alos 31 dias,
es posible observar un significativo aumento solo en e grupo que recibié una
administracion subcuténea, demostrando que esta via resulta ser la mejor ruta para la
estimulacion de IgY humorales a diferencia de los grupos que recibieron una
administracion oral. A la evaluacién en la colonizacion de C. jejuni es posible observar
un reduccion apreciable en los grupos que recibieron € antigeno CJUARK en
combinacién con el antigeno M2e, sin embargo los resultados muestran que la via oral
resulta ser la mas efectiva via de administracion para la reduccion en la colonizacion de
C. jejuni debido a que los resultados muestran un diferencia significativa en
comparacion con € resto de los grupo incluyendo aquellos que recibieron e epitopo
CJUARK por via subcutanea.



Abstract

The genus Campylobacter spp, especialy Campylobacter jejuni, produces intestinal
infection in chickens and also in turkeys and waterfowls. Human infection is frequently
related with ingestion of contaminated poultry products, unparteurizated milk and red
meat. Nowadays the important of infections with C. jejuni has increased, because the
appearance of drugs-resistant strains in humans patients; with the possible results of this
infections like autoimmune conditions either Guillian-Barré syndrome or arthropathies.
Campylobacter spp spreads by fecal-oral route and colonize the crypts mucosa of the
caeca and small intestine. Horizontal transmission is the most probable mechanism with
possible source like wild birds, farm animals, and others possible vectors. The
development of effective strategies against infection and contaminations with C. jejuni
through the chain of production in poultry productions is one of the most important
stepsto follow to prevent economical loss and effects in human. Avian Influenza (1A) is
recognized as a systemic disease that produces syndromes ranging asymptomatic to
systemic disease with near 100% mortality. IA viruses (VIA) are classified in the family
Orthomyxoviridae genus Influenzavirus A. IA is considered a globa issue and the
preventions and control requires international cooperation. The surface of 1A virus
presents two types glycoprotein projections, hemagglutinin (HA) and neuraminidase
(NA). Influenza virus (vl) are organized in generous, these classification results in three
types, A, B and C, where Al belongs to type A. A subclassification of 1A describes 16
HA and 9 NA, magjority of combinations of HA and NA have seen in IA virus isolated
in poultry and wild birds. Vaccinations and biosecurity are the principal strategies for
control of 1A, nowadays these vaccines can not give protection to alot of serotypes, and
this is because chickens are susceptible to any serotypes of the 16 HA known. Antigenic
variations in HA and NA among serotypes are communes. Nowadays, investigations of
vl result in development of a vaccine based on a small ectodomain of protein M2,
denominated M2e, this M2e protein is highly conserved across vl subtypes A. Test
results indicate that by using M2e, is possible to reduce mortality and clinical signology
in infections of vl highly virulent (HP). To achieve a correct presentation of any antigen
to immune system, virus like proteins (VLP's) are proposed. By using VLP's, it is
possible to promote the immune recognizing of the epitopes on the surface of this
VLFP's. These VLP' s or chimera viruses have been tested with different epitopes and its
expression has been achieved in eukaryotic and prokaryotic models. Plants are one of
these models; the production of foreigner proteins into the plant’s tissue has been



achieved by using different methods. In this experiment, we proposed to use of VLP's
HBCAg as a platform for the expression of epitopes from C. jejuni (CJUARK), M2e of
IA and CD154 (CD40L) from birds. The expression was performed in Nicotiana
benthamiana transformed with Agrobacterium tumefaciens. The results showed that the
expresson of these proteins can be achieved (VLP HBcAg+M2e+CJUARK and
HBCcAg+M2e+CD154) into leaf of N. benthamiana. The production of 1gY against M2e
showed significant differences between group no vaccinated and groups vaccinated on
21 day pos-administration either oral or subcutaneous route. In the evaluation after 31
days pos-administration, it is possible to observe a significant alone increase in the
groups which received a subcutaneous administration, demonstrating that subcutaneous
application turns out to be the best route of application to obtain an immune response
humoral (1gY) unlike the groups that received an oral administration. In the evaluation
of the settling of C. jejuni is possible to observe a valuable reduction in the groups that
received antigen CJUARK in combination with antigen M2e, nevertheless the results
showed the oral route turns out to be the most effective for the reduction in the settling
of C. jejuni, since the result demonstrates a significant difference in comparison with
the rest of the groups including the group that received the antigen CJUARK

subcutaneous route.
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INTRODUCCION
Campylobacter jgjuni.

Campylobacter spp es una bacteria Gram negativa, sensible a la desecacion, pH bgjosy
al almacenaje prolongado, ** 2 con una longitud de 0.5 a 8 'y 0.2 a 0.5 p de ancho con
formaen espiral 0 en formade“S’, ** lacua generamente, presenta un flagelo en uno
6 en ambos extremos, con capacidad de movilizacion répida. ° La clasificacion de
especies de Campylobacter spp (cuerda torcida) * basada en sus reacciones bioquimicas
resulta dificil. ° Las diferentes especies de Campylobacter spp van de condiciones de
crecimiento anaerobias a resistencia a condiciones naturales de oxigeno, sin embargo la
mayoria se consideran micro aerofilicas. En el caso de la temperatura de cultivo, estas
presentan un rango muy amplio de 15°C en el caso de Campylobacter cryaerophila, de
41°C a 43°C para C. jejuni, Campylobacter coli y Campylobacter laridis. Ademés de
esto, es posible encontrar diferencias de temperatura de cultivo entre cepas de la misma
especie a igua que en pruebas de inhibicion, donde la tolerancia a las diferentes
concentraciones puede ser de ayuda para su identificacion. La diversidad en los habitats
dificulta también su estudio. ® El género Campylobacter cuenta con 14 especies, entre
las cuales se encuentra C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis y C. helveticus
clasificadas en €l grupo de las termofilicas. La especie mas importante en este grupo, C.
jejuni, es uno de los principales agentes infecciosos para los seres humanos. 2 C. jejuni
es un patégeno que ha sido también asociado a enfermedades diarreicas en ganado
bovino y ovino, asi como abortos y septicemias en esas especies. " ® En humanos su
presencia ha sido demostrada desde los afios 50's y solo en los Ultimos afios, se ha
considerado como etiologia de padecimientos en € ser humano. El género
Campylobacter se considera como una de las principales causas de enteritis bacteriana
aguda en humanos por consumo de alimentos contaminados con este agente patdgeno a
nivel mundial. ~ ° Las principales especies de Campylobacter spp responsables de
inducir enteritis por infeccion por Campylobacter termotolerantes son C. jejuni en un 80
% de los casos y en segundo lugar C. coli con un 10 a 15 %, otras especies como C.
lari, C. upsaliensis y C. fetus son menos frecuentes y dependen de la region del mundo
donde se haga e aislamiento. * Algunos serotipos basados en la clasificacion de
antigenos sométicos termoestables “O” de C. jejuni *° reportados son O:1, O:2, O:57,
0:16, 0O:19, 0:23, 0:37, O:41, y 0O:44; donde O:19 es el mas ampliamente reportado a



lo largo del mundo. ** *? Los signos clinicos observados en pacientes con enteritis por
Campylobacter spp son por |o general en tracto digestivo, siendo diarrea uno de los mas
caracteristicos, debido a que la infeccidn es enteroinvasiva, esta puede llegar a producir
colitis y trastornos sistémicos. ' Una de las patologias asociadas al género de
Campylobacter spp, es la denominada diarrea del vigjero, que junto con Escherichia
coli, representan un padecimiento muy comdn en vigjeros. ** ** Dentro de los productos
de origen animal contaminados con Campylobacter spp, se encuentran los de origen
avicolay bovino. **® En especial la carne de pollo, se han identificado como principal
fuente de contaminacion de este enteropatdgeno, por contaminacion cruzada antes o

durante el almacenamiento " 18

ya que se relaciona a ma manejo de estos productos
animales antes o después de su coccién. " ' Se estima que en paises en vias de
desarrollo como México, la presencia de la enfermedad es elevada, en especial en nifios.
1 Un estudio en México demostré que alimentos listos para consumir presentaban
contaminacion por C. jejuni en un 41% de las muestras, un 19% C. coli y 40% otras
especies de Campylobacter spp. *° En aves como el pollo, la infeccién es considerada
comensal, encontrando a C. jejuni en mayor concentracion en mucosa de criptas del
ciego hasta 10° unidades formadoras de colonia (UFC) / g y en intestino delgado. %
Campylobacter spp se propaga por ruta fecal-oral y coloniza a una dosis minima de 10*
UFC ciegos de pollos en un 100% de las aves, sin embargo la dosis infectante puede

reducirse a menos de 40 UFC a ser transmitida de ave a ave, ' %

Su presencia
también se reporta en 6rganos linfoides, ® siendo a las 2 semanas de edad del pollo €
momento més frecuente de colonizacion en e tracto digestivo, 2 llevando un cuadro
asintomético hasta e momento de sacrificio, cuando se da la contaminacion de hasta un
30 % de las canales con alrededor de 10° a 10" UFC/g de C. jejuni presente en las
heces. " ? La transmision se considera horizontal pero la via vertical se propone como
otra posible ruta de colonizacién de Campylobacter spp, siendo las aves silvestres,
animales de granja y otros posibles reservorios. *” En el caso de contaminacion cruzada
en el momento del sacrifico es probablemente debida a la presencia de parvadas de
diversas casetas, o que hace que las instalaciones y equipo se contaminen facilmente.
El empleo de agua contaminada con Campylobacter spp es una de las principales
fuentes de colonizacion en parvadas. La presencia de C. jejuni en otras especies es
frecuentemente reportada siendo estos también reservorios de esta.” En el paciente con
enteritis por C. jejuni, la infeccién en la mayoria de los casos auto limitante, %” sin

embargo en e caso de infecciones sistémicas el empleo de antibiéticos es necesario. * El
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efecto de estos se puede ver disminuido gracias a la aparicién de cepas resistentes a
antibioticos como los macrdlidos, las fluoroquinolonas, ampicilina, &cido nalidixico,
ciprofloxacing, y tetraciclinas. " ** * Ademés del cuadro digestivo observado en la
infeccion con Campylobacter spp, se reporta la presencia de manifestaciones clinicas
pos-infeccion como artritis, urticaria 'y eritema nodoso. Dentro de esas complicaciones
que se presentan se encuentra el sindrome de Guillain-Barré (GBS), " - 12 2. 28
caracterizado por una desmielinizacion aguda que afecta a sistema nervioso periférico.
El GBS es un desorden auto inmune del sistema nervioso periférico, caracterizado por
una pardisis flacida periférica, donde la previa infeccion con Campylobacter spp es
frecuentemente reportada. *> % * En el GBS, una respuesta inmune es inducida debido
al mimetismo que existe entre los ganglidsidos del sistema nervioso periférico y los
lipo-oligosacéridos de C. jejuni, durante la fase aguda es posible encontrar en suero
titulos elevados de inmunoglobulina G (1gG) contra los gangliésidos GM 1, glicolipidos
abundantes en e sistema nervioso periférico, a decrecer estos IgG se observa la
recuperacion paulatinadel paciente. * 3 Se estima que de cada 3,000 casos de C. jejuni
en seres humanos 1 desarrollara GBS, siendo estos lipo-oligosacéridos un factor
importante para la presentacion de GBSy sus complicaciones clinicas, " ?* % debido a
esto, la infeccion por Campylobacter spp es considerada como un problema de salud
importante. ” El empleo de medidas sanitarias, programas de desinfeccion y de calidad
durante e manejo de alimentos, asi como en plantas de sacrificio, resultan ser Utiles en
su control. * Aun siendo considerada comensal, a ser administrada a los pollos, C.
jejuni induce un aumento de inmunoglobulina secretores (slgA) en bilis, los cuales

modifican su capacidad de colonizacion, 3 3

a pesar de esto, la administracion de
cultivos inactivos de C. jejuni, asi como antigenos de superficie no han sido capaces de
inducir una respuesta inmune que reduzca considerablemente la colonizacién de esta. 3
% Otras medidas empleadas son € uso de aditivos como el &cido caprilico tanto en aves
como en otras especies, en porcentajes de 0.7 a 1.4 % de la dieta, resulta ser una medida
de control para C. jejuni, las reduccién de la colonizacion en tracto digestivo de aves
jovenes, % ¥ dl igual que el empleo de bacterias como Citrobacter diversus, Klebsiella
pneumoniae, Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecium y E. coli que reducen la
presencia de C. jejuni en el tracto digestivo mediante el proceso de exclusion
competitiva y la produccion de compuestos antimicrobianos con actividad similar alos

38

ionoforos, como las bacteriocinas que impiden el desarrollo de ciertos tipos

bacterianos, ** ***! @l inducir cambios en la membrana celular permitiendo una perdida
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de la fuerza protén motriz por la disipacion del potencial eléctrico transmembranal y €l
gradiente de pH transmembranal. ** El empleo de agentes biolégicos como ciertos
bacteriofagos para € control de C. jejuni en aves resultan efectivos en ciertas
condiciones, ya que si bien las bacterias son afectadas, su adaptacion a estos puede
llevar a una resistencia, reduciendo asf su efecto. * El estudio de proteinas asociadas a
membranas para la diferenciacion de especies de Campylobacter spp, ha llevado a su
vez a su estudio como posibles antigenos para su diagndstico y como empleo como
vacunas. Una de estas proteinas de membrana, MAPA, la cua ha demostrado ser
efectiva para la diferenciacion de C. jejuni de otras especies de Campylobacter spp,
inclusive de C. coli. * Otros antigenos de superficie como los flagelares (PEB1, PEB3),
459 han sido estudiados para su empleo en el diagnostico y prevencion de lainfeccion
con Campylobacter spp, sin embargo, estos antigenos presentan variaciones entre cepas
y especies. ’ Otra de |as proteinas de superficie con funcién antigénica en el caso de C.
jejuni, es la denominada Omp 18 de 165 residuos de aminoécidos (ad's), la cua
pertenece alafamilia de |as lipoproteinas asociadas a peptidoglicano (PAL), € estudio
del gen codificante parala Omp 18 demuestra la presencia de una sola copia del gen en
el genoma bacteriano del grupo de las termofilicas incluida C. jejuni, *® esta secuencia
Unica posee su propia region promotora, un marco de lectura abierto (ORF) de
aproximadamente 498 nucledtidos que codifica para una proteina de 165 aa's de un
peso de 18 kDa, €l cual comienza en laposicion 129 a 131 y termina en la posicion 624
ala 626, % 3 |as similitudes que presenta la Omp 18 con otras PAL va entre un 32% a
36%, > *® ademés de ser accesible a inmunoglobulinas (Ig) especificas y compartir
secuencias especificas presentes en este tipo de moléculas de superficie bacteriana. * #°
Debido a uso de PAL como inmundgenos contra infecciones producidas por bacterias
Gram negativas, por presentar ata inmunogenicidad y conservacion entre cepas, > - %2
el empleo de epitopos de la proteina Omp18 de C. jejuni, resulta un posible inmundgeno

parael control de esta bacteria. >
Influenza aviar

La influenza aviar (IA) es una enfermedad viral que va de signos respiratorios y
digestivos, baja de postura, hasta mortalidad cercana a 100 %, donde factores como
especie del hospedador, edad, sexo, infecciones oportunistas, inmunidad conferida y

factores ambientales modifican su presentacion. * Entre los nombres con que se conoce
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alalA de alta patogenicidad (HP) se encuentran plaga aviar, peste aviar, gripe aviar,
entre otros. *>* Su historia en la avicultura se puede resumir en tres partes, 10s primeros
reportes de virus de IA (vIA) de HP, reconocimiento de los vIA de mediana o baja
patogenicidad (LP) en pollos domésticos y laidentificacion de los vIA asintomaticos en
aves salvajes, posteriormente clasificandosele en aves gallinaceas (pollo y pavo) en vIA
de HP y vIA de LP. * Laclasificacion del vIA se basa en la secuencia de la proteina
HA y su sitio de separacién proteolitica, de acuerdo a la organizaciéon mundia de la
salud animal (OIE), sin embargo su clasificacion basada en los signos clinicos resulta
més practica en brotes de campo. *° En general las cepas del vIA de HP son capaces de
presentar una mortalidad de por o menos e 75% hasta un 100%. Las cepas de VIA de
L P se consideran aquellas que se encuentran fuera de este rango. > °’

En brotes de VIA de LP en pollos y pavos, se registran alteraciones en sistema
respiratorio, digestivo, urinario y reproductor, ademéas de signos clinicos. * La
morbilidad se considera elevada y la mortalidad baja con la presencia de patdgenos

1L 58 entre las lesiones

oportunistas como Mannhemia hemolitica y E. coli,
macroscopicas se encuentran principalmente en tracto respiratorio asi como en cavidad
peritoneal y postura interna con alteraciones en tracto reproductor y en huevo. * Entre
las lesiones microscépicas se observa neumonias fibrino-celular, tragueitis, bronquitis,
deplecidn linfoide por necrosis y apoptosis en bolsa cloacal (BC) y otros tejidos
linfoides del ave. ! En infecciones por vIA de HP, los signos clinicos en galliformes van
de muerte slbita sin la presencia de signologia clinica por lesiones severas en Grganos
internos, sistema cardiovascular y sistema nervioso, en aves sobrevivientes a los 3 dias
0 més de infeccion presentan signologia clinica nerviosa, asi como en genera
signologia clinica inespecifica, en aves productoras de huevo y reproductoras, la postura
baja hasta llegar a cese, siendo la mortalidad |o méas caracteristico de un brote, la cua
se encuentra en un rango de 50% a 89% llegando hasta de un 100%. * Entre |as lesiones
macroscopicas en VIA de HP en aves que no mueren en los primeros dias del brote se
observan lesiones hemorragicas a necréticas de visceras y piel, edema subcutaneo con
presencia de petequias, visceras con hemorragias, necrosis focal en su superficie y
parénquima del 6rgano, necrosis multifocal en placas de Peyer (PP), pancreas, bazo,
corazén, higado, rifiones, organos linfoides primarios (OLP) y organos linfoides
secundarios (OLS), por lo que BC y timos se encuentran atréficos, en cerebro se
observa meningoencefalitis linfocitica con focos de gliosis, necrosis neuronal,

neurofagia, edema y hemorragia. Se observa dafio en teido muscular, células

13



endoteliales y renales por necrosis. La presencia de microtrombos en capilares y
pequerios vasos sanguineos de la piel es frecuente, asi como vasculitis, perivasculitis,
edema subcuténeo y necrosis de endotelio de capilares. * En general la diferencia entre
los VIA de HP y LP es que los HP conllevan a una infeccion sistémicay los LP se
presentan con una infeccion localizada en sistema respiratorio 6 tracto digestivo, siendo
los VIA de HP principamente conformados con hemaglutininas (HA) H5 o H7 como
subtipos. > %% % 51 E| periodo de incubacion va de un par de horas hasta dias, lo que
dependera por mucho de ladosis viral, laruta de exposicion, la especie expuesta al virus
y a la deteccion de signos clinicos, * su transmisién puede ser directa o indirecta por
contacto con secreciones nasales de aves infectadas asi como sus excretas. * Los virus de
Influenza (vl) son clasificados en géneros de acuerdo a reacciones seroldgicas de
proteinas como NP 6 la proteina matriz M1 (M1), *” siendo tres tipos virales, A, B, y C,
donde VIA pertenece a tipo A, los tipos B y C no han sido aislados en pollos. *° Una
subclasificacién del vIA basada en reacciones serolégicas de HA y neuroaminidasas
(NA), describe 16 HA y 9 NA reconocidas, > % % % de |as cuales, la mayoria de las
combinaciones de HA y NA se ha observado en los vIA aislados en pollos y aves
salvgjes. © La clasificacion de HA y NA por pruebas de serotipificacion de vl en
especies como aves, porcinos, caballos y aislamientos en seres humanos, ® © % asi
como pruebas de inmunoabsorvancia ligada a enzimas (ELISA) y virus suero
neutralizacién, se considera pruebas estandares para la identificacion y establecimiento
de relaciones inmunogénicas detalladas entre aislamientos. * °” ®® El estudio de los
genes de VIA permite ademéas su clasificacion en lingjes por zonas geogréficas a nivel
mundial. > ® " El conjunto de esta informacién permite e desarrollo de una
nomenclatura internacional estandar para los vl, designando a cada aislamiento un
nombre. %

El vIA pertenece ala familia de los Orthomyxoviridae género Influenzavirus tipo A, >>
™ su virién presenta una forma esférica, pleomorfica o filamentosa y una nucleocépside
con simetria helicoidal, con un diametro de 80 a120 nm pudiendo ser mayor en el caso
de la forma filamentosa. La superficie exterior del virus esta cubierta por dos tipos de
glicoproteinas proyectadas hacia el exterior de aproximadamente 10-14 nm de longitud
y 4-6 nm de diametro, trimeros alargados con forma de vara denominadas HA y
tetrameros con forma de hongo denominadas NA. ™

El VIA resulta ser sensible al calor, pH extremos, condiciones no isoténicas, a la
desecacion, a solventes organicos, detergentes, aldehidos, hipoclorito de sodio, fenoles,
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iones de amonio, siendo mas sensible en caso de no estar protegido por materia organica

0 por condiciones ambientales como humedad altay bajas temperaturas, [

por lo que
en estas condiciones e VIA puede permanecer activo desde 7 hasta 100 dias. * Su
conservacion se recomienda a temperaturas de -70°C asi como en condiciones de
liofilizacion y con menor efectividad a 4°C en liquido alantoideo una vez inactivado con
formalina, etilenimina binariay beta propiolactona sin alterar la actividad de HA y NA
viradles.

El vIA posee un genoma de &cido ribonucleico (ARN) cadena sencilla de sentido
negativo (VARN (-) ss) con 8 segmentos, los cuales codifican para 10 proteinas: > ®
PB1 con funcidn de transcriptasa, PB2 con funcién de endonucleasa, PA con actividad
proteolitica y con participacion en la replicacion viral, * estas en conjunto forma parte
del compleo ribonucleo proteina (RNP), una ARN polimerasa dependiente de ARN, €l
cual esta integrado en el virus por e VARN(-)ss, la proteina NP y la RNP; > ™ |a
proteina denominada HA, una glicoproteina de membrana integrada con la funcién de
union del virion a los receptores de membrana sialiloligosacéaridos de las células
infectadas, hemoaglutinacion, fusion de la envoltura viral, asi como neutralizacién vira
mediada por 1g; la proteina NA, glicoproteina de membrana con funciones de enzima
degradante del receptor celular (residuos de écido sialico o SA) induciendo la elusion
del virus, también responsable de la neutralizacion de la propagacion viral mediada por
Ig; dos proteinas no estructurales, NS1 6 proteina de unién a ARN, la cual inhibe el
procesamiento del ARN mensgero (MARN) celular, aumenta la transcripcion del
MARN viral, se postula su participacion en la inhibicion de rutas de sintesis de
interferon, ademas de la proteina no estructural NS2, proteina transportadora nuclear,
encargada también del transporte del RNP a nucleo, dos proteinas de la matriz, la
proteina M1 la cual conforma una estructura no glucosilada ubicada por debgjo de la
envoltura viral con la funcion de conformacion viral y la proteina matriz 2 (M2),
proteina membranal glucosilada, la cual conforma en la superficie del virién canales de
iones. En conjunto, estas proteinas corresponden aproximadamente a un 70% de la
particula viral, junto con lipidos 20%, carbohidratos 5 al 8 % y ARN de un 0.8 a 1%. *
%2 | 0s mecanismos por medio de los cuales e VIA ejerce su efecto patoldgico son dos,
76-82 y por apoptosis. 7679, 8387 g,

transmision en poblaciones de aves silvestres es por via oral-fecal, atribuida a la

por necrosis debido a la intensa replicacion

88, 89

contaminacion de aguas por virus, observandose una primera replicacion en tracto

digestivo, * con una eliminacién del virus en concentraciones altas, llegando a un titulo
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de 1x10"® dosis letal a embrién de pollo (ELD50) por gramo de heces. ** El ciclo de
replicacion inicia al penetrar en la célula huésped por endocitosis mediada por la union
de HA con los receptores de superficie que presentan SA, derivado del acido
neuroaminico. El SA puede corresponder al &cido N-acetil neuroaminico (NeuAC) o a
&cido N-glicolil neuroaminico (NeuGC) unido a una galactosa; €l tipo de &cido asi como
su distribucién y sitio de union del SA varia de especie a especie, |o cual indica cierta
especificidad de unién de HA. % * Una vez dentro de los endosomas, se da la
separacion proteolitica de HA en HA1 y HA2, *° para después ser transportada la
nucleocapside hacia € nacleo donde el complegjo RNP comienza la sintesis de seis
MARN virales monocistrénicos, los cuales son traducidos a las proteinas HA, NA, NP,
PB1, PB2y PA, en el caso de los mARN correspondientes para los genes NSy M, estos
son sometidos al proceso de splicing y traducidos en las proteinas NS1, NS2, M1y M2.
! Ademés de participar en la unién con los SA, la HA junto con la NA son los
principal es sitios de neutralizacion viral mediada por |g aunado a su actividad de unién *
y actividad enzimética * respectivamente. Se sabe de la importancia de la HA, en
especia del sitio de reconocimiento de las proteasas para la patogenicidad de los vIA de
HPy LP, ® ya que e proceso de separacion en HA1 y HA2 resulta esencia para la
replicacion vira del vlA, siendo € tipo y distribucion en los tegjidos de la enzima
responsable de la separacion proteolitica una caracteristica para las cepas de HP y LP.
5895103 Eqt0 hace que |a capacidad de dafio y afinidad por especie varié entre cepas VIA,
91-95, 97, 98, 104,105 55f como permitir establecer relaciones filogenéticas y clasificacion del
VIA, 106107, 108,109 o arjantacion a especies como pollos y pavos parece ser un evento

92- 95, 97, 100, 101, 110, 111 siendo

asociado ala aparicion de los VIA de HP en aves silvestres,
las HA tipo H5 y H7 las que presentan mayor probabilidad de presentarse en los vIA de
HP. 1% 2 Cambios en e genoma permiten alos vl adaptarse a diversos hospedadores e
incluso ser trasmitidos entre especies. > ®* A pesar de esto, los vIA al ser inoculados de
manera experimental en mamiferos, no son capaces de replicarse de manera eficiente.
113 | as frecuentes variaciones antigénicas del vl son atribuidas a dos procesos conocidos
como “drift & shift”, el proceso de drift o deriva se debe a la capacidad de generar un
alto grado de diversidad genética de los virus ARN, siendo estas mutaciones puntuales
acumul adas responsables de los cambios observados en las secuencias codificantes de
las proteinas HA y NA, 8 111 112 114,115 Fqa9 nrocesos no son exclusivos de HA 6 NA,

por lo que es posible su presentacion en el resto del genomaviral, *° lo cual permite una
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alta adaptabilidad del vl asi como su capacidad de evadir el sistema inmune por los
cambios antigénicos. >

Debido a gque IA es considerada un problema global por su presencia en continentes
como Afrlca, ASIa, Australia, Europay Amérlca 57, 58, 60, 63, 64, 68, 69, 70, 79, 88, 109, 110, 111, 112,
118 & inclusive evidencia serologia de infeccion en aves del antértico, su prevencion y
control requiere de la cooperacion internacional. ™ 8 En el caso de México, hastael 1
de abril del 2009 se considera presente la enfermedad en parte del territorio nacional,
siendo consideradas estas zonas como en erradicacion. ° Un gran nimero de aves son
susceptibles a la infeccién con e vIA, ! siendo las acuédticas como las Anseriformes,
(patos y gansos) y Charadriiformes (gaviotas y aves costeras), las de mayor relevancia

116

para su transmision y reservorio, — esto debido aque los vIA de LP no suelen provocar

signologia en este tipo de aves de vida libre, en especial en aves Anseriformes, °* % %
69 82, 88, 89, 90, 91, 1L 117, 118, 120 |5 transmisién del vI de un hospedador natural a otra
especie aviar asi como a una especie de mamifero se considera posible. *

En México, la IA se encuentra bagjo control epidemioldgico por parte del gobierno
mexicano, bajo € seguimiento de instituciones como la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), y la Comision
México-Estados Unidos para la Prevencidn de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades
Exéticas en los Animales (CPA). El texto de referencia en el territorio nacional se
considera la Norma Oficiad Mexicana (NOM), (NOM-044-ZOO0O-1995), Campafia
Nacional contrala Influenza Aviar asi como su modificacion (11-17-98 Modificacion a
la Norma Oficial Mexicana NOM-044-ZO0O-1995) Campaiia Naciona contra La
Influenza Aviar, donde la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (HI),
precipitancion en gel de agar (PAG) y e aislamiento viral son pruebas de diagnéstico.
121,122 Al unirse las HA del VIA a proteinas de superficie con SA de los eritrocitos
aviares y mamiferos, permite una préctica técnica de laboratorio, la hemaglutinacién, la
cual mediante € uso de Ig especificos contra un vVIA permite su estudio mas especifico
en la prueba de HI. Del mismo modo, la prueba de inhibicion de la neuroaminidasa (NI)
permite laidentificacion del tipo de NA presente en e VIA, * facilitando el diagndstico
diferencial.

La vacunacion y medidas de bioseguridad son la principal estrategia para el control de
IA. En el presente, las vacunas no pueden proteger contra muchos serotipos debido a

55, 56

gue los pollos son susceptibles a cualquier serotipo de los 16 HA conocidos, en e

caso de la NA, aquellas Ig producidas contra un tipo de NA son capaces de conferir
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proteccion alas aves, ' sin embargo estas Ig no protegen contra todas las NA presentes
en los diferentes virus, a igual que Ig contra otras proteinas internas como la NP, ya
que estos no son capaces de proteger a las aves ante retos virales,** por lo que las
medidas de bioseguridad como la desinfeccidn de utensilios, botas, vehiculos, limpieza
y desinfeccion de instalaciones, eliminacion de excretas, etc. son una herramienta mas
para reducir |os riesgos de infeccién de |as parvadas. *

El empleo de vacunas basadas en virus inactivados han sido una herramienta Util para
prevenir signologia clinicay mortalidad en diversas especies, pero esta es solo para la
HA y NA en la cual se basa esta vacuna, por o que una proteccion contra todos los
subtipos no resulta practico en una parvada. Sin embargo, a darse un brote y
caracterizar a VIA, es conveniente la vacunacion contra ese subtipo presente en la
granja. ! En México el empleo de estas vacunas de virus inactivado es aprobada solo en
algunos estados de la republica, asi como también bajo la autorizacién y vigilancia de la
SAGARPA. *#2 En ¢ caso de la vacunacion contra viA con H5 o H7, el control es
mayor, debido al riesgo del surgimiento de vIA de HP por vacunacion. *

En la actualidad, el estudio de la genética y proteomica del vI 2% 27 128 129 g

permitido € desarrollo de estrategias donde la estos conocimientos resultan Utiles para
su control. 3 3L E| conocimiento de la estructura proteica viral ha permitido e disefio
de bloqueadores de HA del v, 3% 133 134 a5f también la expresién de protefnas virales

135, 136, 137

como HA del vl para la vacunaciéon en vectores como E.coli, plantas,

células mamiferas, ** y vacunas ADN basadas en plasmidos codificantes para HA del
vl. ¥ El empleo de virus como vectores para protefnas del vl resultan ser un enfoque
novedoso para abordar el problema, ! entre estos vectores podemos encontrar el
baculovirus como vector para HA, NA y M1 del vIA, ** e virus de la enfermedad de
Newcastle como vector para HA, *** % 15 adenovirus como vector paraHA del vIA ¥

A, 148, 149, 150, 151, 152 asi como

47 virus de viruela aviar como vector paraHA y NA del v
viruela aviar como vector para HA y NP, ** herpesvirus de pavo (HVT) como vector
para HA del vIA, **3 el virus de estomatitis vesicular como vector para HA del VIA,
el virus de laringotraqueitis aviar (vLT) como vector para HA y NA del vIA, *°, **° ¢
virus de viruela del canario como vector para HA del vl de equinos para la

157 asi como e empleo de vIA con modificaciones en su

inmunizacion en perros,
genoma *® **° |as cuales modifican su capacidad de replicacion en celulas aviares asi

como su capacidad de union a células mamiferas. Estos trabgjos han demostrado su
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efectividad en retos de laboratorio con vIA de HP con H5 asi como H7 en aves, asi
como en model os mamiferos.

A 160, 161, 162, 163 en ratones

El empleo de particulas parecidas a virus (VLP's) del vi
demuestran ser una opcion ala vacunacion con otros vectores de expresion; este modelo
ha sido explorado en € éea de expresion de proteinas en plantas, siendo
inmunologicamente similar a o observado en virus nativos asi como presentar una
proteccion ante retos virales de HP en ratones. %+ 1% 1 Estos trabajos han demostrado
inducir proteccién contra el vIA con HA tipo H5 6 H7, sin embargo estos resultan de
igual manera son efectivos contra la HA a partir de la cual fue disefiada la vacuna. °”
168 Existen reportes del empleo de plasmidos codificantes para ARN pequefios de
interferencia, los cuales se enfocan a las secuencias codificantes paralas RNP, NP, PA,
siendo estas secuencias efectivas para € bloqueo de la replicacion viral del vIA en
celulas aviares, ** sin embargo su manejo y aplicacién en campo resulta dificiles debido
alanaturaleza del tratamiento.

El empleo de modelos como Salmonella typhimurium para el transporte de vacunas
ADN como vector para HA del vIA, sea en pollo o en ratones, demuestra ser otra
estrategia efectiva para la vacunacion en campo contra IA. ™ Una estrategia mas
empleada para e mejoramiento de las vacunas contra el vl es el desarmado viral. '"* La
investigacion con € VIA hallevado a desarrollo de vacunas basadas en € ectodominio
de la proteina M2 del vl (M2e), el cual tiene lafuncién de cana de iones; 1 laM2e es
altamente conservada en todos los vl tipo A, poco presente en las particulas virales pero
en abundancia en las células infectadas. *"#*"° Estudios indican que mediante el uso de
M 2e, es posible reducir lamortalidad y signologia clinica en infecciones de vl de HP en
especies como ratones. 1> " 1%® g empleo en particulas transportadoras como el
nucleo antigénico del virus de hepatitis B (HBCAQ), resultan altamente inmunogénicos
y ser capaz de inducir una respuesta humoral protectora contra cepas de HP en especies
como ratones, en algunos casos con adjuvates. 13 17® 17" 18 E| canal de protones de los
vl conformado por el homotetramero de M2, debe de funcionar para que se de la
replicacion viral, *° sin embargo se reporta que su participacion no sea del todo
necesaria en algunos casos. *® 18! L a proteina M2 presenta un ectodominio N-terminal,
un unico dominio transmembranal y una cadena C-terminal citoplasmético, donde €l
dominio transmembranal actla como secuencia de sefializacion y anclgje ala membrana

citoplasmatica durante su sintesis proteica en la célula infectada. El dominio membranal
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constade 20 aa's, el dominio N-terminal consta de 23 aa’sy &l dominio C-terminal esta
conformado por 53 aa's.*®* La parte interna del dominio transmembranal participa en el
transporte de protones, *! asi como determinante para |a sensibilidad ante antiviraes
como laamantadinay su derivado rimantidina. ** *#* Se cree que el pH bajo del interior
del viridn debilitalas interacciones entre las proteinas M1y la RNP del vl, liberando asi
a la RNP. En presencia de amantidina, la liberacion de la proteina M1 de la RNP es
incompleta. *° En la parte interna de una estructura en forma de hélice formada por la
M2 se encuentran los aa's que interactlan directamente con el medio acuoso, teniendo
estos una alta importancia para el funcionamiento adecuado del cana de iones. Aunado
a la selectividad, € paso de estos iones también puede ser controlada, activando y
desactivando asf € canal de iones.’®* EI momento en e que el canal de iones participa
en el proceso de infeccion del vl se lleva acabo cuando € viridn se encuentra contenido
en € endosoma, sin embargo en algunos cepas del vl tipo A, la proteina M2 también
manipula el pH del aparato de Golgi durante su transporte en su ruta de exocitosis, ***
manteniendo e pH por debgo del umbra en e que la HA presentan cambios
conformacionales inducidos por pH bajos con la finalidad de prevenir cambios
conformacionales prematuros en la HA. ™ Diversos estudios demuestran que en
especial una secuencia reacciona con Ig contra M 2e, esta secuencia corresponde a E-V-
E-T-P-1-R-N. *® Lo que indica que esta secuencia de 8 residuos (aa's 6-13) puede estar
relacionada directamente a la inmunidad contra e viI. ¥ % 18 Eqa secuencia es
también posible encontrarla en los vVIA como E-V-E-T-P-T-R-N, asi como E-V-E-T-L-
T-R-N, sin embargo | os anticuerpos monoclonales contra la secuencia E-V-E-T-P-1-R-N
pueden reconocer pobremente la secuencia E-V-E-T-P-T-R-N pero fallan en €
reconocimiento de la secuencia E-V-E-T-L-T-R-N. ¥ ¥ Reportes en especies como
ratones y cerdos indican gque la respuesta inmune hacia M2e tiende a ser una respuesta
celular mediada por Ig contra M2e, caracterizada por céulas natura killer (NK),
induciendo un efecto de destruccion de células infectadas, ** ' debido ala presencia

en mayor cantidad de M2e en las células infectas que en e vI. *

Particulas parecidasavirus

A diferencia de los virus con nucleocdpsides de mayor complegjidad como los
clasificados en familias Poxviridae y Retroviridae, la mayoria de los virus cuentan con

proteinas estructural es con dos simetrias basicas, helicoidal o icosahédrica, dando forma
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de vara o esférica al virus respectivamente. *% Estas proteinas poseen capacidad de
organizarse por si solas en estructuras macromoleculares (capsides) llamadas VLP's, 1%
las cuales se pueden encontrar, en un rango de tamafio de 22 a 150 nm, '*® similares a
tamafio observado en virus a ser expresadas de manera individua en diferentes
organismos. 1# 1% 1% Egtas proteinas no son infectivas ya que carecen de un genoma
viral y no representan ninguin riesgo a diferencia de las vacunas de virus activos. 1% 3
Debido a su naturaleza antigénica, su actividad biologia ante células presentadoras de
antigeno (APC), asi como por su tamafio, el cua en algunos casos, Se encuentra cercano
a 40 nm, corresponde a un tamafio optimo para la captacion de antigenos por parte de
las células dendriticas (DC). ** ?® Los VLP's son una opcién para la vacunacion a
servir como una plataforma para epitopos de agentes patdgenos expresados en su
superficie, en lugar de solo administrar ectodominios solubles como vacunas, 9% 193 194
201 A ctualmente trabajos demuestran que € empleo de VLP's en animales como ratones
asi como en humanos, ya sea por via ora, intranasal o0 inyectada resultan en una
respuesta inmune sistémicay en mucosas, 1% 176 193 202219 53 gplicacion de los VLP's
es su empleo como transporte de moléculas terapéuticas como vectores viraes
empleados como terapia génica 'y en vacunas ADN, explotando el tropismo natural de
estas particulas. *% ?® Se reportan diversos VLP's expresados en diversos sistemas
entre los que encuentra el HBcAg. ** Es en estos VLP's donde es posible mediante la

172, 174, 176, 192, 193, 202-205 6

combinacién de las secuencias codificantes para estos epitopos
por su combinacién quimica la creacion de la VLP's quimeras. % ' Los VLP's
quimeras consisten de una plataforma proteica unida a epitopos de uno o varios virus,
con el nicleo estructural del VLP, *** 9 |a cual puede presentar epitopos de proteinas
de patégenos, asi como otras moléculas con diversas funciones. #** %2 213 e conocen
diversos VLP's quimeras, entre los que se encuentra el HBcAg. ** El empleo de estos

214, 215 regyltan un

ha sido estudiado también en combinacion con diversos adyuvantes,
aumento de |a respuesta inmune humoral y celular. %° Entre estos adyuvantes orales se
reportan toxinas bacterianas, las cuales pueden favorecen la efectividad de los VLP's
en mucosas. *® 1?7 Debido a sus caracteristicas, 1os VLP's resultan ser una via de
presentacion de antigenos ante € sistemainmune, por o que en €l caso de la vacunacion
a gran escala, resultan ser un enfoque con muchas posibilidades, siendo e sistema
biol6gico de expresion un determinante para lograr accesibilidad y practicidad en su

elaboracion.
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EXxpresion proteica en plantas.

La produccion de VLP s en tejido vegetal, resullta ser una tecnol ogia prometedora hacia
el futuro de la vacunacién, ya que si bien e empleo directo del tgjido vegetal es una
opcion, la purificacion y tratamiento de los VLP's expresado en plantas son
posibilidades aplicables a las necesidades del investigador. *** La expresion de VLP's
diversos como la proteina de superficie del virus hepatitis B (HBSAQ), la proteina
mayor de la capside L1 del virus del papiloma humano (HPV-LI), la capside del virus
de Norwalk (NVCP) han sido reportado en diferentes sistemas bioldgicos, entre los que
se encuentran plantas como tabaco, tomate, papa, maiz y lechuga. ** *** Existen otros
sistemas de expresion de VLP's como o son levaduras asi como €l caso de E. coli, sin
embargo presentan limitaciones y desventgjas en la produccion de proteinas con
modificaciones pos-traduccion, limitando su uso en algunos casos. En el caso de los
sistemas de cultivos celulares de mamifero, a pesar de permitir las modificaciones
apropiadas y un correcto ensamblado de las proteinas, a ser sistemas menos manejables
y de mayor costo, su empleo no es una opcién a gran escala. ** El uso de las plantas
como biofébricas o biorreactores mediante el empleo de técnicas de ingenieria genética
permite la expresion de proteinas como anticuerpos, biofarmaceuticos y vacunas, asi
como generar plantas con caracteristicas como la resistencia a insectos, virus, hongos y
herbicidas. °% 2 Extendiéndose su uso debido a las ventajas para generar compuestos,
192, 197 tales como su potencial econémico, ya que los sistemas vegetales son més
econdmicos que la infraestructura industrial que se basa en el uso de sistemas de
fermentacion o en biorreactores, la tecnologia para aprovechar su elaboracion en escala
industrial se encuentre disponible, no requiriere de procesos de purificacion del
compuesto ya que la planta puede ser empleada como alimento, como en €l caso de las
vacunas comestibles, la produccién de estos compuestos puede ser dirigido a
compartimientos especificos dentro de la planta, aunado a que la produccion del
compuesto puede ser a nivel industrial e incluso es posible la produccion de varios
compuestos en la misma planta. *% #® Existen dos &reas en donde esta tecnologia esta
teniendo un impacto importante, en la produccion de anticuerpos y en la produccion de
compuestos biofarmace(iticos incluyendo antigenos. *°” 1*® La expresién de antigenos en
plantas tiene como propdsito su conveniente administracion oral y su minimo
procesamiento previo a esto, sin embargo, existen algunos problemas al considerar la
via oral como administracion de una vacuna como la digestion de esta por el enzimas
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digestivas y cambios de pH, su transporte hasta e sitio de interaccién con €l tejido
linfoide asociado al tracto digestivo (GALT), su correcto procesamiento y presentacion
al sistemainmune, evitando ante todo un posible reaccién de tolerancia a antigenoy su
efecto detrimental ante una respuesta inmune protectora. Sin embargo a esto, losVLP's
presentan la ventaja de superar estos inconvenientes e inducir una respuesta inmune en
mucosas posterior a su administracion oral, debido entre otras caracteristicas, a su
estructura compacta y altamente ordenada, los hace aumentar su resistencia a la
degradaciéon enzimética en el tracto digestivo y permitiendo su interaccién con €l
sistema inmune por medio de las células M del GALT. Debido a su origen y
conformacion, los VLP' s presenta una estructura similar a una particula viral invasora,
induciendo a sistemainmune a responder de manera semejante a unainfeccion viral. 2%
Si se asume que se requieren de mas de diez miligramos de una vacuna de subunidad
normal para su administracion oral, (1,000 veces més de lo requerido en una via

197

inyectada) ~*, se podria considerar que se requeririan cientos de gramos de una planta
paralograr una respuesta inmune, sin embargo es posible aumentar la concentracion del
antigeno a procesar e materia vegetal o por medio de tecnologias que permitiran
aumentar la expresion de estas proteinas en las plantas. ** La expresién de antigenos en
plantas, permite a su vez obtenerlo encapsulado de manera natural en el tegjido de la
planta, esto previene la degradacion del antigeno a ser administrado de manera oral,
permitiendo que este sea liberado gradualmente en e tracto digestivo. Esta proteccion
hace que también que se reduzca la cantidad de proteina requerida para su
administracion oral. Aunado a esto, como otro beneficio, la expresién en plantas
presenta la ventagja del almacenamiento de estos antigenos en las plantas por un tiempo
prolongado, sin dafio a estas proteinas, como en semillas, 1o cual elimina gastos de
almacenamiento en refrigeracion. **” Actualmente se reportan varios métodos para la
produccion de proteinas exdgenos en plantas, transformacion del genoma nuclear,
transformacion del cloroplasto, e infeccion viral transitoria, de los cuales solo
transformacién del genoma nuclear y sistemas virades han sido empleados para la
expresion de VLPs. % 8 | 3 transferencia de &cido desoxiribonucleico (ADN),
depende de lo que se busca mejorar en la planta, asi como la especie ala cual pertenece
estd % Los métodos directos van de la transfeccion del genoma de organelos, por
electroporacion, métodos quimicos, micropuntura de células aisladas. Uno de los mas
comunes es el bombardeo de particulas o biobalistica, empleada en plantas en las que no
es posible el empleo de Agrobacterium tumefaciens como método de transferencia de
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ADN. 2 En el caso de A. tumefaciens, un método indirecto, se emplea la capacidad de
esta bacteria para transferir ADN exdgeno alas células vegetales. 2 Las plantas que de
manera natural son afectadas por A. tumefaciens incluyendo variedades de
angiospermas y gimnoespermas. %% A. tumefaciens, una bacteria presente en la tierra,
que a detectar una planta con una herida, se desplaza hacia la herida, se adhiere y
comienza a transformar las células de la planta a inducirse la transcripcion de genes de
virulencia presentes en un plasmido especifico denominado Tumor-inductor (Ti-ADN),
el cual contiene el ADN de transferencia (T-ADN) que junto las proteinas de virulencia
bacterianas expresadas por la bacteria (VirD1, VirD2, VirE2) inducen la transcripcion,
procesamiento de T-ADN, su exportacion e integracion al genoma de la planta. El T-
ADN codifica para una hormona de planta que induce la produccion de enzimas que
estimulan & crecimiento de tumores y enzimas metabdlicas encargadas de la produccién
de productos metabolizables solo por A. tumefaciens. Como resultado se genera un
microambiente ideal para esta bacteria al formase tumores en el tegjido de la planta.
Existen otras proteinas que participan en e sistema de secrecion a formar canales
membranales que permiten el paso del T-ADN. ?*° Parala transferencia de ADN con A.
tumefaciens, se requiere que €l gen de interés sea insertado entre los bordes naturales
del T-ADN presente en el plésmido original de la bacteria 6 Ti-ADN para su insercion
al genoma del nicleo de las células de las plantas. 1% 2% 2% | 3 insercion aleatoria
observada en este método, sugiere un mecanismo de recombinacion no-homologa, €l
cual aparenta ser e medio de insercion del T-ADN en los sitios de reparacion del ADN
genémico. Los sitios de integracion del T-ADN presentan microsimilitudes en ambos
lados de la secuencia del mismo y la secuencia en el sitio de insercion, las cuales deben
de observarse a una distancia de entre 3 a 5 pb.?*° Desde | os primeros experimentos para
la elaboracién de plantas transgénicas mediante el empleo de A. tumefaciens en 1983,
192 se han logrado grandes avances en e entendimiento del proceso de insercién del T-
AND. El empleo de otras técnicas de expresion como la transformacion de organel os,
como €l cloroplasto, ofrece ventgjas para la expresion de antigenos, incluyendo ata
expresion, disminucion del silenciamiento de los genes y reduccion de contaminacion

de las poblaciones de plantas locales, 1" 1%

sin embargo su uso se encuentra limitado a
pocas especies, ademas de que la expresion en estos organelos no permite
modificaciones pos-traduccionales de las proteinas. *” El empleo de virus activos de
plantas, a igual que € anterior método, resulta un método Util para la expresion de

antigenos de interés en e citoplasma sin aterar € genoma de la planta, su empleo

24



permite la expresion en un lapso de 3 a 14 dias, % ¥’ facilitando la produccién en gran

" cua sea e

escala de la proteinas recombinante por su fécil inoculacién y rapidez, *°
caso es importante considerar las caracteristicas de las proteinas deseadas,
conformacién y ensamblgje para determinar la técnica a ser empleada, asi también la
optimizacion de codones para la seleccion de un sistema de expresion adecuado a lo
requerido. '* En e caso de plantas, para alcanzar atos niveles de expresion se
consideran varias estrategias, como la optimizacion de genes, promotores fuertes para
un tejido especifico, sefializacion sub-celular, fusion a transportadores estables,
entrecruzamiento de plantas para una expresion homogénea y entrecruzamiento de
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lineas transgénicas con ata expresion, todo con € propésito de meorar

rendimientos.
Nucleo de hepatitis B (HBCAQ) como vector.

Uno de los VLP' s con los que se han experimentado, el HBCAg, ha sido probado como
VLP's quimeray utilizado como vacuna intranasal e intraperitoneal en ratones, *’® 19
202, 221 | viirus de Hepatitis B pertenece a la familia Hepadnaviridae la cual incluye a
virus hepatotropicos, ADN doble cadena. Esta familia se divide en dos géneros
Orthohepadnavirus (virus de hepatitis B de mamiferos) y Avihepadnavirus (virus de
hepatitis B del pato), “* su virion presenta dos polipéptidos en el gen codificante para
su nucleo, a iniciar la traduccién en el primer coddn de iniciacion, € resultado es la
proteina denominada como antigeno “€”’ de hepatitis B (HBeAg), en el segundo coddn
de iniciacion se codifica una proteina de 183 aa's de un peso de 21 kDa, con un tamafio
de 30 a 32 nm, ® el cual corresponde a HBcAg. 2 HBeAg y HBCAg se encuentran
ligados en su estructura primaria. “* Los monémeros de HBcAg, conforman dos
tamafios de VLP's, integrados por 180 6 240 subunidades con simetria icosahedrica. %
La HBCcAg tiene la funcidn de encapsular el ADN viral, asi como participar de manera
importante en la maduracion del virus, a diferencia de la HBeAg secretada, la cual no es
necesaria para la replicacion o para la infeccion. % Al parecer esta particula secretada
participa de manera muy importante para las infecciones crénicas y ala modulacion de
la actividad de los linfocitos T ayudantes (LTh). ?*® El HBCcAg resulta ser
significativamente més inmunogénico en comparacion con € HBeAg en términos de
reconocimiento de LTh y en la produccién de Ig, ya que é HBcAg no requiere de
adyuvante para la produccion de Ig en su evaluacién en ratones. La inmunizacion
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intraperitoneal con cantidades de apenas 0.006 pg de HBcAg en ratones con una
solucion salina resultan en titulos de 1:100 de Ig anti-HBCcAg a las 2 semanas de una
sola inyeccion, y hasta titulos de 1:1,600 con dosis de 0.02g de HBcAg y 10 pg de

HBcAg en solucién salina inducen titulos de 1:163,840. ?* Estos trabajos han
demostrado que su empleo es capaz de inducir una respuesta inmune sistemica a ser
administrado en ratones por separado por inmunizacién por mucosas **° e
intraperitoneal ante los virus contra los cuales se expresan sus epitopos, entre ellos M2e
del vl expresado en HBcAg aplicado en ratones. 1> *® Al igual que otros VLP's es
posible la expresién de HBcAg en plantas, ?* Ilegando a un nivel de expresién en
rangos de 10 a 50 pg/g de hoja liofilizaday de 24 pg/g a 2 mg/g de hoja fresca. % Para
lograr una correcta expresion e inmunogenicidad es necesario considerar la posiciéon en
la cual son insertados los epitopos dentro de la secuencia codificante de ADN del
HBcAg, ®* 2 ya que la posicién centra de los epitopos reduce la respuesta contra el
HBCAQ y alavez permite una mejor respuesta a los epitopos foraneos insertados en el
VLP, ?*? |afusién del epitopo al N- terminal del HBcAg, a través de una secuencia de
unién con HBCAQ, resulta en una respuesta alta contra €l epitopo insertado sin alterar la
inmunogenicidad propia del VLP, mientras que la fusién al C- terminal de HBCAgQ
permite a epitopo ser accesible ala superficie, pero no resulta en una inmunogenicidad
tan alta como la observada en las otras dos posiciones. ® La insercién en la parte
internaentre el 75 aa sy 81 ad' s, resulta en una mayor inmunogenicidad y antigenicidad

contra el epitopo insertado, 2% 2%

sin embargo el tamafio del inserto en esta posicién se
considera que debe de ser menor alos 45 ad's, en el caso de insercion en los C-terminal
0 N —terminal del HBCcAg permiten la unidn de secuencias mayores de un rango de 90,
144y hasta 720 aa's, *** sin embargo no se alcanzan los mismos niveles inmunogenicos
y antigénicos como se observa en la parte interna de HBcAg. 2 % Para su uso como
VLP quimera no solo se debe de considerar |a capacidad de insercion de HBcAg, si no
también la secuencia primaria del epitopo insertado, ya que su secuencia puede ser
determinante para lograr la conformacion del VLP quimera ?* Dentro de las
caracteristicas innatas del HBcAg se encuentran la induccién de una fuerte respuesta

227 activacion  directamente a los

celular en raton por parte de los linfocitos T (LT),
linfocitos B (LB), ya que este es considerado tanto como un antigeno T dependiente,
como un antigeno T-independiente en LT, %* ??® sy elevada inmunogenicidad, debida
probablemente a su naturaleza poliméricay a la presencia en su estructura primaria de

potentes epitopos para LTh y a la habilidad de activacion directa a LB. %* %" Debido a
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esto, su empleo como VLP' s parala generacion de unavacuna resulta de interés paralas

futuras investigaciones aplicadas en la generacion de vacunas expresas en plantas.

Respuesta inmune en mucosas.

El sistema inmune en aves en especial en mucosas, juega un papel muy importante para
la defensa contra agentes patdgenos cuya entrada o0 presencia en mucosas €s un
problema constante en los animales. Su conocimiento resulta Util para el desarrollo de
vacunas para uso en estas especies, ya que existen una gran variedad de vacunas
empleadas en la produccion animal para la prevencion y control de enfermedades
propias de la especie, con diversos niveles de eficiencia de acuerdo ala intensidad con
la cual el sistema inmune reacciona ante sus componentes. * Al igua que en los
mamiferos, e sistema inmune depende de una complgja relacion entre células
especiaizadas y factores solubles, que a trabgjar en conjunto confieren proteccion
contra agentes patdgenos. ' En genera, el sistema inmune de las aves presenta
similitudes con e de los mamiferos, con algunas excepciones, **° debido a que
presentan organos linfoides como BC y timo asi como una amplia variedad de
agregados linfoides como la glandula de Harder (GH), tejidos linfoides asociados a
mucosas (MALT) como & GALT, tgjido linfoide asociado a bronquios (BALT), tejido
linfoide asociado a la cavidad nasal (NALT), tgjido linfoide asociado a piel (SALT) y
tracto genial, tonsilas esofagica (TE), tonsilas pildricas (TP), placas de Peyer (PP),
tonsilas cecales (TC), diverticulo de Meckel (MD) asi como tejido linfoide asociado ala
glandula pineal. ?° Al igua que en mamiferos se sabe que la participacion de las
inmunoglobulinas A secretoras (sIgA), son en gran parte, la principal defensa contra

estas infecciones; 22% 2%

apesar de esto la administracién de antigenos via parenteral en
muchos casos son ineficientes para la induccion de sigA. ! Las Ig como las slgA
previenen la adhesion de patdégenos como bacterias y virus limitando su efecto patégeno
0 interactuando con el antigeno una vez que este a penetrado la mucosa, ya sealas slgA
O inmunoglobulina M (IgM), neutralizandolo y facilitando su excrecion al exterior
evitando su efecto en lamucosa. %* % 2 De acuerdo a esto, se esperaria una respuesta
inmune de slgA a la administraciéon oral de una vacuna, lo cual en muchos casos no
ocurre, ya que la presencia de slgA es minima o nula, aunado a que a aumentar la dosis
de esta vacuna via oral es posible inducir una respuesta nula ante una administracién

parenteral, contraria a la deseada, ante el mismo antigeno, denominada como tolerancia

27



oral, %" por o que una correcta presentacion del antigeno en cuestion es crucial para

lograr una produccion de slAg capaz de proteger al organismo como es le caso del vIA
y bacterias colonizadoras como C. jejuni. El sitio € cua a de ser estimulado
inmunologicamente es de importancia también ya que basados en los estudios en
mamiferos de los patrones de migracion y expresién de moléculas se propone que los
linfocitos estimulados en € tejido linfoide nasal (NALT) y asociado a bronquios
(BALT) pueden alojarse en la nariz, glandulas salivales y bronquios. En €l caso de
linfocitos B (LB) estimulados en las placas de Peyer (PP), se aojan principalmente en la
mucosa del intestino delgado asi como en tracto urogenital en menor cantidad
participando en la proteccion de estos tejidos. En el caso de los LB estimulados en otros
tgjidos linfoides asociados tracto digestivo (GALT) como foliculos solitarios en colon-
recto y apéndice en mamiferos, migran hacia la mucosa del intestino grueso y al tracto
urogenital . 2#%*° Esto hace considerar a sitio crucial para el sitio donde los LB jugaran

un papel en lainmunidad local anivel de mucosas en especial en tracto digestivo. 2
CD40L (CD154)

Entre estas moléculas receptoras de superficie relacionadas a la respuesta inmune se
encuentra el receptor CD40, el cual pertenece a la familia de los factores de necrosis
tumoral (TNF), presenta funciones de estimulacion del crecimiento celular,
diferenciacién, muerte celular, liberacion de mediadores de lainflamacién y en procesos
inflamatorios crénicos. 2% %' El CD40 fue aislado en LB en todos sus estados de
desarrollo, monocitos, células endoteliales y epiteliales, asi como en DC en las que
juega un papel muy importante para su maduracion, 2*® en trombocitos y macréfagos. 24
El CD40 es una glicoproteina fosforilada de membrana de un peso de 48 kDa
hidrofébica, con un dominio intracelular, un dominio intermembrana y un dominio
extracelular con homologia con otras moléculas de la familia del TNF-R. % EI CD40L
(CD154) es una glicoproteina de membrana de un peso 32 a 33 kDa, conformada por
dos estructuras proteicas  plegadas similares a las observadas en otras moléculas de la
familia de TNF. Este antigeno se expresa rgpidamente en LT CD4+ activados, LThO,
LThl, LTHZ2, en basofilos, mastocitos, eosinofilos, células NK, en monocitosy DC en
menor frecuencia 2 2%2® gy expresién también ha sido observada en tejidos que se
encuentran en procesos inflamatorios como en el caso de reacciones de rechazo

245

transplante, <™ esta también se puede encontrar de manera soluble, liberado por los LT
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al ser estos activados, *° mediante separacion proteolitica de su dominio extracelular,
conservando su actividad bioldgica, con un papel muy importante en la inmunidad

248, 249, 250, 257

adaptativa, por lo que la expresion de esta proteina resulta en su empleo

como adyuvante para la mejora en la respuesta inmune ante la vacunacion. ©% %’ En
aves, e CD154 presenta funciones equivalentes como en mamiferos, teniendo un rol
central en la respuesta inmune demostrando su presencia aun antes de la divergencia
entre aves y mamiferos. 2 Lainteraccion del CD40y el CD154 en su forma soluble ha
demostrado en aves, estimular diferenciacion de LB inmaduros in vitro, aumenta la
viabilidad de los LB, inducir la proliferacion de LB, estimular la diferenciacion de

29 aunado

isotipos de Ig y de igual manera la produccion de inmunoglobulinaY (1gY),
a gque la secuencia del gen TNFSF5 correspondiente al CD154 en aves ya se encuentra
descrita. %% 2% 20 | 3 unién del CD40 y CD154, activa una serie de sistemas de
segundos mensgjeros, las cuales permiten la expresion genética responsable de los
cambios celulares, #*® con efectos como la maduracion de LB en células plasméticas de
larga vida, 2** %! dl reactivar la enzima telomerasa en LB de memoria, asi también evita
la induccion de apoptosis, seleccion y maduracién de células de memoria, y estimula la
produccion y liberacion de citosinas como interleucina (IL) 6, 1L-10, TNF-a, CD80/86,
favorece la expresion de moléculas de adhesion, receptores co-estimuladores y aumento
de la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo I y 11. 2 2% La
unién de estos receptores en combinacion con citosinas permite la correcta respuesta de
los LB, como en € caso de produccion de slgA en las células plasméticas, donde este
estimulo junto con IL-10, el factor de crecimiento trasformante  (TGF-B), permite esta
funcion. 2% 49 2! Entre sus efectos bioldgicos reportados en mamiferos de la
interaccion de CD40/CD154 se encuentran €l aumento de la supervivencia celular,
aumento en la actividad tumoricida en monocitos, secrecion de citosinas (1L-1, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12) y enzimas como la matriz metalloproteinasa (MMP), la cual participa
en la liberacion de ligandos como FASL, asi como en la proliferacion celular y
migracion.

Dentro de las células involucradas en la respuesta inmune, las DC, denominadas asi
debido a las largas extensiones de su membrana las cuales semejan las dendritas de las
células nerviosas, tienen una funcién muy importante, la presentacién de antigenos a los
LTh. Este tipo de célula como caracteristica general expresan el MHC Il asi como
mol écul as co-estimul adoras que interacttan con €l LTh, por lo que estas células son mas
efectivas al presentar antigenos que los macré6fagos y LB. Posterior a su contacto con el

29



antigeno, las DC migran a tejidos linfoides, ** donde se da la presentacion de los
epitopos. En e caso de las aves, las DC presentan capacidades similares a sus

262283 yna vez estimuladas a su maduracién con CD154 6

homologas en mamiferos,
lipopolisacéridos (LPS), su alta capacidad de presentacion de antigenos se reduce y se
da su migracion. 2* #° Al ser internalizado e antigeno es llevado a compartimiento
multivesicular endosomal € cual se une a las vesiculas contenedores del MHC Il para
su presentacion ante los LT. 2427 Se sabe que los receptores de las DC son capaces
también de internalizar antigenos en ausencia de infeccion y presentarlos por medio del
MHC | parainducir tolerancia por parte de LT CD8+ reactivos. % Las DC inmaduras,
resultan ser una eficiente APC, debido a que estas requieren de concentraciones de
antigeno entre 10% y 10° menores que otras APC. Al madurar estas células pierden la
capacidad de absorber antigenos, al mismo tiempo aumenta la expresion de moléculas
de superficie como los MHC Il asi como & CD40, CD54, CD58, CD80 (B7-1), CD83y
CD86 (B7-2) ademés de IL-12 y p55. 2% %3

La estimulacion CD40/CD154 en DC induce su migracion a los centros germinativos
(CG) y aumenta la supervivencia de estas células. En otros tipos celulares la expresion
de estos marcadores celulares es normalmente baja 2*> %* Otros efectos de la
interaccién de CD40/CD154 en la produccion de I1L-12 por parte de las APC, con la
consecuente diferenciacion de LThOy asu vez aLThl y LTh2. % 2 La interaccion
CD40/CD154 le confiere la habilidad a DC de activar LT CD8+. Se estipula que otras
sefiales intercelulares como TNF-o, LPS o infecciones virales pueden sustituir la
sefializacion del CD154. 8 Lamaduracion de las DC se realiza bajo diversos estimulos,
en su mayoria factores microbianos y productos de la inflamacion, bacterias compl etas,
LPS, citosinas como IL-1, GM-CSF, TNF- a, CD154, CD80, CD86, envolturas virales,
virus inactivados, sin embargo IL-10 bloquea este cambio celular, ?*® haciendo de estas
DC inmunotolerantes. %" ?*° Se ha demostrado que aun siendo DC maduras continGian
con la capacidad de internacion de antigenos mediada por receptores, haciendo de estas
APC muy importantes en la respuesta inmune, sobre todo contra virus. 2 El control de
la maduracion de las DC parece ser la clave para la diferenciacion entre una respuesta
inmune innata a una respuesta inmune adaptativa, ya que de no estar correctamente
estimuladas, las DC no favorecen esta respuesta, como se observa a administrar
adyuvantes en el caso de algunos antigenos empleados como vacunas, |0s cuales resulta
mé&s inmunogénicos al estimular también a la inmunidad innata. Por lo que las DC
resultan ser identificadores de infecciones o dafios en e tejido. > 2% In Vitro las células
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DC son capaces de inducir una respuesta inmune celular induciendo la proliferacion y
diferenciacion de LT, estimulan a las células NK, asi como LB, aumentan la expresion
de moléculas de adhesion y co-estimulacion para LT, proceso que permite €l
reclutamiento y permanecia de células linfoides en el tegjido donde su presencia es
requerida. 2 #"* La estimulacion entre LT y DC se da en ambos sentidos, ya que la
estimulacion por parte de los LT activados asi como LT de memoria con moléculas
como el CD154 aumentan la supervivencia de las DC. ?*® Las DC no solo participan en
la activaciéon de LT, de hecho son capaces de regular la tolerancia a ciertos antigenos
propios del cuerpo. " 2”2 De cualquier modo, existe ciertos riesgos durante la
presentacion de antigenos por parte de las DC, debido a que no solo estas estan
expuestas a antigenos de patdégenos, sin también a antigenos propios a fagocitar células
moribundas y capturar proteinas del ambiente, las cuales no deben de ser inductores de
una respuesta inmune, por lo que las DC inmaduras, en ausencia de un proceso
infeccioso o inflamatorio, inducen tolerancia inmunol égica a los antigenos inocuos, 2+
213 sy participacion también se encuentra en la localizacion de la respuesta inmune, al
promover moléculas que facilitan este evento, como las moléculas a4p7 integrina y
CCR9 en los LT, marcandolos con un tropismo hacia €l tracto digestivo. 2> #?*CCR9 y
a4PB7 integrina en combinacién con IL-6 e IL-5, participan como importantes
mediadores de la secrecion de sigA por parte de las células plasméticas. 2" 2% Las
vacunas particuladas como emulsiones, nano Yy microparticulas, compleos
inmunoestimul adores (ISCOM), liposomas 6 VLP's, se enfocan en estimular APC de
manera indirecta a acceder a estas por medio de mecanismos como intenalizacién por
endosoma o de manera directa al incorporar en la particula una molécula especifica que
interactué con la DC, promoviendo su migracion y maduracion. *** 2® Algunas
caracteristicas fisicas de la particula pueden ayudar en su internalizacion ala APC, una
de estas se pueden considerar el tamafio de estas.  ?° En el caso delosVLP's, a estar
en contacto con DC, inducen su maduraciéon y la répida secrecion de citosinas

inflamatorias, 1% 2°

asi como una estimulacién de una respuesta humoral. Las APC al
parecer presenta variaciones entre la eficiencia en e muestreo e internalizacion de
antigenos, por lo que en €l caso de las DC, internalizan con mayor facilidad particulas
de un tamafio entre 20 nm y 100 nm, en el caso de macréfagos, e tamafio de particula
que se pueden fagocitar es mayor, el cual vade 200 nm hasta 2000 nm. ® El contacto
gue se da entre los antigenos de patdgenos en € tracto digestivo, respiratorio asi como

281
a 8

en el urogenit y € sistema inmune se realiza mediante un tipo de célula
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especializada, la célula M debido a su morfologia microfoliada 0 membranosa, esta se
especializa en e transporte de antigenos y su presencia se puede observar en FAE en los
GALT del tracto de las aves. ** La estructura de las células M es caracterizada por
carecer de las microvellosidades de las demés células intestinales, presentan una
invaginacion profunda o compartimiento en la membrana basolateral, la cua esta
ocupada por LB, LT y macréfago. 2 Larelacion que existe entre estas células y las DC
es muy estrecha, ya que es posible encontrar DC justo debajo de las células M, por |o
gue se presentacion antigénica se da directamente por debajo del domo formado por las
células M vy las células linfoides que las rodean. % Este muestreo es muy importante
para el reconocimiento temprano de potenciales patdégenos para e organismo, asi como
para el inicio de una respuestainmune en los GALT. 2 Su localizacion es en los sitios
de induccidn, las cuales son pequefias regiones de mucosa que se localizan por encima
de | os epitelios asociados a foliculos (FAE) presentes en los GALT. ?®* Debido a que los
enterocitos forman uniones estrechas, se reducen las posibilidades de acceso de
antigenos, sin embargo debido a que las células M se caracterizan por permitir € paso
de particulas para su presentacion a las DC, esta ruta es usada para la internacion de
antigenos ademas de representar una via de entrada para algunos patdégenos a
organismo. 2% 23> 281 24| 3 modulacion en la captacion de antigenos por parte de las
células M, asi como la elaboracion de vacunas con afinidad para con este tipo celular,
Son propuestas como una estrategias para aumentar la eficiencia en la respuesta inmune
mediante la administracion de vacunas orales y la administracion de drogas mas
eficientes, lo cual resulta dificil debido a las variaciones que presentan las células M
entre especie, individuos o incluso entre células M de un mismo individuo. % 2%
Debido a su funcion las células M estan adaptadas para la trancitosis de material del
lumen a interior del FAE por mecanismos como endocitosis de vesiculas clatrina
cubiertas, fagocitosis actina dependiente y pinocitosis 0 macropinocitosis, estas
presentan receptores que intervienen en estos procesos tanto para particulas virales
como para bacterias y algunos tipos de toxinas bacterianas. %% 28" 28 Debido a que la
adhesion es e primer paso paralainternalizacion de los antigenos, la mediacion de esta
unién de los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) con especificos patrones
moleculares asociados a microbios patogenos (PAMP), ademas de adhesinas
microbianas | ectina-like capaces de unirse a glicoproteina o glicolipidos en la superficie
de las células M, resultan de importancia para su paso a través de este tipo celular. La
distribucién y concentracion de estos receptores varian entre enterocitos y células M, 1o
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cua explicaria también la selectividad para € paso de moléculas y patégenos entre
ciertos tipos celulares. 2% 8 | a via de sefializacion de esta molécula de superficie
parecen tener mucha importancia para la actividad de la célula M de relevancia para la
respuesta inmune ante antigenos particulados en mucosas, sin embargo e como

participaen el control dela transcitosis se desconoce. 2%

33



JUSTIFICACION

Actualmente la vacunacion es uno de los métodos més empleados para el control de

enfermedades en la industria avicola, » *** >

sin embargo la alta capacidad de
variacion antigénica del vIA, * asi como la poca proteccion conferida por las actuales
vacunas para el control de C. jejuni en aves ** * hace necesario la blisqueda de nuevos
disefios de vacunas que sean précticos en su administracion, rentablesy afectivos parala
proteccion contra estos agentes patégenos, por lo que € empleo de vacunas orales
expresadas en plantas resulta una opcién real en el area avicola, tanto por sus ventgjas

de pI’OdUCCién 192, 197, 202, 223

192, 202

modo de administracion y resultados previos en otras

especies, 1,229

asi como por la presencia de estructuras fisiol0gicas en esta especie
que puedan ser via de reconocimiento para proteinas con funcién de presentacion

antigénica, tales como los VLFP's, favoreciendo |a respuesta inmune.

HIPOTESIS

e Los VLPs HBcAg+tM2e+CD154 y HBcAg+M2e+CIUARK expresados en N.
benthamiana, al ser administrados a pollos via oral estimulan la produccién de
IgY con capacidad de reaccionar con el antigeno M2e.

e ElI VLP HBcAg+M2e+CIJUARK administrado via oral induce una reduccién en

la colonizacion de C. jgjuni en tracto digestivo de las aves.

OBJETIVOS
General
Determinar la expresion de los VLP s HBcAg+M2e+CD154 y HBcAg+M2e+CIUARK
en N. benthamiana y su inmunogenicidad a la aplicacion oral y subcutanea en pollo
comercial.

Particulares
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Insertar las secuencias codificantes para M2e+CD154 y M2e+CJUARK obtenidas
previamente y proporcionadas para este experimento por parte de la Universidad
de Arkansas, en € vector pHBV 33 proporcionado por € CINVESTAV campus
Irapuato. (Imagen 1).

. Determinar por medio de la técnica de ELISA de captura la expresion en N.

benthamiana de M2e en la superficie de los VLP's. HBCAg+M2e+CD154 y
HBcAg+M2e+CIJUARK.

Determinar el perfil seroldgico por medio de la prueba de ELISA para M2e del vi
alaadministracion ora y subcutanea del extracto de N. benthamiana que exprese
losVLP's: HBcAg+M2e+CD154 y HBcAg+M2e+CIJUARK

Determinar €l grado de colonizacién intestinal de C. jgjuni en aves posterior a la
administracion oral y subcutanea del extracto de N. benthamiana que exprese
VLPs. HBcAg+M2e+CIUARK.



MATERIALESY METODOS
1. INSTALACIONES
El procedimiento de transformacion bacteriana y agroinfiltracion se redizé en las
instalaciones del CINVESTAV campus Irapuato. Se emplearon unidades de aislamiento
de ambiente controlado en la Universidad de Arkansas paralarealizacion de las pruebas

en las aves de experimentacion.

2. ANIMALESY PLANTASDE EXPERIMENTACION
e Se emplearon 12 plantas (N. benthamiana) de 21 dias de edad, cultivadas bajo
condiciones controladas en invernadero en instalaciones del CINVESTAV
campus | rapuato.

e Seemplearon 150 pollos de raza Cobb de 1 dia de edad de origen comercial.

3. ALIMENTO PARA LOSANIMALES

e Lasavesconsumieron alimento de origen comercial.

4. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO
El vector pHBV 33 (imagen 1), proporcionado por el CINVESTAV campus Irapuato,
conteniendo e gen HBc coddn-optimizado para plantas bajo e control del promotor

P35S, fue digerido en su sitio Xbal para después insertar las secuencias
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correspondientes para M2e (E-V-E-T-P-I-R-N) + CD154 (W-M-T-T-S-Y-A-P-T-S) "2
173, 175, 203, 222, 289294y, M| 2e (E-V-E-T-P-I-R-N) + CJUARK (secuencia en proceso de

patente por parte de la Universidad de Arkansas), 1% 173 175 291, 2%

con 3 serinas (S) de
separacion entre las dos secuencias, resultando en los vectores pHBVM?2eCD154 y

pHBVM2eCJUARK.

5. TRANFORMACION BACTERIANA Y AGROINFILTRACION

Los vectores pHBVM2eCD154 y pHBVM2eCJUARK fueron introducidos en E. coli
DH5a en diferentes cultivos por electrop@rnci *6 |as bacterias resultantes se
cultivaron en medio LB adicionado con 50 mg/ml de kanamicina por 16 hora a 37°C
para su posterior almacenamiento. ** A un cultivo de la cepa de A. tumefaciens
LBA4404 se leintrodujo e vector pHBVM2eCD154 por electroporacion, alacual sele
denomin6 como Clona 1-B LBA 4404. A un segundo cultivo de la cepa A. tumefaciens
LBA4404 se le introdujo € vector pHBVM2eCJUARK por electroporacion, 222 292 2%
denominandosele como Clona 5-B LBA 4404. Las cepas resultantes fueron cultivadas
en medios LB adicionados con 50 mg/ml de kanamicina por 48 horas a 28°C. " Se
confirmd la presencia del inserto por medio de técnica de mini-preparacion, reaccion de
digestion y migracion en gel de agarosa. ** Las cepas resultantes, Clona 3-B LBA 4404
y Clona 5B LBA 4404, fueron posteriormente cultivadas en medio YENB
suplementado con kanamicina (50mg/l) a 28°C por 48 horas. ?® El cultivo se centrifugd
por 5 minutos a 4000 rpm y se gjusté la densidad dptica (OD) a0.2y a0.4 OD en buffer
de agroinfiltracion (20 mM 2-(N-morfilino) acido etanesulfonico (MES), a un pH de
5.5, 20 mM Mg2S0O4 y acetocirigona 200 uM). La suspendiacteriana con OD
gjustada en un volumen 3 ml de buffer se mezcl6 previo a su aplicacion a cada planta.
Para lograr una expresion transitoria en N. benthamiana, las cepas resultantes de A.
tumefaciens fueron usadas para la agroinfiltracion de las plantas. %’ Las suspensiones
de A. tumefaciens fueron inyectadas por medio de puncion mediante una jeringa de 1
ml. sin aguja en plantas (N. benthamiana) de 21 dias de edad, previamente cultivadas.
223

Con e fin de obtener & mejor rendimiento en la expresion de VLP
HBcAg+M2e+CD154 y HBcAg+M2e+CIUARK, se empled como variable la OD de
las soluciones de A. tumefaciens, asi como el tiempo en el cua se recuperaron las hojas
para su posterior liofilizacion mediante prueba de ELISA de captura se midieron los
niveles de expresion de M2e en la superficie de la proteinas HBCAg con las diferentes
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formulaciones (Tabla 1). Los extractos de N. benthamiana con mejor rendimiento de
expresion de los VLPs HBCcAg+M2e+CD154 y HBCcAg+M2e+CJUARK, fueron

seleccionadosy administrados a los grupos de experimentacion.

6. DISENO DE GRUPOS

Las aves fueron distribuidas de manera aeatoria en 5 grupos de 1 dia de edad hasta los
31 dias de edad.

Grupo 1: Al dia0 del experimento a 30 aves de 1 dias de edad se les administré 1 ml de
PBS viaoral con un refuerzo alos 14 diasde 1 ml de PBS viaoral.

Grupo 2: Al dia0 del experimento a 30 aves de 1 dia de edad se les administré via oral
1 ml (10mg extracto/ml) de solucién del extracto de N. benthamiana correspondiente a
la muestra 4 con el VLP HBcAg+M2e+CD154, se les aplicod un refuerzo via oral de 1
ml de lamisma solucién alos 14 dias posteriores a la primera administracion.

Grupo 3: Al dia0 del experimento a 30 aves de 1 dia de edad se les administré via oral
1 ml (10mg extracto/ml) de solucién del extracto de N. benthamiana correspondiente a
lamuestra 6 con € VLP HBcAg+M2e+CIUARK, seles aplicod un refuerzo viaoral de 1
ml de lamisma solucién alos 14 dias posteriores a la primera administracion.

Grupo 4: Al dia 0 del experimento a 30 aves de 1 dia de edad se les administro via
subcutdnea 1 ml (10mg extracto/ml) de una solucion del extracto de N. benthamiana
correspondiente a la muestra 4 con € VLP HBcAg+M2e+CD154, se les aplico un
refuerzo via subcutdnea 1 ml de la misma solucién alos 14 dias posteriores ala primera
aplicacion.

Grupo 5: Al dia O del experimento a 30 aves de 1 dia de edad se les administro via
subcutdnea 1 ml (10mg extracto/ml) de una solucion del extracto de N. benthamiana
correspondiente a la muestra 6 con e VLP HBcAg+M2e+CIJUARK, se les aplicé un
refuerzo via subcuténea 1 ml de la misma solucion a los 14 dias posteriores ala primera
aplicacion.

Al dia 21 del experimento los grupos 1, 2, 3, 4y 5 recibieron 1 ml/ ave de una solucion

conteniendo C. jejuni (108 UFC/mL.) viaoral.

7 INOCULOSDE DESAFIO
e Solucion sdina amortiguada con fosfatos (PBS) preparada de acuerdo a
Purchanse et al. **®

e Solucién conteniendo C. jejuni a una concentracion de 10 UFC/ml.
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e Extracto de N. benthamiana correspondiente a la formula 4, e materia
liofilizado se reconstituyo en PBS (10 mg extracto/ml)

e Extracto de N. benthamiana correspondiente a la formula 6, € materia
liofilizado se reconstituyo en PBS (10 mg extracto/ml)

8. TOMA DE MUESTRAS

8.1 Muestrasde M2e en N. benthamiana

Las muestras de las plantas agroinfiltradas con Clona 3-B LBA 4404 aunaOD de 0.2y
0.4 fueron muestreadas el dia 2 y 3 posterior a la agroinfiltracion. Las plantas
agroinfiltradas con Clona 5-B LBA 4404 a una OD de 0.2 y 0.4 fueron muestreadas al
dia2y 3 posterior alaagroinfiltracion. (Tabla 1)

8.2 Muestras serologicas para M2e y PCR tiempo real para identificacion y
cuantificacion de C. jgjuni

8.2.1. A los 21 dias del experimento, se tomaron 15 aves para toma de muestras
sanguineas para la obtencién de suero de los grupos 1, 2, 3, 4y 5, asi como también
contenido intestinal de ileum para su evaluacion mediante PCR tiempo real para la
cuantificacion de C. jguni. EI método de sacrificio para la obtencion de estas muestras
fue dislocacion cervical seglin American Veterinary medical Association JAVMA. 3%
8.2.2. Al dia 31 del experimento, se tomaron las restantes 15 aves para toma de
muestras sanguineas para la obtencion de suero de los grupos 1, 2, 3, 4y 5, asi como
también contenido intestinal de ileum para su evaluacion mediante PCR tiempo real
para la cuantificacion de C. jejuni. ** *° El método de sacrificio fue dislocacion

cervical segiin American Veterinary medical Association JAVMA. *®

9. EVALUACION DE MUESTRAS

9.1 Muestras de M2e en N. benthamiana

Las muestras de N. benthamiana obtenidas por agroinfiltracion y liofilizadas fueron
reconstituidas en buffer de ELISA en una proporcion 1/10 y sometidas a la técnica de
ELISA de captura para conocer los niveles de expresion de M2e en los extractos de las
plantas. Se mezcl6 € tgjido de planta en el buffer de ELISA, se mezcldy se centrifugo a
13,000 rpm por 15 minutos, el sobrené&date fue obtenido y procesado como muestra del
antigeno. Sediluyd € antigeno 1 en 10 con el buffer de ELISA, se incubo en agitacion a

temperatura ambiente por 2 horas, para posteriormente ser incubado toda la noche a
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4°C. Transcurrido €l lapso de incubacién, se procedio a 3 lavados rdpidos con PBS a
0.05% tween 20 (PBS-T), para 2 posteriores lavados de 5 minutos con PBS-T. Se
incubo por 1 hora con superblock (200 pl/por pozo). Se incubo la placa c®n el 1
anticuerpo (Ig policlonaes anti-M2e) diluidos 1:25 en PBS + 2% de suero fetal bovino,
100 pl / pozo por 2 horas a temperatura ambiente. Se hicieron 3 lavadépidos con
PBS-T y 2 lavados de 5 minutos con PBS-T, para después agregar 100ul/pozo del 2
anticuerpo (IgY aviar marcado con peroxidasa) y se incubd por 1 hora, para después
repetir el procedimiento de lavado ademés de un lavado de 5 minutos (100ul/pozo) con
buffer acetato. Se adiciono €l sustrato (100 ul/pozo), y se agrego la solucidn stop 25 ul 3
N H2SO04, y se procedi6 a la lectura. Como control positivo se empled una muestra de

M 2e sintético a una concentracion de 500 pg/ ml (Universidad de Arkansas).

9.2 Muestras serologicas para determinacion de IgY en suero contra M2e y
muestras de contenido intestinal para la prueba de PCR tiempo real para
identificacion y cuantificacion de C. jejuni

9.2.1. Las muestras de suero obtenidas €l dia21 y 31 del experimento de los grupos 1,2,
3, 4y 5 fueron sometidas a la prueba de ELISA, la prueba se realizd de acuerdo a
Layton SL, et al. **

9.2.2. Las muestras de contenido intestinal de ileum correspondientes al dia21y 31 del
experimento de los grupos 1, 2, 3, 4 y 5 fueron sometidas a la prueba de PCR tiempo

6,2 validando latécnica

294, 299

real, la prueba se realizé de acuerdo a Skanseng B et al. 200
con un elevado indice de repetitividad y un bajo indice de inhibicion

10. ANALISISESTADISTICO

Las diferencias entre tratamientos en la colonizacién de C. jejuni medidaen Logl0y la
presencia especifica de IgY en suero contra M2e, fueron sometidas a estudio de andlisis
de varianza utilizando el procedimiento de GENERAL LINEAR MODELS (GLM) **.
La diferencia minima se consideré con una diferencia significativa de (P < 0.05) ¥* Las
diferencias significativas fueron separadas usando Duncans multiple range test y el

software comercial de andlisis estadistico (SAS ingtitute, 2002) SAS Institute Inc., 2002.
302
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RESULTADOS
1. Muestras de VLP HBcAg+M2e+CD154 y VLP HBcAg+M2e+CJUARK en N.
benthamiana
1.1. Expresion de VLP HBcAg+M 2e+CD154 en N. benthamiana.
La muestra 4 obtuvo un valor en la relacién S/P de 1.70 en la prueba de ELISA de
captura para la determinacion de M2e, siendo este un valor superior observado entre las
muestras 1 con una relacion S/P de 1.39, muestra 2 con una relacion S/P de 1.54 y la
muestra 3 con una relacion S/P de 1.51, asi como en comparacién con la muestra
control positivo que present6 unarelacion S/P de 0.69.
Se determind mediante la relacion entre e testigo positivo y cada muestra la
concentracion aproximada de M2e, observando un aproximado de M2e de 8137.681
pg/ml en la muestra 4, en la muestra 2 con 7579.71 pg/ml, en la muestra 3 con
7442.029 pg/ml y en la muestra 1 con 7018.11 pg/ml, por lo que se consider6 a la

muestra 4 para su empleo en las pruebas en |os animales de experimentacion. (Figura 1)

1.2 Expresion de VLP HBcAg+M 2e+CJUARK en N. benthamiana.

La muestra 6 obtuvé en la evaluacion con la prueba de ELISA parala determinacion de
M2e, un valor en larelacion S/P de 1.15, este valor resultd ser el mayor en comparacion
con las muestras 5 con unarelacion S/P de 1.01, muestra 7 con unarelacion S/P de 0.93
y muestra 8 con unarelacion S/P de 0.91, de igual forma su valor fue incluso superior a
lo obtenido en la muestra control positivo con un valor en larelacion S/P de 0.69.

Al redizar el caculo aproximado en la expresion de M2e en relacion al testigo positivo
se observé un valor aproximado de 6108.69 pug/ml en la muestra 6, en la muestra 5 con
5583.333 pg/ml, la muestra 7 con 5293.478 ug/ml y en la muestra 8 con 5217.391
pg/ml; por lo que se considero a la muestra 6 para su empleo en las pruebas en los

animal es de experimentacion. (Figura 2)

2. Muestras seroldgicas para determinacion de IgY en suero contra M2e y
muestras de contenido intestinal para la prueba de PCR tiempo real para
identificacion y cuantificacion de C. jguni.

2.1. Evaluacién de lgY en suero contra M 2e mediante la prueba de ELI SA.

2.1.1. En la evaluacion de sueros de las aves mediante la prueba de ELISA, se observo
un aumento alos 21 dias iniciado el experimento en la presencia de IgY en las aves en
los grupos 2, 3, 4y 5 con un valor en el rango S/P de 0.048 + 0.008, 0.047 + 0.008,
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0.047 + 0.008 y 0.055 * 0.01 respectivamente en comparacion con las aves del grupo 1
con un valor en el rango S/P de 0.01 + 0.01.
Se determing la existencia de diferencia significativa (p<0.05) entre los valores de la

relacion S/P delos grupos 2, 3, 4y 5 en comparacion con el grupos 1. (Figura 3)

2.1.2. Lo observado en & segundo muestreo a los 31 dias, muestra un patron de
comportamiento distinto, ya que ala evaluacion de IgY en suero mediante la prueba de
ELISA se observé un aumento en la presencia de IgY en suero con una diferencia
significativa (p<0.05) en e grupo 4 con un vaor en larelacién S/P de 0.15+ 0.01 vy €l
grupo 5 con un valor en larelacion S/P de 0.18 £ 0.05 en comparacion con el grupo 1
con un valor en larelacion S/P de 0.035 + 0.007.

Por otro lado se observa un aumento en la presencia de IgY en suero en el grupo 2 con
un valor en e rango SP de 0.11 £ 0.02 y € grupo 3 con un valor en e rango S/P de
0.11 + 0.01 sin embargo este aumento no mostro diferencia significativa (p<0.05) con
comparacion con el valor del rango S/P del grupo 1, ni tampoco mostré una diferencia
significativa (p<0.05) con relacién a aumento en los valores del rango S/P de los
grupos4y 5.

El grupo 1 se mantuvo con niveles de IgY por debgjo de los demas grupos de
experimentacion, sin embargo estos solo muestran diferencia significativa (p<0.05) con

relacion asolo losgrupos4y 5. (Figura3)

2.2. Identificacién y cuantificacion de C. jguni en contenido intestinal mediante la
prueba de PCR tiemporeal.

2.2.1. En muestreo en € dia 21 antes del reto con C. jgjuni, se observa una diferencia
significativa (p<0.05) en la presencia de C. jejuni entre el grupo 2 con una colonizacion
de 1.73+ 0.04 Log *° y el grupo 5 con una colonizacién de 2.05 + 0.09 Log *°.

No existio diferencia significativa (p<0.05) en la presencia de C. jgjuni entre |os grupos
1 con una colonizacién de 1.79 + 0.08 Log *°, el grupo 3 con una colonizacién de 1.90 +
0.12 Log ° y el grupo 4 con una colonizacién de 1.80 + 0.07 Log *° en comparacién
con lapresenciade C. jgjuni en tracto digestivo del grupo 2y € grupo 5. (Figura 4)

2.2.2. Posterior a reto con C. jgjuni alos 31 dias, se observa que € grupo 3 muestra una
disminucion en la presencia de C. jguni con una diferencia significativa (p<0.05) a

presentar una colonizacion de 2.86 + 0.46 en comparacion con la presencia de C. jguni
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en e grupo 1 con una colonizacion de 7.46 + 0.06, €l grupo 2 con una colonizacion de
7.76 £ 0.15, asi como el grupo 4 con una colonizacién de 7.50 = 0.07. Estareduccién en
la presencia de C. jgjuni en tracto digestivo se observo también en el grupo 5 con una
colonizacion de 4.62 + 0.66 con una diferencia significativa (p<0.05) en comparacién
con lacolonizacion de C. jejuni enlosgrupos 1, 2y 4.

Lareduccion en lapresenciade C. jejuni en € grupo 3y € grupo 5, resultdé mayor en el
caso del grupo 3, existiendo una diferencia significativa (p<0.05) entre ambas

reducciones en la colonizacion intestinal de C. jgjuni. (Figura4)
DISCUSION

Los resultados en la medicion de M2e por medio de la prueba de ELISA de captura
demuestran la presencia de este epitopo en la superficie de los VLP's
HBcAg+M2e+CD154 y VLP HBcAg+M2e+CJUARK, o que concuerda con previos
trabajos donde se demuestra la capacidad del VLP HBcAg de expresar en su superficie
eI epl'topo M2e del vl. 172,173, 176, 177, 178, 226

Su determinacion por medio de la prueba de ELISA demostré el correcto ensamblgje de
la estructura viral del VLP HBCAQ ya que se sabe que en la presencia de secuencias de
ad s que no favorezcan su armado ya sea por su secuencia, tamafno e interacciones entre
especificos residuos de aa's, € VLP HBCAQ resulta en degradacion y no es posible
encontrar este capsdmero como producto final ni la medicion de epitopos especificos en
su superficie. 203, 204, 222

Estudios previos demuestran que la expresion de VLP HBcAg en diversos bioreactores,
176,192,202, 221 ey este caso, plantas *%? se logra mediante la técnica de agroinfiltracion con
A. tumefaciens, y el empleo de vectores binarios, 9% 202 219 220. 221 g canzando niveles de
expresion del VLP HBcAg desde 10 pg/g hasta 50ug/g de hoja liofilizada, % por lo que
s bien en este experimento no fue medida la presencia especifica del VLP HBcAg, fue
posible la medicion de la expresion del epitopo M2e en la superficie del VLP HBcAg
por medio de ELISA de captura.

La expresién combinada de epitopos como el M2e+CD154 asi como M2e+CJUARK en
la superficie del VLP HBcAg no interfirio con la expresion del VLP HBCAgQ, yaque si
bien se sabe que la expresion de secuencias no mayores a45 aa' s es posible en este VLP

203, 204, 222

quimera, asf como la expresion del epitopo M2e de vl en el VLP HBcAg, >

176, 177, 178, 223, 226 oqte @5 € primer reporte de la expresion del epitopo M2e en
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combinacién con los epitopos CD154 y e CJUARK de C. jgjuni en la superficie del
VLP HBCcAg, resultando en la medicion de la expresion M2e por medio de | g.

Respecto ala evaluacion de lostitulos de IgY contra M2e en suero alos 21 diasiniciado
el experimento fue posible observar un aumento en todos |os grupos de experimentacién
en comparacion con e grupo 1, ya que el VLP HBcAg al poseer caracteristicas que
favorecen su presentacion por parte delas DC alos LT,19% 200 202,222,224, 226 174 nosible
gue en ambas rutas tanto oral como subcuténea se diera e estimulo para la produccién
de IgY, corroborando su expresion en N. benthamiana y determinando su antigenicidad
en las aves inoculadas.

197, 198

La participacion del tejido linfoide caracteristico de mucosas digestivas, asi como

el propio de aves,  en el caso de laaplicacion oral del VLP HBcAg pudo favorecer la

identificacion del antigeno y procesamiento del epitopo M2e por parte de las DC *7® %7

224 226
T, B

y su presentacion a L asi como la estimulacion de L parainiciar la respuesta

humoral presente en estos grupos.

192, 227

Las caracteristicas de resistencia de los VLP's como el HBCAg, aunado a su

expresion en e tejido de la planta, 9% 19 197 198, 218

protegio de la digestion en su
aplicacion oral a VLP HBCAg lo suficiente para ser reconocido y presentado al sistema
inmune, montado una respuesta humoral contraM2e, lo cual se reporta en diversos tipos
de VLP's, expresados en diversos model os biol dgicos. *%’

En laevaluacion alos 31 diasiniciado €l experimento, el aumento en los titulos de IgY
contra M2e, en los grupos gue recibieron e HBCAg expresando en su superficie €l
epitopo M2e en combinacion con los epitopos CD154 y CJUARK por via subcutdnea
mostraron un aumento en los titulos de IgY en comparacion con lo observado en €l
grupol, lo cual concuerda con lo reportado en trabajos previos donde se demuestra que
ala aplicacion via parenteral %> %** del VLP HBcAg logra un efecto de estimulacion en
la produccién de anticuerpos especificos, aun en dosis muy reducidas, %

Ante esta respuesta resulta de interés el sitio de insercion de los epitopos M2e, CD154 y
CJUARK €l cua corresponde a lo reportado como el mejor para inducir una respuesta
especifica contra las secuencias insertadas y menor contra los epitopos propios del VLP
HBCcAg, %* permitiendo su correcta expresion en la superficie; asi como trabajos en

donde el VLP HBcAg resulta efectivo para latransportacion del epitopo M2e, 17 176177

178, 223, 226

Cabe mencionar que lo observado en la via oral, en € caso de la medicion de IgY en
suero contra M2e a los 31 dias iniciado el experimento demostré que esta ruta resulta
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més dificil para la estimulacion de IgY sistémicas, a diferencia de lo reportado en
mamiferos, % ya que si bien se observé un aumento en los titulos este aumento no es
estadisticamente significativo tanto en comparacion con la via subcutanea como con los
titulos del grupo 1, sin embargo esto no resulta contundente para la determinacion de su
efectividad como vacuna, ya que se sabe que lavia de aplicacion y sitio de estimulacion
inmunologica es determinante tanto para la produccion de inmunidad sistémica como
para lainmunidad humoral en mucosas. 23 239242

Por lo que s bien la produccion de IgY resulta poco significativa, es necesaria la
evaluacion de slgA en mucosas contra M2e “® bgjo las mismas condiciones de
experimentacion, lo cua podria representar un dato interesante para medir el potencial
de proteccion de este tipo de vacunas, asi como ante retos virales, 1'% 174 175 291

Trabajos previos demuestran la participacion en la respuestainmune del CD154, 2% 249

21, 2% tanto en mamiferos como en aves, 2+ %7

251, 259, 290, 291, 294

siendo favorable para una respuesta
inmune ala vacunacion, sin embargo ala evaluacion de IgY en suero a
los 21 diasy ala evaluacion alos 31 dias de iniciado € experimento, tanto los grupos
gue no recibieron € epitopo correspondiente a CD154 y los que s |o recibieron en
combinacién con el epitopo M2e, no presentaron diferencia entre ellos.

Lo antes descrito puede ser atribuido la incorrecta expresion del epitopo CD154 en

comparacion con el epitopo M2e, 203 204 205 222

asi como a la poca efectividad de la
secuencia empleada en este caso. Si bien la secuencia CD154 habia sido probada con
anterioridad, % 2 2% 2 egtg no habia sido utilizada en combinacion con el epitopo
M2e en la superficie del VLP HBcAg, por lo gque la secuencia de aa's empleada no
resulto en esta eval uacion determinante parala obtencion de un aumento en lainduccion
delgY ensueroalos 21y 31 dias deiniciadala prueba.

Debido a que en € presente experimento no se realizo reto contra viA de LPy HP, no
es posible la determinacion de la capacidad de conferir proteccion contra retos bajo
condiciones de campo Yy laboratorio con VIA, por lo que ser require de una evaluacion

135, 139, 141, 142, 143, 146, 148, 155, 158, 159

similar a la realizada con otros vectores para la

comparacion de este modelo vacuna en relacidn a otros tipos de vacunas contra vIA
incluyendo laexpresion de VLP sdel vl en plantas *** 1%

Previo a reto con C. jguni se determind la presencia de este microorganismo en las
aves de los grupos de experimentacion, 2* 2® o cual indico ciertas diferencias entre
dos grupos previo a reto, sin embargo |os resultados en la colonizacion de C. jejuni en

intestino demuestran que no existié diferencia estadistica entre los grupos que
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recibieron e VLP HBCAg con las combinaciones de epitopos M2e+CD154 y

M2e+CJUARK via oral o subcutanea en comparacion con e grupo que recibio solo

20-25

PBS. Se sabe que la presencia de C. jegjuni en aves es comun ya que se encuentra

3,45 7, 8,9 13, 14, 16

distribuida ampliamente en e ambiente, en diversas especies

17,20, 24

y su
elevada capacidad de colonizacién del tracto digestivo de las aves, por lo que su
presencia en estos grupos resulto consistente con |o reportado previamente.

Otros factores a considerar en esta primera evaluacion ademés de la administracion del
VLP HBcAg expresando €l epitopo de C. jejuni CJUARK, es lainmunidad materna en
las primeras 2 semanas de edad del pollo contra C. jejuni, % asi como la produccion de
slgA por parte del ave en presenciade C. jguni, ya que en ambos casos, estas variantes
son capaces de modificar la capacidad de colonizacion de C. jejuni. 3

Las Ig presentes en las aves serian lo suficientemente efectivas para mantener la
poblacion de C. jgjuni similar en todos los grupos aun en los no vacunados, dado que

estas aves tienen un origen comercial, 2%

evitando que se reflgara el efecto a la
administracion del VLP HBcAg con € epitopo CJUARK tanto por via oral como por
via parenteral con respecto a la valoracién de la colonizacién en tracto digestivo de las
aves alos 21 dias del experimento previo a reto con C. jejuni.

Después del reto con C. jeuni se observaron diferencias entre los grupos de
experimentacion, esta evaluacion se realizd en las aves después de la disminucion de la
inmunidad materna que se sabe va en disminucion a partir de la 2° semana de edad del
ave comercial, ® por lo que e reto a C. jejuni puede ser considerado como
independiente de los titulos con los que las aves legaron al experimento.

Se observo alos 10 dias posteriores a reto con C. jegjuni la colonizacion en las aves que
recibieron el VLP HBCcAg que expresan M2e'y CD154 por ambas vias, presentando una

elevada colonizacion de C. jejuni en tracto digestivo, 17 % 2% 24

asi como €l grupo que
recibi6 solo PBS, a diferencia de las aves que fueron tratadas con e VLP
HBcAg+M2e+CJUARK las cuales presentan una reduccion, por lo que la presencia del
epitopo CJUARK en la superficie fue inmunol6gicamente efectivo para inducir una
respuesta inmune, ** 3 debido a las caracteristicas de los PAL 44647 48.30.51 entra | a5

2 4
8, , 3, 48, 49, 53

que se encuentra la Ompl asi como € tipo de respuesta observada a la

aplicacion oral del VLP HBcAg con epitopos especificos, % el cual en este caso logra
producir una reduccion en la colonizacién en tracto digestivo. 3 3
Lo observado en su evaluacion concuerda con trabaj os previos con este epitopo aplicado

en aves. % Aunado a esto, existié una diferencia significativa entre las dos vias de
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aplicacion, oral y subcutanea del VLP HBcAg+M2e+CIJUARK, ya que si bien ambos
casos reducen la capacidad de colonizacién de C. jgjuni, su aplicacion via oral resulta
mas efectiva para la reduccién en su colonizacion en tracto digestivo del ave, esto

debido a que € sitio de estimulacién antigenica es determinante para € tipo de respuesta

inmune. 231, 238, 240, 241, 242

Se sabe que la administracion de antigenos via oral, en muchos casos no resulta en una

respuesta inmune protectora o incluso en unatoleranciaa antigeno, 2> %% 272 gendo

la estimulacién de células M, 22> %8228 pc, 261.289 ) Ty | B esencial para la induccion
de una respuesta inmune, por lo que el empleo de particulas transportadoras como |os
VLP's, favorecen esta ruta de estimulacién por encima de solo epitopos solubles, 17> 13
siendo el VLP HBcAg un VLP quimera con capacidad de presentacion de epitopos, 1%
aunado a su expresion en plantas, favoreciendo su aplicacion oral directamente en €l
tejido vegetal. ** 2 Es importante considerar la correcta via de reconocimiento e

283, 285

internacion de estos antigenos, siendo los VLP' s unaopcién paralavacunacién al

servir como una plataforma para epitopos de agentes patdgenos expresados en su

superficie como vacunas, %% 1
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CONCLUSIONES

La expresion del VLP HBcAg+M2e+CD154 y el VLP HBcAg+M2e+CIJUARK
se lograen tegjido de plantas N. benthamiana mediante el empleo de latécnica de
agroinfiltracion con A. tumefaciens.

Los epitopos M2e y CIJUARK son antigenicamente funcionales a ser
expresados en la superficie del VLP HBCcAg en hojas de N. benthamiana.

El epitopo CD154 expresado en combinacion con M2e en |la superficie del VLP
HBCcAg en hojas de N. benthamiana, a las dosis manejadas no resulta en una
mayor estimulacion en la produccion de IgY en suero de las aves.

La via de administracion del VLP HBcAg expresado en N. benthamiana es
determinante para €l tipo de respuesta inmune en aves.

Los tejidos linfoides en tracto digestivo de las aves son capaces de reconocer y
presentar el VLP HBcAg a sistemainmune al ser administrado en tejido vegetal

sin procesar.
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ANEXOS

Tabla 1. Identificacion de muestras de N. benthamiana agr oinfiltradas con Clona

3-B LBA 4404y Clona 5-B L BA 4404.

Identificacion | Densidad Optica (OD) del Clonapresenteen | Diade muestreo
de muestra inoculo aplicado en hojas inoculo de las hojas
1 0.2 Clona 3-B LBA 4404 2
2 0.4 Clona 3-B LBA 4404 2
3 0.2 Clona 3-B LBA 4404 3
4 0.4 Clona 3-B LBA 4404 3
5 0.2 Clona5-B LBA 4404 2
6 04 Clona5-B LBA 4404 2
7 0.2 Clona5-B LBA 4404 3
8 04 Clona 5-B LBA 4404 3
Imagen 1. Mapa del vector pHBV 33.
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Figura 1. Expresion del VLP HBcAg+M 2e+CD154 en N. benthamiana.

Valor aproximado (meg/mi)

VLP HBcAgcon los
epitopos M 2ey CD154
en su superficie.

§200-

8000-

7800-

7600-

7400+

7200+

7000-

6800-

Dia 3
Dia del muestreo
Muestral | Muestra?2 | Muestra3 | Muestra4
7018.11* 7579.71* | 7442.029* | 8137.681*

(*Volumen en pg/ml de M2e)

mon 0.2
mOD 04

Figura 1. Cada muestra en este caso contenia exclusivamente VL P HBcAg+M 2e+CD154 en N. benthamiana. La
muestra 4 obtuvo un valor en larelacion S/P de 1.70 en la prueba de ELISA de captura para la determinacién de

M2e, siendo este un valor superior con relacion al resto de las muestras, resultando con un aproximado de M2e de

8137.681 pg/ml en lamuestra 4, siendo esta sel eccionada para las pruebas en animales.
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Figura 2. Expresion del VLP HBcAg+M 2e+CIJUARK en N. benthamiana.

6200

6000

58001

5600

Valor aproximado (meg/ml) 5400-

VLP HBcAg con los
epitopos M 2ey
CJUARK ensu
superficie. 5200*

5000

gono2

mOD04

Dia?2 Dia 3
Dia del muestreo
Muestrab | Muestra6 | Muestra7 | Muestra8
5583.333* | 6108.696* | 5293.478* | 5217.391*

Figura 2. Cada muestra en este caso contenia exclusivamente VL P HBcAg+M2e+CJUARK en N. benthamiana
La muestra 6 obtuvo un valor en larelacion S/P de 1.15 en la prueba de ELISA de captura para la determinacion de
M2e, siendo este un valor superior con relacion resto de las muestras, resultando con un aproximado de M2e de

(*Volumen en ug/ml de M2e )

6,108.69 pg/ml en lamuestra 6, siendo esta seleccionada para las pruebas en animales.




Figura 3. Evaluacion delgY en suero mediante la pruebade ELISA.

0.2+
O Grupo 1
0181 o
Solucién PBS
Aplicacién oral
0.16-
B Grupo 2
HBCAg + M2e+
i CD154
0.14 Aplicacién oral
o 0127 O Grupo 3
F) HBCcAg + M2e
c + CJUARK
Aplicacion ora
2 01
8}
@
B O Grupo 4
¢ 0.08 HBcAg +M2e
+CD154
Aplicacién
subcutanea
0.06-
Bl Grupo 5
HBCAg + M2e
0.04 + CJUARK
Aplicacion
subcutanea
0.02-
0
Dia 21 dia 31
Dia de muestreo
Grupos S/PRelacion SIP alos 21 dias Relacion S/P alos 31 dias
(media+ S (media+ SY
Grupo 1 0.01+£0.01b 0.035+ 0.007 b
Grupo 2 0.048 + 0.008 a 0.11 + 0.02 ab
Grupo3 0.047 = 0.008 a 0.11+0.01 ab
Grupo 4 0.047 £ 0.008 a 0.15+0.01a
Grupo 5 0.055+0.01a 0.18+0.05a

Figura 3. En la evaluacion de sueros se observa un aumento a los 21 dias en la presencia de IgY en las aves en los
grupos 2, 3, 4y 5 en comparacion con las aves del grupo 1 con una diferencia significativa (p<0.05) entre los
grupos. Se observa al dia 32 un aumento en la presencia de IgY en suero en el grupo 4 y grupo 5, con diferencia
significativa (p<0.05) en comparacion con el grupos 1. Por otro lado se observa un aumento en la presencia de IgY
en suero en el grupo 2y el grupo 3 sin una diferencia significativa (p<0.05) con comparacion con el valor del los
gruposl,4y5.

» ' Media+ Desviacion Estandar.
< Literales distintas sefidlan diferencia significativa entre los grupos (P<0.05).

.
o’
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Presenciade CJ (Log 10)

Figura 4. Colonizacion de C. jejuni mediante la prueba de PCR tiempo real.

O Grupo 1

Solucién PBS
Aplicacion ora

B Grupo 2

HBCAg + M2e+
CD154
Aplicacién oral

O Grupo 3

HBCAg + M2e
+ CJUARK
Aplicacion ora

O Grupo 4

HBCcAg + M2e
+ CD154
Aplicacién
subcutanea

B Grupo 5

HBCAg + M2e
+ CJUARK
Aplicacion
subcutanea

Dia 21 Dia 31
Dia de muestreo

Grupos | Colonizacién de C. jejuni antes del Colonizacién de C. jejuni después
reto dia21 (Logl0) (media+ S") | del reto dia31 (Logl0) (media+ Sh)

Grupo 1 1.79+ 0.08 ab 7.46+0.06 a

Grupo 2 1.73+0.04b 7.76+0.15a

Grupo3 1.90+0.12 ab 2.86+0.46¢C

Grupo 4 1.80+0.07 ab 7.50+0.07 a

Grupo 5 2.05+0.09a 462+0.66b

Figura4. En muestreo en el dia 21 antes del reto con C. jejuni, se observa una diferencia significativa (p<0.05) en la presencia de
C. jejuni entre el grupo 2y € grupo 5. No existio diferencia significativa (p<0.05) en la presenciade C. jejuni entre los grupos 1,
3y 4 en comparacién con €l grupo 2y €l grupo 5. A los 31 dias se observa el grupo 3 con una disminucion en la presencia de C.
jgjuni con una diferencia significativa (p<0.05) en comparacién con los grupos 1, 2 y 4. El grupo 5 presenta reduccion en con una
diferencia significativa (p<0.05) en comparacién con la colonizacion de C. jejuni en los grupos 1, 2 y 4. La reduccion en la
presenciade C. jejuni en € grupo 3y € grupo 5, resulté mayor en el caso del grupo 3, existiendo una diferencia significativa
(p<0.05) entre ambas reducciones. Validacion de acuerdo a Skanseng B et al. 2006. **°

+ *Media+ Desviacion Estandar.
< Literales distintas sefialan diferencia significativa entre los grupos (P<0.05).
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