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RESUMEN

Bordetella bronchiseptica es un bacilo corto, Gram negativo, aerobio y movil.
Es el agente causal de problemas respiratorios en diversas especies animales,
incluyendo al hombre. Se han identificado factores de virulencia con los cuales
B. bronchiseptica se adhiere y afecta al tracto respiratorio. La pertactina es una
proteina que forma parte del Sistema de secrecion tipo V y que genera
inmunidad protectora. Se evalud una vacuna de ADN (pBH7D46) que contiene
el gen de la pertactina (prn) de Bordetella bronchiseptica. Se utilizaron 6 grupos
de ratones Balb/C para evaluar las propiedades inmunogénicas de la vacuna
de ADN al aplicarla por dos vias y dosis diferentes. Se determiné la respuesta
humoral mediante la deteccion de anticuerpos, asi como la concentracion
sérica de las citocinas IL-2, IL-4, IL-10, INFy mediante ELISA y se comparé
contra la respuesta inmunitaria obtenida de ratones inoculados con una
bacterina de B. bronchiseptica con adyuvante, asi como con los testigos
negativos. Se encontré que la respuesta de anticuerpos IgG fue menor en los
ratones inmunizados con la vacuna de ADN que los vacunados con la bacterina
(p<0.05). Al evaluar las dos vias de inmunizacién, se observo que los grupos
inmunizados con la vacuna de ADN por via intramuscular, indujeron
significativamente la produccion de anticuerpos IgG, mientras que los ratones
inmunizados por via intranasal se comportaron igual que el grupo testigo
negativo(p<0.05). En los ratones inmunizados por via intramuscular con la
vacuna de ADN el titulo de anticuerpos seroconvirtié contra la pertactina entre
el dia 14 y el dia 29, mientras que los inoculados por via intranasal no
desarrollaron anticuerpos aun con una segunda inmunizacién. El grupo
vacunado con la dosis de 150 pg de ADN por la via IM no mostré diferencias
significativas con respecto al grupo que recibio la dosis de 100 pg, en las dos
evaluaciones realizadas. Los resultados obtenidos con la prueba de ELISA
para determinar la concentracién de IL-2, INFy, IL-4 e IL-10 en el suero de los
ratones inmunizados mostraron una respuesta mayor de IL-2 e INFy
comparada con IL-4 (p<0.05) lo cual es sugerente de una respuesta por
linfocitos tipo Thl. A diferencia de la produccién de anticuerpos se pudo
observar que los ratones inmunizados por via intranasal mostraron sintesis de
las citocinas evaluadas aunque en menor concentracion (p<0.05) comparada
con los inmunizados por via intramuscular. Asimismo, los ratones inmunizados
con la bacterina mostraron una concentracion significativamente mayor de IgG
sérica (p<0.05) comparado con los inmunizados con los vacunados con la
vacuna de ADN por via IM. Considerando que la vacuna de ADN pBH7D46
indujo la sintesis de IgG sérica anti-pertactina y aunado al perfil predominante
de citocinas detectadas concluimos que ésta vacuna tiene potencial para
contribuir al control de B. bronchiseptica en las vias respiratorias mediante una
respuesta Thl.

Vil



ABSTRACT

Bordetella bronchiseptica is a short bacillus, Gram negative, aerobic and
mobile. It is the causative agent of respiratory problems in many animal
species, including man. Virulence factors have been identified by which B.
bronchiseptica adheres and affects the respiratory tract. The pertactin protein is
secreted by the type V secretion system and generating protective immunity.
We evaluated a DNA vaccine (pBH7D46) containing pertactin gene (prn) of
Bordetella bronchiseptica. Six groups of balb/c mice were used to assess the
immunogenic properties of the DNA vaccine when applied in two routes and
different doses. Humoral response was determined by detection of antibodies
as well as the serum concentration of cytokines IL-2, IL-4, IL-10, INFy by ELISA
and compared to the immune response obtained in mice inoculated with B.
bronchiseptica bacterin with adjuvant, as well as negative controls. We found
that the IgG antibody response was lower in mice immunized with DNA vaccine
vaccinated than in mice immunized with the bacterin(p<0.05). To evaluate the
two routes of immunization was observed that the groups intramuscularly with
the DNA vaccine induced significantly the IgG antibody production while mice
immunized intranasally behaved like the negative control group (p<0.05). In
mice immunized intramuscularly with the DNA vaccine the antibodies titer
against pertactin seroconverted between day 14 to and day 29, whereas groups
inoculated intranasally not yet developed antibodies to the second
immunization. The group vaccinated with a dose of 150 pg of DNA via IM
showed no significant differences with respect to the group receiving a dose of
100 pg, in the two evaluations. The results obtained with the ELISA assay to
determine the concentration of IL-2, INFy, IL-4 and IL-10 in the serum of
immunized mice showed a higher response of IL-2 and INFy compared with IL-
4 (p <0.05) which is suggestive of a Thl-cell response. Unlike antibody
production was observed that mice immunized intranasally showed synthesis of
cytokines lesser concentration tested (p <0.05) compared to those immunized
intramuscularly. Similarly, mice immunized with the bacterin showed a
significantly higher serum IgG(p <0.05) compared to those immunized with
immunized with the DNA vaccine intramuscularly. Considering that the DNA
vaccine pBH7D46 induced serum anti-pertactin IgG synthesis and that the
predominant cytokine profile detected, we conclude that this vaccine has the
potential to help control B. bronchiseptica in the airways with a Thl response.






INTRODUCCION

Bordetella spp.

Pertenece al género Bordetella del cual se han caracterizado nueve
especies a la fecha de los cuales solo tres miembros incluyendo a B.
bronchiseptica, B. parapertussis y B. holmesii han sido asociados con infecciones
respiratorias en humanos y otros animales (1, 2). Bordetella pertussis es el agente
etiologico de la Tos ferina, es altamente contagioso en nifios. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que la tos ferina causa cada afio en el mundo de
20 - 40 millones de casos y entre 200,000 y 400,000 fallecimientos Se ha
identificado como patdgeno que afecta Unicamente a humanos, no hay evidencia
de que afecte a otras especies animales ni que haya algun reservorio natural para

esta especie de Bordetella (3,4).

B. avium afecta principalmente pavos, aunque también se ha presentado en
pollos y otras especies aviares, produce una enfermedad de las vias respiratorias
superiores, altamente contagiosa, sobre todo en explotaciones comerciales, y de
una importancia econémica significativa, ya que las aves afectadas quedan

predispuestas a infecciones secundarias (5).

B. bronchiseptica infecta una amplia variedad de hospederos y causa
ocasionalmente enfermedades respiratorias en humanos; se asocia con personas
gue estan inmunocomprometidas y en personas con VIH; también se han reportado
como grupos susceptibles a infantes, e individuos en contacto cercano con

animales (7).



B. bronchiseptica, B. pertussis, B. parapertussis, y B. avium, han sido
referidas como especies “clasicas”, ya que fueron las primeras especies del género
Bordetella en ser descritas y son de alto interés médico y veterinario, mientras que

las demas especies se adicionaron en los ultimos 15 afos (6).

Historia
En el afio de 1540 se describié por primera vez la enfermedad que
coincidia con los signos causados por B. pertussis en diario Multons, The Mirror of
Health, pero hay evidencia de que ya se habia descrito la enfermedad
anteriormente por Nils Rosen von Rosen en Francia en el afio de 1414 (8). Para
1906 se aisldé por primera vez la bacteria por Bordet y Gengou, aunque ellos

observaron el microorganismo microscépicamente desde 1900 (9,10).

B. bronchiseptica fue aislada por primera vez en la primera década del
siglo XX por Ferry y McGowan. Posteriormente en el mismo siglo, se demostraron
infecciones en animales y humanos causadas por B. bronchiseptica

(11,12,13,14,15,16,17,18).

En 1930 el Dr. Eldering y Kendric aislaron una cepa con caracteristicas muy
similares a las de B. pertussis y posteriormente Bradford y Slavin la identificaron
como B. parapertussis (19,20,21). Afios mas tarde fueron aisladas las demas
especies de Bordetella que son B. holmesii, B. hinzii, B. trematum, B. avium, B.

petrii y mas recientemente identificada, B. ansorpii (6).



Bordetella bronchiseptica

Morfologia

Bordetella bronchiseptica es un bacilo gram negativo, pleomorfo, que
puede ser cocoide u ovalado y en ocasiones con formas filamentosas. Tiene
movilidad, debido a que posee un flagelo peritrico; su pared celular posee la
estructura tipica de las bacterias gran negativas. Mide alrededor de 0.5-1 X 1.5-4

um (22).

Caracteristicas del cultivo

Bordetella bronchiseptica puede recuperarse del tracto respiratorio de
animales por raspado nasal o traqueal. Crece ripidamente en aerobiosis y a
temperatura de 37°C en medios con pH ajustados a 7-7.2 (23).

Se puede usar agar McConkey con glucosa para su aislamiento en
donde requiere de 48 h. de incubacion, observandose colonias pequefas,
redondeadas, lisas y brillantes, y presentando una superficie lisa con un area
central irregular. Las colonias alcanzan un margen de 2-3 mm (1). El agar sangre
también puede usarse para su aislamiento, observandose colonias blancas y
semitranslicidas, luego de 48 h. de incubacion, y presenta hemolisis y son muy

brillantes (23).



Propiedades bioquimicas

Bordetella bronchiseptica no desarrolla actividad fermentativa sobre
carbohidratos, probablemente debido a que carece de genes que codifican para el
catabolismo de algunos azucares; sin embargo si posee los genes que codifican
para rutas metabdlicas de gluconeogénesis; no produce indol ni hidrégeno
sulfurado (24). En el afio de 1913, Torrey et al propusieron la clasificacion de las
cepas en dos grupos, basédndose en la reduccién de nitratos. Las cepas del grupo
A no reducen los nitratos y los del grupo B reducen a nitritos (23). Es catalasa y
lisina descarboxilasa positiva. En el cuadro 1 se enlistan las pruebas utilizadas para

la identificacion de B. bronchiseptica (25).

Cuadro 1 (22)

Pruebas bioquimicas para la identificacion de B. bronchiseptica

Prueba Resultado
Morfologia de colonias | Pequefias, redondas, convexas, lisas, grises
Motilidad Positiva
Flagelos Peritricos
Agar McConkey Positivo
Urea Positiva
Lactosa Positiva
Leche tornasolada Alcalina
Glucosa Negativa
Maltosa Negativo
Gelatina No se licua
Catalasa Positiva




Factores de virulencia
Bordetella spp. produce un namero de factores proteicos que juegan un
papel importante en la interaccion entre la bacteria y células hospederas,

conduciendo al establecimiento de infeccidn, patogénesis y transmision (25).

Una cepa de B. bronchiseptica, denominada RB50, la cual fue aislada de
cavidad nasal en conejos blancos Nueva Zelanda infectados naturalmente, ha sido
ampliamente usada a lo largo de las ultimas dos décadas para comprender los

mecanismos de patogenicidad en modelos animales (26).

Los factores implicados en la adhesion a las células hospederas incluyen
hemaglutinina filamentosa, pertactina, fimbria y lipopolisacérido, mientras que la
produccién de toxinas incluyen la hemolisina adhenilato ciclasa, toxina
dermonecrotica y citotoxina traqueal. A continuacion se describe brevemente cada
uno de estos determinantes de virulencia, asi como avances recientes en cuanto a

su funcion.

Hemaglutinina filamentosa

Es una molécula altamente inmunogénica de alto peso molecular (220
kDa) asociada a la membrana externa que desempefia una funcién fundamental en
la infeccion de B.pertussis, B. parapertussis y B. bronchiseptica. En modelos de
ratones, la hemaglutinina flamentosa es requerida para la colonizacion traqueal por
B. bronchiseptica. La porcién N-terminal (220kDa) de la hemaglutinina filamentosa

es partida proteoliticamente desde una proteina precursora de 370 kDa codificada



por el gen fhaB y secretada a través de la membrana citoplasmatica por una ruta
de sefal sec dependiente (27). Esta translocacion y secrecion a través de la
membrana externa requiere de una proteina accesoria especifica llamada FhaC, la
cual se desdobla en un dominio 8 barril transmembranal que facilita su secrecion,
sirviendo como poro especifico para la hemaglutinina filamentosa en la membrana
externa (29,30). Una vez en la superficie celular, aproximadamente 130 kDa del
carboxilo terminal de FhaB es removido proteoliticamente por una proteasa
identificada recientemente, llamada SphB1 (30,31).

Numerosos estudios han demostrado las funciones de la hemaglutinina
filamentosa como adhesina ya que contiene diversos dominios de union; estos
dominios incluyen un dominio de unién a heparina que facilita su adhesion a
polisacaridos sulfatados, dominios de reconocimiento a carbohidrato que
promueven la adhesion a células del epitelio ciliado del tracto respiratorio y
macréfagos, asi como un dominio Arg-gly-asp (RGD), que estimula la adhesién a
macréfagos y leucocitos; especificamente éste dominio ha sido asociado en
adherirse a la integrina VLA-5 (por sus siglas en inglés very late antigen) la cual
esta presente en células epiteliales bronquiales. En adicion hemaglutinina
filamentosa ha sido mostrada por ser requerida para la colonizacién en traquea de

rata (32).



Lipopolisacéarido

Aunque las tres especies mas estudiadas del género de Bordetella, son
genéticamente muy relacionadas, ellas sintetizan moléculas de LPS diferentes. Las
tres tienen un lipido A, aunque solamente B. parapertussis y B. bronchiseptica

sintetizan antigeno O (33).

Como las endotoxinas de otras bacterias Gram negativas, los LPS de las
especies de Bordetella son pir6genos, mitogénicos y toxicos y pueden activar e

inducir la produccion del factor de necrosis tumoral en macréfagos (34,35).

El locus wib el cual es bien conservado entre las especies de Bordetella,
es requerido para la biosintesis y ensamblaje lipidico. El locus wbm gque permanece
junto al locus wlb en B. bronchiseptica y B. parapertussis es requerido para el
ensamblaje del antigeno O. La delecién de wbm en B. parapetussis conduce a la

perdida de la expresion del antigeno O (36).

Flagelo

Un sistema de trasduccion de sefiales de dos componentes, llamado
BvgAS, controla la transicion fenotipica (Bvg+,Bvg- y Bvg i o fase intermedia)
modulando la expresién de factores de virulencia criticos en la patogénesis de
Bordetella. La fase Bvg+ en Bordetella es caracterizada por la expresién de
factores de virulencia requeridos para la colonizacion del tracto respiratorio
incluyendo adhesinas y toxinas. En contraste, la fase Bvg- de B. bronchiseptica,

que probablemente facilita su sobrevivencia en el ambiente, es caracterizada



principalmente por la expresion de genes involucrados en la motilidad, incluyendo
la flagelina y la represién especifica de factores de virulencia tipicos de la fase
Bvg+(4).

La flagelina es el componente estructural del flagelo bacteriano y un
potente mediador inflamatorio para muchos tipos celulares, con la habilidad de
modular la respuesta inmune innata en el pulmén. Juega un rol en desafiar la
respuesta inmune adaptativa, estimulando la secrecidbn de quimiocinas y
subsecuente migracién y maduracién de células dendriticas y modulacion de la
activacion de células T in vivo. (37).Debido a que la expresion del flagelo en
Bordetella es limitada a la fase Bvg-, se ha sugerido que estos apéndices

bacterianos son importantes para la supervivencia en el ambiente (37).

Ratones y conejos infectados con B. bronchiseptica de campo no
desarrollan respuestas inmune potentes contra la flagelina, sugiriendo que la
expresion de la flagelina en el curso de la infeccion es rapidamente reprimida. En
contraste, la infeccidbn con una cepa de B. bronchiseptica que expresa flagelina
ectopicamente en la fase Bvg+ resulta en una fuerte respuesta de anticuerpos al
flagelo y reduce la colonizacion traqueal por B. bronchiseptica, sugiriendo que la
represion de la expresion de la flagelina es importante para el establecimiento de la

infeccion (37).



Fimbria

Como algunas bacterias gram negativas, Bordetella expresa estructuras
proteinicas de superficie, celular, filamentosas llamadas fimbrias. Las subunidades
mayores fimbriales que conforman los dos serotipos predominantes fimbriales,
Fim2 y Fim3, estan codificadas en el loci fim2 y fim3 respectivamente. Se han
identificado algunos otros loci como fimX, fimD y fimN en B. bronchiseptica (38).

Los genes fimbriales estan regulados positivamente por el sistema
BvgAS y representa un paso critico en la patogénesis bacteriana temprana.
Aunque las fimbrias estdn implicadas en este proceso, no se ha podido establecer
un rol definitivo para las fimbrias de Bordetella debido a la dificultad para construir
mutantes que carezcan de su funcion, sin embargo muchos estudios sugieren que
la fimbria media la adherencia de Bordetella al epitelio respiratorio via las
subunidades fimbriales mayores y a monocitos via FimD (39,40,41).

Existen otros estudios que sugieren que la fimbria media la interaccion
con células epiteliales y macréfagos o monocitos, juegan papeles importantes en la
adherencia, asi como en la naturaleza y magnitud de la respuesta inmune del

huésped a la infeccion por Bordetella (42).



Pertactina y otros autotransportadores

Bordetella expresa algunas proteinas de superficie que pertenecen al
sistema de secrecion de autotransportadores, los cuales son regulados
positivamente por el sistema BvgAS. La familia de autotransportadores incluye
proteinas funcionalmente diferentes, incluyendo proteasas, adhesinas, toxinas,
invasinas que parecen dirigir su propia exportacion hacia la membrana externa.
Esta exportacion lo hacen a través de una via Sec dependiente ya que utilizan la
magquinaria Sec para atravesar la membrana interna; sin embargo, las proteinas no
requieren de factores adicionales para transitar del periplasma hacia el exterior
celular, como su nombre lo indica, dirigen su propia exportacion. El extremo
carboxilo terminal de la proteina dirige la secrecion de la regibn amino terminal a
través de la ME (43).

El primer miembro de la familia de autotransportadores en ser
identificado y caracterizado fue la pertactina. Montaraz et al., en 1985 reportaron
que B. bronchiseptica posee un antigeno proteico de 68 kDa. presente en la
membrana externa de la bacteria y que posee actividad adenilato ciclasa,
emplearon para ello dos anticuerpos monoclonales Bb07 y BB05. Los mismos
investigadores encontraron una cepa de B. bronchiseptica incapaz de producir
rinitis atrofica porcina, pero que colonizaba el tracto respiratorio y carecia del
antigeno de 68 kDa, sugiriendo que este pudiera ser un marcador de virulencia
(44). La pertactina madura es una proteina de 68 kDa que ha sido propuesta por
tener un papel fundamental en la patogenicidad, debido a que contiene un motivo
tripéptido arg-gli-asp (RGD), asi como regiones ricas en prolina y repeticiones ricas

en leucina, motivos comunmente presentes en moléculas que forman interacciones
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proteina-proteina involucradas en la adhesion a células eucaridticas (44).Estudios
posteriores al descubrimiento de la pertactina, confirman sus propiedades
inmunogénicas, asi como su participaciéon en la adhesion y su funcibn como

autotransportador del sistema de secrecion tipo V (45).

La habilidad de la pertactina de funcionar como adhesina, ha sido
probada in vitro, donde purificados de PRN pueden promover la adhesion a células
CHO en cultivo celular y que la expresion de pertactina en Salmonella y E. coli
puede incrementar la adherencia e invasividad de la bacteria a varios tipos
celulares de mamiferos (43).

Hellwing et al., presentaron evidencia de que anticuerpos anti- pertactina
son requeridos para una fagocitosis eficiente en B. pertussis por las células del
hospedero (46). También se ha demostrado que la pertactina de B. pertussis
induce inmunidad protectora en ratas expuestas a la bacteria via intracerebral, en
aerosol e intranasal(168,169). Igualmente se demostré que la proteccién contra B.
bronchiseptica en la rinitis atréfica estd correlacionada con la presencia de
pertactina y anticuerpos maternos contra pertactina protegen lechones libres de
patégenos especificos frente al desafio con la bacteria (170).

Otras proteinas de Bordetella con habilidad de autotransportadores
incluyen TcfA, BrkA y Vag8. Todas estas proteinas muestran una similitud en la
secuencia de aminoacidos en su C terminal y contienen uno o mas motivos
tripéptidos RGD. (47) Sin embargo sus funciones como potenciales adhesinas no
han sido investigadas directamente, aunque una mutante de TcfA en una cepa de
B. pertussis mostr6 decremento en la habilidad para colonizar la traguea de

ratones, comparandola con una cepa silvestre de B. pertussis (48).
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Hemolisina adenilato ciclasa

B. bronchiseptica secreta la toxina adenilato ciclasa, la cual tiene su
maxima expresion en la fase Bvg+ y es sintetizada como un monomero de
protoxina de 1,706 aa. Su actividad catalitica esta localizada dentro de los 400 aa
del dominio N terminal. (49,50) Los 1300 aa del dominio C terminal, median la
liberacion del dominio catalitico dentro del citoplasma de células eucariotas y
poseen actividad hemolitica detectada en glébulos rojos de ovejas. (50,51). De
acuerdo a su secuencia de aminoacidos, se ha clasificado a esta toxina dentro de
la familia de citotoxinas dependientes de calcio, formadoras de poros, conocida
como toxinas RTX, las cuales contienen un arreglo de 9 repeticiones de
aminoécidos, que estan involucrados en la adhesion al calcio (52). Antes de que la
protoxina adenilato ciclasa, pueda intoxicar a la célula huésped, debe ser activada

por el producto del gen CyaA, el cual cataliza un residuo interno de lisina (53,54).

Se ha identificado a la glucoproteina de superficie eucariética CD11b
como el receptor para la toxina adhenilato ciclasa madura, la cual para ser
secretada, requiere de un contacto cercano de la bacteria viva con la célula blanco
(55). Esta toxina puede entrar a una gran variedad de tipos celulares en el
hospedero; una vez adentro ésta es activada por calmodulina y cataliza la
sobreproduccién de AMP ciclico, a partir de ATP (56,57, 58). Un purificado de
hemolisina adenilato ciclasa inhibe la quimiotaxis y generacion de superéxidos en
monocitos de sangre periférica y en neutrofilos in vitro (59). La hemolisina

adhenilato ciclasa también induce apoptosis en cultivos de macrofagos murinos
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(60). También se ha demostrado que inhibe la expresion de la molécula
coestimulatoria de superficie CD40 y la produccién de IL-12 en células dendriticas
derivadas de la médula 6sea de ratones C57BL/6 infectados con B. bronchiseptica

(61).

Citotoxina traqueal

La actividad de esta toxina, ha sido estudiada in vitro usando células
epiteliales de trdquea de hamster, produciendo dafio mitocondrial. (62) También se
ha observado que la toxina dispara la secrecion de IL-1 en células HTE,
incrementando asi la concentracion de oxido nitrico al adherirse a las células,

sugiriéendose este mismo mecanismo en el hospedero (63).

Toxina dermonecrética

La toxina fue el primer factor de virulencia en ser descrito en B.
pertussis. Esta toxina induce lesiones necréticas en ratones y otros animales de
laboratorio al ser inoculados intradérmicamente y fue letal en ratones a dosis bajas

cuando se administro intradérmicamente (64).

La toxina dermonecrética es una toxina compuesta de un dominio amino

terminal de adhesion a un receptor de 54 aa y un dominio enzimatico carboxilo

terminal de 300 aa (4).

Mediante estudios in vitro usando lineas celulares de osteoblastos se

determind que la toxina es internada por endocitosis dependiente de dinamina (64).
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Asimismo se ha demostrado in vitro que la toxina dermonecroética
purificada de B. bronchiseptica induce dramaticos cambios morfologicos, estimula
la replicacion de ADN, e interfiere en la diferenciacién y proliferacion en células
osteoblasticas MC 3T3 (64). Las evidencias sugieren que estos efectos son
debidos a la activaciébn de proteinas unidas a GTP( Rho), lo que resulta en
fosforilacién de tirosin quinasas de adhesion (p125) y paxilina, las cuales estan
involucradas en el desarrollo embrionario y locomocion celular y su activacion

conduce a alteraciones en el citoesqueleto (65,66).

Sistema de Secrecion Tipo I

El sistema de secrecion tipo lll ha sido identificado en distintas
subespecies de Bordetella (67). Por medio de este sistema de secrecidon las
bacterias Gram negativas pueden translocar proteinas efectoras directamente a la
membrana plasmatica o citoplasma de células eucaridticas a través de un aparato
inyector (68). Estas proteinas efectoras después alteran las cascadas de
sefalizacion celular en el hospedero y otros procesos que promueven estrategias
patogénicas de la bacteria. Este sistema de secrecion fue primero identificado en B.
bronchiseptica como un factor de virulencia activado por el sistema Bvg-AS. El
locus del SST Il de Bordetella llamado bsc, incluye 22 genes que codifican
componentes del aparato de secrecidén, proteinas secretadas y supuestas
chaperonas. Se ha demostrado que a través de estos mediadores se inducen
citotoxicidad en cultivos de linear celular, defosforilacién de proteinas celulares
especificas del hospedero (67), y activacion de proteinas quinasas mitégenas, que
son RK1 y RK2 (69). Células dendriticas derivadas de médula 0sea de ratones

infectados por B. bronchiseptica disparan un incremento mediado por el SSTIII en
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la expresion de superficie del MHC 1l y de moléculas coestimulatorias CD86 y
CD40 (61). En B. bronchiseptica este sistema de secrecién también previene la
translocacion del factor de transcripcion NFkB al ndcleo, aun en células
estimuladas con TNFa, causando asi la agregacion aberrante del NFkB dentro del
citoplasma de la célula huésped. El SST Ill probablemente induzca una forma
necrética de muerte celular dado que las células muertas morfologicamente
asemejan necrosis mas que apoptosis celular. A pesar de estos estudios, las
proteinas efectoras del SSTIII y sus blancos celulares para inducir estos tipos de

fenotipos son desconocidos a la fecha (67).

In vivo, el SST Ill en B. bronchiseptica contribuye a la colonizacion

persistente en la traguea en modelos murinos con la infeccion respiratoria (69).

Patogénesis e inmunidad

Se han descrito cuatro pasos importantes relacionados a la infeccion y
enfermedad debido a los patdégenos del género de Bordetella:

a) Adherencia.

b) Evasién de la respuesta inmune.

c) Dafio local.

d) Manifestaciones sistémicas.

La infeccion se inicia al adherirse la bacteria al epitelio ciliado del
tracto respiratorio alto; entre los factores de virulencia que participan en este
proceso se han descrito la hemaglutinina filamentosa, la fimbria, el LPS y la

pertactina (70).
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La bacteria puede interferir en el proceso de fagocitosis por neutréfilos al
sintetizar la toxina hemolisina adenilato ciclasa la cual cataliza la produccion de

ATP a AMPc con lo que intoxica a las células (70).

El dafio del tejido local de las células del epitelio ciliado puede ser
debido a la citotoxina traqueal, a la toxina dermonecrética o a la hemolisina

adenilato ciclasa (70).

En estudios més recientes, donde se evalu6 la funcion que tienen el
sistema de secrecion tipo Il y la toxina hemolisina adenilato ciclasa, utilizando
cocultivos de macréfagos infectados con B. bronchiseptica y esplenocitos virgenes
se demostr6 que estos factores de virulencia alteran las rutas de sefalizacién
celular asociadas con la interaccion inicial hospedero-patégeno (71).

Esta disrupcion conduce a la produccién de citocinas inmunosupresoras
y disminucién sistémica de INFy. Siciliano A. et. al. mostraron que B. bronchiseptica
tiene la habilidad de inhibir la proliferacién celular CD4+ e inducir la produccion
significativa de IL-17, tanto in vivo como in vitro, conduciendo a la generacién de

una respuesta de T celular regulatoria inmunosupresiva (71).

Harvill y Pilione sugieren que la produccion de IL 10 durante la
infeccion temprana por B. bronchiseptica es capaz de inhibir la produccién de INFy
retrasando la eliminacion bacteriana y facilitando asi la persistencia der la bacteria

en el tracto respiratorio bajo (73).
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A su vez, en otro estudio realizado por Buboltz M et. al., definieron mas
claramente el papel del Sistema de secrecion tipo Il (SSTIII) en un linaje hiper
virulento de B. bronchiseptica, demostrando que estéa involucrado en el incremento
de la virulencia de la cepa 1289 en comparacion con la cepa RB50, debido a una

sobrerregulacion de los genes que codifican para el SSTIII de dicha cepa (74).

Las células epiteliales de las vias respiratorias juegan un papel clave en
la respuesta inmune, debido a que una gran porcion de éstas interactia
continuamente con patégenos. Las vias respiratorias estan recubiertas por tejido
epitelial y el parénquima pulmonar que comprende una delgada pared alveolar,
especializada en el intercambio de aire. Contienen diferentes poblaciones de
células inmunitarias especializadas. Una vez que un antigeno ingresa al tracto
respiratorio medio, es captado por células dendriticas (que estan localizadas en la
superficie del epitelio de la mucosa bronquial o en los alveolos), para migrar a
través de vasos linfaticos aferentes a nodulos linfaticos eferentes y presentar los
péptidos antigénicos a células T virgenes. Estas células T activadas, proliferan y
migran a través de los vasos linfaticos eferentes y entran en via sanguinea a través
del ducto toracico para posteriormente terminar dentro de la mucosa bronquial a
través de vénulas poscapilares en la lamina propia, a través de capilares
pulmonares en el parénquima pulmonar, o diseminarse desde el torrente sanguineo

hacia el sistema inmune periférico (72).

Ademas de los anticuerpos séricos y secretorios, ya sean producidos por
la infeccidon o la inmunizacion, la respuesta inmune mediada por células, ocurre

regularmente. (75). Estudios con un modelo de infeccibn murino, indican que la
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inmunidad celular juega un papel principal en la eliminacién bacteriana, ya que se
ha observado que regula la respuesta de anticuerpos y conduce a la produccion de
citocinas apropiadas que estimulan a células fagociticas a eliminar la bacteria (78).
En humanos una respuesta inmune celular ocurre poco tiempo después de una
infeccion natural por B. pertussis (82). Gueirard y col. realizaron estudios de
ratones inoculados intranasalmente con B. bronchiseptica y observaron que una
respuesta de linfocitos Thl, asi como niveles elevados de IgG2a e IgA son
inducidos después de la infeccion, también sugieren que este tipo de respuesta es

principalmente inducida por productos de los genes vag (76).

La IgA inducida por la infeccion por B. bronchiseptica reconoce al
antigeno O, lo que es importante para la eliminacién de esta bacteria en la trAdquea.
IgA puede mediar la proteccién contra patégenos bacterianos y virales a través de
mecanismos como la neutralizacion y aglutinacion de patdégenos en la superficie de
la mucosa. Un estudio demuestra que la IgA es necesaria para la proteccion en
trAquea de ratones, ya que la transferencia pasiva de anticuerpos en una cepa de
ratones de campo condujo a la reduccidn bacteriana mientras que en ratones knock

out para la IgA no hubo tal reduccion (77).
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Lesiones

La infeccion por B. bronchiseptica es la principal causa de la tos de la
perreras en perros (82). Esta enfermedad es una tragueobronquitis caracterizada
por congestion de la mucosa de la trAquea y bronquios y exudado mucoide y
mucopurulento. Ademas, areas desiguales de neumonia exudativa asi como
petequias y sufusiones en la superficie de la pleura pueden ser observadas.
Aungue no se observan a menudo anormalidades microscopicas en el tracto
respiratorio. Sin embargo, en la mayoria de los perros infectados las muestras con

cortes histologicos revelan traqueobronquitis (4).

Hay dos patrones microscopicos descritos en la patologia de infecciones
causadas por B. bronchiseptica. Uno consiste en areas de degeneracion epitelial y
necrosis, las células estan desorganizadas, con vacuolizacién y pinocitosis. La
lamina propia esta congestionada con infiltrado de pocos macréfagos y linfocitos.
En el otro patron un exudado mucopurulento esta presente en el lumen de las vias
respiratorias y edema de la lamina propia con un marcado infiltrado leucocitario
polimorfonuclear. (4)

La infeccion complicada por neumonia esta acompafiada por congestion
alveolar, exudado con leucocitos polimorfonucleares y macréfagos dentro de los
espacios aéreos. Los linfonodos y tonsilas palatinas con frecuencia aparecen

inmunolbégicamente reactivas y ocasionalmente presentan linfadenitis y tonsilitis (4).
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Manifestaciones clinicas

B. bronchiseptica causa infecciones respiratorias en diferentes
mamiferos incluyendo ratones, ratas, cerdos, conejos, perros, zorros, hurones,
ovejas, leopardos, caballos, y ocasionalmente humanos (13). Las mas importantes
y las mejores descripciones de infecciones naturales son en los perros y cerdos.
Infecciones en animales de laboratorio también han provisto una amplia

informacion para entender la patogénesis de B. bronchiseptica (13,14).

En cerdos la infeccidén por B. bronchiseptica puede ser asintomética o
estar asociada a enfermedades del tracto respiratorio alto caracterizado por
estornudos y tos (84). Esto es seguido por una deformidad de la estructura 6sea
de la nariz (rinitis atrofica). La enfermedad en cerdos ocurre generalmente durante
sus primeras semanas de vida. La mayoria de los casos ocurren entre las 3y 8
semanas de edad, pero animales de 11 y 13 semanas de edad pueden llegar a
desarrollar atrofias de las turbinas. Cerdos con rinitis atrfica tienen un
acortamiento en el maxilar superior y una deformacién en la estructura 6sea de la
jeta. En otros cerdos jovenes el dafio de la turbina no es persistente debido a la

regeneracion del hueso (154).

En perros que desarrollan traqueobronquitis infecciosa (tos de las
perreras) es una enfermedad respiratoria altamente contagiosa (85). La
enfermedad puede ser leve con tos seca, tos con moco acompafiada con descarga
ocular o nasal. Perros con la enfermedad grave frecuentemente presentan
neumonia, nauseas y vomitos. La enfermedad dura entre 1 y 3 semanas y las

muertes debidas a neumonias no son frecuentes (85).
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En animales de laboratorio, brotes de enfermedades respiratorias han
ocurrido en animales en instalaciones comerciales para los animales para la
investigacion y la enfermedad puede variar de secrecion nasal, estornudos,
pérdida de apetito y pérdida de peso (catarro en conejos) a una bronconeumonia y

septicemia (13,86).

En 1910 Mcgowan estudio 13 trabajadores de laboratorio expuestos a
diversos animales infectados con B. bronchiseptica (18). Si bien todos estos
trabajadores habian presentado sintomas nasales, B. bronchiseptica fue aislado a
partir de s6lo uno de ellos. Este trabajador constantemente manipulada conejos y
cobayos con sintomas cronicos graves nasales (catarro) a lo largo de un periodo
de 18 meses. La enfermedad es insoluble y tenia las exacerbaciones agudas.
Durante una exacerbacion, un cultivo puro de B. bronchiseptica obtenido de una
masa con exudado mucopurulento colgando en el paladar blando. En 1926 Brown
describe una enfermedad similar a la ocasionada por B. pertussis en una nifia de
5 afios cuya enfermedad comenzé alrededor de 10 a 12 dias después de que ella
se habia estado en contacto con un conejo con leve laringitis B. bronchiseptica

fue aislada tanto de la nifia como del conejo (11).

Més de la mitad de los casos recientes de B. bronchiseptica han sido en
pacientes con VIH. La neumonia generalmente ocurre en pacientes con SIDA, asi
como en otros pacientes inmunocomprometidos. Otras manifestaciones

respiratorias incluyen sinusitis y bronquitis (88).
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El nUmero de reportes de humanos infectados con B. bronchiseptica ha
incrementado, en los Ultimos afios, pero es poco conocida y estudiada la
persistencia y prevalencia de estas infecciones en humanos. Hay pocos reportes
de infecciones en individuos sanos, esto es debido al bajo indice de sospecha en el

examen clinico (90).

Diagndstico

En perros y animales de laboratorio, las manifestaciones de B.
bronchiseptica, estdn asociadas a una traqueobronquitis, la cual es causada por
algunos otros agentes virales y bacterianos, por lo que se debe hacer un

aislamiento para dar un diagndstico preciso (4).

Existen varias técnicas de laboratorio que se pueden usar para la
identificacion del agente bacteriano, estos incluyen: cultivo en un medio selectivo
como el agar MacConkey a partir de una muestra de células epiteliales ciliadas del
tracto respiratorio alto (91). En general, las técnicas usadas para la identificacion de
B. pertussis, se pueden usar para el diagnéstico de B. bronchiseptica, estas
incluyen PCR vy serologia. B. bronchiseptica es inhibida por cefalexina y puede
crecer en presencia de oxaciclina y metacilin (93).

En la préactica clinica, el diagndstico de B. pertussis es realizado
basandose en un diagndstico positivo a la prueba de inmunofluorescencia directa,
el cual puede tener reaccién cruzada con el anticuerpo usado ya que puede
reconocer epitopes de B. bronchiseptica (90). Dado que la identificacion por PCR
de B. pertussis esta basada en reconocer la secuencia blanco 1S481, ha generado

resultados inespecificos ya que estos elementos también son encontrados en
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cepas de B. bronchiseptica, siendo esto otro método de diagnostico inadecuado, ya
que puede también generar reaccion cruzada; por tal motivo, recientemente ha sido
estudio de gran interés el obtener nuevas secuencias blanco para la deteccién de

B. pertussis (89).

Transmision y epidemiologia
Aunque la infeccidbn por B. bronchiseptica ha sido asociada con
enfermedad respiratoria en al menos 18 mamiferos, se conoce poco acerca de su

epidemiologia (96).

La transmisién de animal a animal es directamente por contacto con
secreciones respiratorias, fomites, y quizas por aerosoles (96). Porter y col. han
demostrado que el organismo puede crecer en agua de lagos, lo que sugiere que
esta bacteria puede ser un organismo de vida libre (97). Si este es el caso,
entonces la multiple transmision entre especies animales puede ocurrir sin contacto
directo.

Una dificultad para el estudio de la epidemiologia de B. bronchiseptica
en la investigacién en animales de laboratorio, en perreras y en corrales es el alto
porcentaje de infecciones asintomaticas con diseminacién prolongada del
organismo. En algunas colonias de cuyos, la incidencia de la infeccion
asintomatica, puede ser hasta del 20% (91). Los altos indices de infeccion

asintomatica también ocurren en colonias de conejos. (96)
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Vacuna y bacterinas

Los inmundogenos contra B. bronchiseptica pueden ser bacterinas que
estan elaboradas con cepas virulentas muertas administradas parenteralmente o
vacunas de cepas vivas atenuadas que son administradas por via intranasal,
inducen un alto titulo de anticuerpos mas no siempre confieren un alto grado de

proteccion (92).

La vacuna es administrada en cachorros de 6 a 8 semanas y revacunados

4 semanas después, posteriormente se hace un refuerzo anual.

En cerdos, un nuamero de vacunas contra la rinitis atrofica estan
disponibles. Estas incluyen cepas de la bacteria no patdgenas e inactivadas y en
ocasiones en conjunto con cepas de Pasteurella multocida. No hay datos
disponibles de su eficacia. Se sugiere la vacunacion de los cerdos de los 3 a los 4

meses de edad (4).

Estudios en perros inoculados con vacunas comerciales de B.
bronchiseptica viva atenuada han mostrado resultados contradictorios. Un estudio
hecho por Jacobs y col., mostré proteccion parcial, mientras que otros estudios
indicaron que las vacunas con B. bronchiseptica viva atenuada son inadecuadas y

causan efectos adverso (98).

Las vacunas comerciales que son usadas para proteger contra B.
bronchiseptica pueden inducir un alto titulo de anticuerpos; sin embargo, la cepa

virulenta se ha aislado de cavidad nasal de poblaciones de animales vacunadas,
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sugiriendo que la vacunacion falla en proteger a los animales de la infeccién, y que

el titulo de anticuerpos no es efectivo para eliminar la bacteria en los animales (94).

Se han reportado casos de infecciones en humanos que desarrollan
sintomas de tos paroxistica persistente después de la exposicion a una vacuna de
Bordetella bronchiseptica viva, siendo esto un riesgo de infeccién principalmente

para pacientes inmunocomprometido (94).

Un programa efectivo de vacunacién es critico para limitar la
diseminacién y el impacto de Bordetella, tanto en la salud animal como humana,
debido a que son patdgenos respiratorios altamente transmisibles. Candidatos
ideales para su uso como vacunas deben ser seguras, efectivas y faciles de
aplicarse. B. bronchiseptica es endémica en la mayoria de las poblaciones de
mamiferos, una incidencia mayor es vista en perreras tanto como en granjas de
cerdos donde vacunaciones intensivas son usadas para prevenir la enfermedad,
ademas existe la necesidad de que la vacunacion sea efectiva, que debe proveer

una proteccion efectiva y duradera con una sola administracion (98).

Se han reportado reacciones anafilacticas ocurridas por la vacunacion
parenteral de bacterinas de B. bronchiseptica. Recientemente se han observado
aislamientos de B. bronchiseptica de pacientes humanos, que se contagiaron poco

después de la vacunacion de sus mascotas (100).

Los resultados indican que mientras la vacunacion con B.

bronchiseptica administrada intraperitonealmente induce una mayor respuesta
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seroldgica de anticuerpos que aquellas inducidas por una infeccién intranasal. La
vacunacion con bacterias muertas provee menos proteccion en el tracto respiratorio
alto que la inmunidad inducida por la infeccion. Esto sugiere que a falta de una
respuesta de memoria local fuerte llevan la necesidad de repetir las vacunaciones,

cuando se administran via parenteral las vacunas muertas (98).

Vacunas de ADN
El principio de usar ADN para transfectar células de mamiferos in vivo
fue reportado hace méas de 50 afios (103). Estudios posteriores reportaron que el
ADN viral inoculado en ratones, podia producir niveles significativos de proteinas
virales (101). Esto fue confirmado por Wolff et al. en 1990, quien demostrd que la
inyeccién intramuscular de un pldsmido que contenia un gen reportero, condujo a la
expresion de la proteina reportera activa en el masculo esquelético de ratones, por
mas de 60 dias después de la inoculacién (109). La capacidad de expresar
proteinas a partir de ADN plasmidico in vivo para permitir una respuesta inmune en
el huésped, fue corroborada posteriormente, cuando Ulmer et al. demostraron que
usando un modelo de influenza en ratones, a los cuales inocularon un plasmido
codificando una proteina como marcador y usando un promotor capaz de funcionar
en células mamiferas, puede ser captado por las células con la sintesis de la
proteina codificada. El bajo monto de proteina producida, la aparente ausencia de
transfeccion de CPAs profesionales por esta ruta hizo sorprendente el hecho que la
inmunizacioén intramuscular de ratones con el plasmido de DNA pudo inducir una
respuesta inmunitaria protectora contra el desafio del virus de la influenza (101).
Posteriormente, han surgido numerosas publicaciones demostrando

que diversos genes de antigenos de bacterias, virus, parasitos o de origen tumoral
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pueden ser codificados en plasmidos y estos pueden inducir una respuesta

inmunitaria protectora en diversos modelos animales (102).

La mayor parte de los estudios que se han realizado con vacunas de
ADN, se han desarrollado solo en modelos preclinicos, debido a resultados muy
variables en la respuesta inmunolégica producida por éstas. Sin embargo, es en
2005, cuando se registraron las primeras vacunas de ADN para uso comercial. Por
un lado en Canada, fue registrada la vacuna contra la necrosis hematopoyética
infecciosa del salmoén del Atlantico, la cual codifica para una glicoproteina de este
virus y es administrada intramuscularmente (111). En ese mismo afio se registré en
los Estados Unidos una vacuna de ADN que protege a los caballos de la viremia
causada por el virus del Oeste del Nilo, la cual contiene un gen que codifica para
proteinas de la cdpside (112). Dos afios después, se desarroll6 una vacuna para
proteger contra el melanoma en perros que codifica para la enzima tirosinasa

humana, y actualmente se esta evaluando su uso en caballos (113,114).

Las vacunas de ADN, también conocidas como vacunas genéticas,
vacunas de &cidos nucleicos o vacunas de ADN desnudo, entre otros términos,
emplean una metodologia relativamente simple que ha abierto una nueva era en la
inmunologia, con un alto potencial como vacunas profilacticas y terapéuticas. Todo
esto se debe a que combinan muchas de las caracteristicas deseables de las

vacunas tradicionales, pero ofrecen ventajas adicionales, como las siguientes:
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Cuadro 2

Ventajas del uso de vacunas de ADN (102).

Inmunogenicidad

Seguridad

Estabilidad

Puede producir respuestas celular y humoral.

Dosis bajas eficaces.(ug)

No tiene potencial de reversion a la virulencia como las

vacunas vivas.

Producidos en alta concentracion en bacterias y pueden
ser purificados facilmente.

Mas estables a temperatura ambiente que las vacunas
convencionales.

Duracion de vida larga.

Facil de almacenar y transportar.

No requiere de cadena fria

Existen al menos tres mecanismos de procesamiento y presentacion del
antigeno codificado por el plasmido de ADN, los cuales garantizan la induccion de
una respuesta inmune: 1l.estimulacion directa mediada por células somaticas
(miocitos, queratinocitos o cualquier célula MHC Il negativa) 2. transfeccion directa
de células profesionales presentadoras de antigeno (CPA) y 3. Presentacion
cruzada (Cross-priming en inglés), en el cual el plasmido transfecta una célula

somatica y/o CPA, y la proteina secretada es captada por otra CPA donde es

procesada para su presentacion a linfocitos T CD4+ (114).

La induccién de una respuesta inmune después de la administracion de

una vacuna de ADN, soélo sera posible, si el plasmido que contiene el gen de
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interés, se logra translocar al nucleo de la célula hospedera, y para poder llegar alli,
debe superar algunos obstaculos (115). El primero es cruzar la membrana
plasmatica, esto es debido a que el ADN es un polianion que no puede interactuar
con las membranas plasmaticas, que estan cargadas negativamente. Algunos
estudios soportan la idea de que este proceso se lleva a cabo mediante endocitosis
de fase fluida, asi como que hay algunos receptores membranales involucrados en
la captura de oligonucleétidos, sin embargo, no se ha demostrado que alguno en
especifico sea trascendental, por lo que se plantea que el ADN plasmidico
interactta con varios receptores (115,116). El segundo obstaculo que debe evadir
el ADN plasmidico es atravesar el citoplasma, ya que éste esta compuesto de una
red microfilamentos, microttbulos y una variedad de organelos celulares que flotan
en el citosol, esto aunado a la resistencia que genera el citoesqueleto y la
presencia de altas concentraciones de proteinas, limita la difusibn de moléculas
grandes, como el ADN plasmidico (117). Sin embargo estudios usando algunos
métodos de micro inyeccion y electroporacion, han mostrado que el ADN
plasmidico se asocia con proteinas como dineinas, mediante lo cual la red de
microtibulos ayuda al transporte de ADN plasmidico al nucleo (118,119). Sin
embargo, se ha demostrado otra ruta para atravesar el citoplasma, estudios han
demostrado que cuando marcan el ADN plasmidico, este se co-localiza con
marcadores endosomales, confirmando que el plasmidico es ingresado a la célula
por endocitosis (120,121). Existe un tercer obstaculo para el ADN plasmidico, que
es atravesar la membrana nuclear. Muchos grupos han mostrado la importancia del
desensamblaje de la membrana nuclear que tiene lugar durante la mitosis, y se
sugiere que esto facilita la entrada al ndcleo de moléculas mayores de 250 bp.

(123). Se propone otro mecanismo para que el ADN plasmidico pueda translocarse
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al nacleo, y esto es a través de complejos de poros gque se forman en la membrana
para facilitar el transporte de ciertas proteinas del citoplasma al nucleo, en éste
caso, se ha podido demostrar que el ADN plasmidico se asocia con polipéptidos
como factores de transcripcion, los cuales contienen sefiales de localizacion

nuclear (124).

Actualmente no existen en el mercado vacunas de ADN contra B.
bronchiseptica.

Una serie de factores, tales como la antigenicidad, tamafio del gen,
dosis y vias de inoculacion, tipo de adyuvante y sistema de liberacién del DNA
influyen en la efectividad de dichos biolégicos, razén por la cual diversos
investigadores han propuesto el uso de estrategias alternativas para optimizacion
de las vacunas génicas; tal es el caso de una vacuna que contiene un gen que
codifica para la proteina G del virus sincitial respiratorio bovino en donde se probé
que la vacunacion intradérmica sin aguja confiere mayor proteccion que cuando se
aplica por via intramuscular o intradérmica con aguja, atendiendo a los niveles de

excrecion viral de los animales vacunados y que se desafiaron (105).

Otro ejemplo de esto, es el caso de una vacuna de rabia que codifica
para glicoproteina, donde se demuestra que la inoculacién de ratones por via IM
gener0 una mayor proteccion al desafio que los animales inoculados con el
plasmido por la via oral o la via intradérmica con la pistola génica (gene gun).
También se compararon 3 diferentes dosis: 200 pg, 100pug y 50 pg donde la dosis
de 200 pg generé mayor titulo de anticuerpos que la dosis de 50 pug y una

diferencia no significativa con dosis de 100 pg (158).
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Aunado a esto se ha recurrido a medios mecanicos para su aplicacién

como el uso de la pistola génica y la electroporacion in vivo (106).
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1. JUSTIFICACION



Si bien, las vacunas de ADN representan una herramienta promisoria en
la prevencion de enfermedades, se requiere de optimizar estrategias para su
aplicacion que puedan inducir inmunidad protectora para determinar su potencial

uso como inmundégeno en la prevencion de enfermedades.

En este trabajo se propone profundizar en el estudio de mecanismos de
respuesta inmune que genera este tipo de inmundgenos, asi como el efecto que
tiene la ruta y dosis de administracion, a través del empleo de la vacuna de ADN

pBH7D46 que contiene el gen prn de Bordetella bronchiseptica.
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I1l. HIPOTESIS



La inmunizacion de ratones con la vacuna de ADN pBH7D46 que contiene
el gen prn de B. bronchiseptica estimulara mecanismos inmunitarios celulares y

humorales de diferente magnitud, utilizando diferentes estrategias de inmunizacion.
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V. OBJETIVO GENERAL



Evaluar el efecto de la aplicacion de la vacuna de ADN pBH7D46 en ratones,
utilizando diferentes estrategias de inmunizacion, mediante la determinacién de
anticuerpos y citocinas, para identificar el tipo de respuesta inmunitaria generada

por esta vacuna.
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V. OBJETIVOS

ESPECIFICOS.



1. Determinacion de la expresion de la proteina PRN en cultivos de células

Hela transfectadas con el pBH7D46.

2. Determinacién de la respuesta humoral contra la Pertactina de Bordetella
bronchiseptica en el suero de los ratones inmunizados con la vacuna de

ADN pBH7D46 utilizando dos dosis y dos rutas de administracion.

3. Determinacion de las citocinas IL-2,IL-10, INFy e IL-4 en el suero de los
ratones inmunizados con la vacuna de ADN pBH7D46 utilizando dos dosis y

dos rutas de administracion.
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VI. METODOLOGIA



Obtencion y purificaciéon del plasmido pBH7DA46.

Se utilizé el método Maxi-prep de lisis alcalina descrito por Sambrook y
col., con algunas modificaciones. Brevemente, se realizé un cultivo primario de E.
coli transformadas en agar Luria Bertani (Ver Apéndice 1) con kanamicina a una
concentracion de 50 yg/ml, de éste se tomaron 10 colonias y se inocularon en 30
ml de caldo LB con kanamicina (100 pg/ml), se incubé toda la noche en agitacién
orbital a 37°C. Se tomd 1 ml de éste y se resembré en 1 litro de caldo LB con Km,
se incubo bajo las mismas condiciones. El cultivo se centrifugé durante 15 min.,
4°C a 4100 rpm. Se desechd el sobrenadante y posteriormente se suspendio la
pastilla en 36 ml de solucion | (Apéndice I) y se agregaron 4 ml de lisozima
(Apéndice 1) recién preparada, después se agregaron 80 ml de solucion Il hecha en
el momento (apéndice I), y posteriormente 40 ml de sol.lll. Se centrifugé la mezcla
durante 1 hora, 4°C, 4,000 rpm y se paso el sobrenadante en un tubo graduado
para agregar un volumen igual de fenol cloroformo. Se centrifugé por 5 min., 4°C,
12,000 rpm. Se tomoO el sobrenadante y se agregaron 0.6 volimenes de
isopropanol, se centrifugo durante 15 min., 4°C, 10,000 rpm. La pastilla resultante

se suspendio con etanol al 70% y se centrifuga. Este paso se repitio y el pellet final
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se suspendié en 500 pl de agua bidestilada con un equipo EIlix10 de la marca

Milipore ®.

Ensayo de restriccion del plasmido PBH7DA46.

Se analiz6 la secuencia del gen de prn reportada por Basurto et al.
utilizando el software Vector NTI 10.0 ® de Invitrogen, posteriormente se realizé un
ensayo de restriccion in silico con la finalidad de corroborar que el insterto de la prn
tuviese la direccion de lectura correcta; posteriormente se realizd este ensayo en
el laboratorio. La enzima utilizada fue EcoRV de invitrogen ® y se sigui6 la

metodologia descrita por el fabricante ( Apéndice I).

Purificacion y secuenciacion del pBH7D46

Con la finalidad de corroborar que el pBH7D46 elaborado en un trabajo
previo por Basurto et al. (25) incluyera el gen de la pertactina, se purificé el
plasmido con columnas de purifcacion Quiagen ® y se mandé a secuenciar
utilizando el promotor T7 incluido en el PVAX1 (vector en el cual fue clonada la
prn). La secuencia obtenida fue analizada en el Genbank de NIH para analizar

homologia con el gen de la pertactina de diferentes cepas.

Extraccion de proteinas de la membrana externa de

B. bronchiseptica.
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Para comprobar la presencia de la Pertactina en la cepa utilizada en este
trabajo, asi como de tener un testigo positivo en los ensayos mediante Western
Blot, se realiz6 una extraccion de proteinas de membrana externa de B.
bronchiseptica con la siguiente metodologia, se realizo el cultivo primario en agar
MacConkey a partir del cual se tomaron 5 colonias para inocularlas en 30 ml de
caldo infusion cerebro corazén (BHI) e incubar en agitacion orbital a 37°C durante
19 h.. De éste cultivo, se tomo 1 ml para resembrar en 200 ml de caldo BHI e
incubar de la misma forma. El cultivo se centrifug6 durante 15 min., 4°C, 5,000 rpm
y la pastilla se lavd con 15 ml de una solucion de Na;HPO4 10 mM. Se volvio a
centrifugar con las mismas condiciones. Se deseché el sobrenadante y la pastilla
se suspendié en 10 ml de Na,HPO, 10Mm, se homogeneiz6 bien por inversién y se
sonic6 a 90 hertz, 45° de amplitud, 9 segundos de pulso y 9 de descanso, hasta
aclarar. La muestra sonicada se centrifugé durante 10 min., 3,800 rpm a 4°C. Se
tomo el sobrenadante y se centrifug6é durante 30 min., 4°C, 35,000 rpm. La pastilla
se suspendié en Na,HPO, 10Mm adicionado con 2% de triton X-100 y se incubo
durante una h. a 37 °C para después centrifugarlo durante 30 min., a 35,000 rpm,

4°C.

Se lavo con 1 ml de Na;HPO, 10Mm y se centrifugd nuevamente, la
pastilla resultante se suspende en 100 yl de SSAF (la cantidad dependeré del pellet

obtenido).

Extraccion de proteinas totales de Bordetella bronchiseptica.
Se realiz6 un cultivo bacteriano como describio en el apartado anterior,

el cual se centrifugd durante 15 min., 4°C, 5,000 rpm. Se lavé la pastilla con 15 ml
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de Na;HPO, 10Mm y se centrifugd. La suspensién bacteriana se sonic6 a 90 hertz
con pulsos de 1 minuto hasta que la muestra clarific6. Se precipitd con 2
volumenes de TCA al 10% y se centrifugd, la pastilla se lavé con Na,HPO4, 10Mm y
se centrifugd por 10 min., 4°C, 13,000 rpm. La pastilla resultante se suspendi6 en

100 pl de Tris 16 mM, pH 8.3.

Cuantificacién de proteinas

La determinacion de concentracion de proteinas se realizé por el método
de Bradford (121), en donde previo a analizar las muestras en el espectofotometro
(Pharma Biotech ®, Ultrospec 3000) a una longitud de onda de 595 nm, se
realizaron diluciones del reactivo de Bradford con BSA al 1% para obtener una
curva de referencia, para posteriormente realizar la cuantificacion de las muestras,
agregando 2 ul de la muestra en 98 ul de agua MiliQ y un ml de reactivo de
Bradford en una cubeta del espectofotometro, se incubé 5 min. en oscuridad y se

realizo la lectura.

Electroforesis de proteinas en gel de acrilamida-SDS al 12%

La electroforesis se realiz6 en la cAmara Mini-PROTEAN 1l (BIO-RAD®).
Cada muestra se ajusté a una concentracién de 70 ug por pozo, las cuales fueron
previamente desnaturalizadas utilizando el buffer Laemmli para posteriormente
separarlas por electroforesis a 60 V inicialmente y después a 70 V. Se utilizo el
marcador de peso molecular pretefiido Precision Plus Protein Standars® de Bio

Rad®. (Detalles en apéndice I)
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Estandarizacion de la técnica de Western Blot.

Se realizo la estandarizacion de la técnica utilizando el testigo positivo
(proteinas de membrana externa de B. bronchiseptica) como antigeno de captura.
Como anticuerpo primario, se utilizd un anticuerpo monoclonal BB05 que reconoce
un antigeno de 68 kDa (pertactina) de B. bronchiseptica y fue donado por el Dr.
Monataraz de la Facultad de Estudios Superiores Cuatitlan (44), asi como un
anticuerpo policlonal hecho en raton a una dilucion 1/100; como anticuerpo
secundario un anti-raton elaborado en cabra y acoplado a peroxidasa de rdbano, a
una dilucion 1/1000. En el revelado se utilizo 4-cloro naftol.

Para realizar la inmunotransferencia de proteinas impresas en el gel de
acrilamida a una membrana de nitrocelulosa, se utiliz6 una camara de transferencia
durante 16 h. a 22 V, 100 mA. Después de realizar la transferencia y luego de
realizar cada incubacion, la membrana fue lavada 4 veces: 2 veces con SSAF-Ty 2
veces con SSAF. El blogueo se llevé a cabo con leche descremada al 5% diluida
con SSAF-T durante 5 h. a temperatura ambiente en agitacion suave.

El anticuerpo BBO5 se utilizé a una dilucion 1/50 y se diluyé con leche descremada
al 5% durante 18 hrs a temperatura ambiente en agitacion suave.

El anticuerpo secundario se utilizé a una dilucion 1/3000 y se incubd durante
2 h. a temperatura ambiente en agitacion suave.

Posteriormente la membrana se coloc6é en 100 ml de SSAF y se agregaron
60 mg 4-1- cloro naftol diluido en 20 ml de metanol frio, y 60 ul de perdxido de
hidrogeno, se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente en oscuridad hasta

gue aparecieron las sefales de reaccion.
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Una vez estandarizadas estas condiciones, se realiz6 un Western Blot
para detectar la presencia de la pertactina en las proteinas del sobrenadante y las

proteinas totales de células transfectadas con el pBH7DA46.

Cultivo en células Hela
Se realiz6 un cultivo de células Hela en frascos de cultivo de 25cm? con las

siguientes condiciones:

-Medio DMEM (Gibco®). -1% glutamina (Gibco®).
-Suero Fetal Bovino 10% (Gibco®). -Incubacién a 37 °C
Se dejo incubando hasta que el cultivo alcazara una confluencia del 80%, para

realizar la transfeccion con el plasmido pBH7D46.

Ensayo de transfeccion con el pBH7D46.

Una vez obtenida una confluencia del 80%, se cuantificaron las
células Hela, en una camara de Neubauer utilizando azul de tripano, para
ajustar la concentracién a 2-6x10° células en 5 ml. Se realiz6 el ensayo de
transfeccion utilizando el reactivo lipofectamina de Invitrogen ® siguiendo el
manual del fabricante. Brevemente, se diluyeron 5 ug del pBH7D46 en 300 pl
de medio DMEM (sin suero), en otro vial se diluyeron 30 pl de lipofectamina en

300 ul de DMEM. Posteriormente se combinaron las dos preparaciones, se
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mezclaron gentilmente y se dejaron incubar por 30 minutos en hielo. Terminada
la incubacion, se agregaron 600 ul de DMEM sin suero al tubo con los
complejos. Se retir6 el medio de las células y se reemplazé por 1.2 ml del
complejo preparado.

Una vez transcurridas 5 h. de incubacion, se agregd medio con 2X
de la concentracion normal de SFB y se incubd durante 3 dias, removiendo el
sobrenadante a las 24, 48 y 72 h. y se almacend en congelacion a -70°C hasta

SuU uso.



Extraccion de proteinas totales de células Hela transfectadas

con el pBH7DA46.
Se extrajeron las proteinas de las células Hela transfectadas, con la
siguiente metodologia. Se retir6 el medio y se lavé con SSAF, se agrego el buffer
de lisis (Apéndice I) y se dejo incubar durante 5 min. Posteriormente se colectaron

los detritus celulares con la ayuda de un scrapper.

Precipitacion de proteinas del sobrenadante de células Hela transfectadas
con el pBH7D46
Las proteinas fueron obtenidas con &cido TCA de la siguiente manera:
Se agreg6 un volumen igual de acidoTCA al 20%
Se incubd 30 min. en hielo y se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 min. a 4°C.
Se retird el sobrenadante y se lavo la pastilla con etanol frio absoluto y se
centrifuga a 13,000 rpm, 10 min. 4°C
Se retird el sobrenadante por decantacion y se dejé secar.

Se suspendio el pellet en Tris pH 8.3, 16 uM.(Apéndice I)

-46 -



Estandarizacion de la técnica de ELISA para deteccion de
anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica

Sensibilizacion de placas

Se utilizaron PME, las cuales se extrajeron mediante la técnica antes
mencionada y se sometieron a un tratamiento desnaturalizante y sin desnaturalizar
para determinar cuél de los dos proporcionaba un mejor resultado.

Para evaluar con cuales condiciones se obtenia una mejor unién de
antigeno a la placa de poliestireno de Thermo scientific®, se probaron dos
soluciones amortiguadoras, SSAF pH 7.2 y amortiguador de carbonatos a pH 9.6
(Apéndice 1), asi como dos concentraciones de antigeno 2 pl y 3 pg. Se dejo
incubando toda la noche a 4°C y al dia siguiente se lavaron los pozos con 250 ul

de SSAF-T.

Para el proceso de desnaturalizacion de antigeno se siguio el siguiente
procedimiento: a una alicuota de 1,200 ul de proteinas se le agregaron 240 ul de
SDS 10 %, 24 ul B- mercaptoetanol y 936 ul solucion inhibidora de proteasas, y se
calentaron a 90 °C durante 5 min. La finalidad de este procedimiento es
desnaturalizar las proteinas para un mejor reconocimiento antigénico.

Se utilizaron placas de 96 pozos y se incubd con el antigeno durante
toda la noche a 4°C.

Después de cada incubacion, a las placas se les realizaron 3 lavados con SSAF-T
y se dejaron 5 min. en reposo entre cada lavado. Se evaluaron como agentes de

bloqueo de sitios inespecificos gelatina al 1% y BSA 1%, agregando 150 ul por
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pozo durante 2 h. a temperatura ambiente. También se evaluaron cuatro
diluciones de anticuerpo primario que fueron 1/100, 1/200, 1/400 y 1/800,
colocando 100 ul en cada pozo de la dicha dilucidén y se incub6 durante una hora a
37°C. En la estandarizacion se utilizo suero obtenido de ratones inmunizados con
una bacterina. Se utilizd un secundario un anti IgG de ratén elaborado en cabra y
acoplado a peroxidasa de rabano de invitrogen ®, a una dilucién 1/2000,
agregando 100ul por pozo durante una hora. Como sustrato se utilizé acido 2,2’-
azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic (ABTS) y peréxido de hidrégeno y se
incubo por 10, 20 y 30 min. para elegir el mejor tiempo.

El valor de absorbancia se analiz6 con la utilizacion de un lector de

placas para ELISA (BIO-RAD®)a una longitud de onda de 405 nm.

Metodologia de ELISA para determinacion de la concentracion de
anticuerpos contra Bordetella bronchiseptica

De las condiciones evaluadas en el proceso de estandarizacion, se
utilizaron las siguientes:

a) 3 ug de antigeno de captura diluidos en buffer de fosfatos pH 7.2

b) Dilucion del anticuerpo primario de 1/400.

c) Tiempo de incubacion con el sustrato de 30 min. en oscuridad.

d) Cada muestra se evaluo por triplicado para determinar el promedio

de éstas.
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Evaluacion de los sueros para determinacion de la concentracién
de citocinas por el método de ELISA tipo sandwich

El suero obtenido de los ratones inmunizados se utilizé para detectar la

concentracion de IFNy, IL-2, IL-10 e IL-4, mediante pruebas de ELISA
de captura con los estuches comerciales: Pierce #EM10012, #EMIL22, #EMIL42,

#EM2IL102, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Manejo de ratones balb/c

Se obtuvieron 60 ratones hembra de 6 semanas de edad, lo
cuales se mantuvieron en el animalario del departamento de Microbiologia e
Inmunologia de la FMVZ. Estos se colocaron en cajas de policarbonato de 50 cm
de largo x 40 cm de ancho, con 20 cm de alto, recubiertas con un filtro a fin de
minimizar las posibilidades de contaminacion y propagacion de agentes
infecciosos con cama de viruta de madera esterilizada, marca Crigamex®, la cual
se cambid cada tercer dia. Cada caja fue identificada con su respectivo registro.
Se les suministrd6 alimento comercial de Purina® ad libitum. ElI agua se
proporcion6 a libre acceso un total de 20-45 ml por dia. El manejo de los animales
fue el siguiente:

o Se mantuvieron en un periodo de aclimatacién durante 30 dias.

o Se sacrifico un ratén por grupo tanto al inicio como al final del
experimento, se hizo una diseccion para extraer las vias respiratorias bajas desde
la trAquea hasta los pulmones y se realizaron cultivo con las muestras obtenidas,
en agar McConkey y agar sangre, para descartar cualquier contaminacion que

pudiese interferir con los resultados
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Disefio experimental
Se formaron 6 grupos de 10 ratones en forma aleatoria y se identificd
cada raton con una muesca en la oreja izquierda para el grupo y en la oreja
derecha para el niumero de individuo.

Los tratamientos en estudio fueron:

Grupo 1 100 pg de ADN plasmidico Intramuscular
Grupo 2 150 ug de ADN plasmidico Intramuscular
Grupo 3 100 ug de ADN plasmidico Intranasal
Grupo 4 150 ug de ADN plasmidico Intranasal
Grupo 5 testigo positivo (bacterina)

Grupo 6 testigo negativo (agua)

El adyuvante utilizado fue el carbopol 934® y se inmuniz6 con jeringas de insulina.
La asignacion de los tratamientos a cada grupo fue en forma aleatoria. Este
experimento corresponde a un diseiio experimental denominado completamente
aleatorizado (DCA), (159).

Los tratamientos, o vacunacion se aplicaron al dia 1 y al dia 15 a partir del inicio

del experimento.
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Variable respuesta en estudio: muestras de suero

Se realiz6 un sangrado a cada unidad experimental el cual se llevé a
cabo los dias 3 y 17 para la determinacion de citocinas y 14 y 28 para la
determinacion de anticuerpos, los sangrados fueron realizadas en todos los
ratones de la vena facial, obteniéndose una cantidad aproximada de 200 pl de
sangre por ratdén. Las muestras para evaluacidén de citocinas se conservaron a -
70°C y para anticuerpos a -20°C, hasta su utilizacion. Tras el Gltimo muestreo al

dia 29, los ratones fueron sacrificados por el método de dislocacion cervical (162).

Analisis estadistico

El analisis de las variables cuantitativas se realiz6 de manera
descriptiva con los estadisticos: media, desviacion estandar y estimacion por
intervalo de confianza al 95% para media. Asimismo, se determind si las variables
de titulo de anticuerpos y concentracién de citocinas (INF y,IL-2,IL-10 e IL-4)
presentan distribucion normal con el procedimiento de gréafica de cuantil normal
(161).

Para el caso de medicién de titulo de anticuerpos, a cada ratén se le
hicieron dos observaciones: al dia 14 y 28 de aplicado el tratamiento. Esto es lo
gue se conoce como un perfil y se obtuvieron 6 perfiles. Para realizar el andlisis de
perfiles se utilizé la prueba de Mauchly asociado al estadistico W para evaluar
esfericidad de los resultados (158,159). Posteriormente se les realizdé un andlisis
de varianza multivariado (MANOVA), en el cual se considerdo como estadistico de
prueba la lambda de Wilks (A) con la aproximacién a la distribucion de F y a= 0.05

como nivel de significancia (160).
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Para analizar la diferencia entre los 6 tratamientos en los tiempos 14 y 28
dias, se realizdé un andlisis de la varianza, y para las variables de medicién de
anticuerpos y de citocinas se utilizaron contrastes de Bonferroni, con un nivel de
significancia de a =0.05 (159).

Para realizar la prueba de normalidad de las observaciones citada
anteriormente se utilizé el paquete computacional JMP version 5.0.1 (160),
mientras que para los andlisis de perfiles, y el de la varianza univariado y
multivariado se utilizd el paquete computacional estadistico SPSS version 16

(160).
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VI. RESULTADOS.



Obtencién y purificacién del pBH7D46

Al cuantificar en un espectofotometro el producto obtenido de la extraccién de
ADN plasmidico mediante el método Maxi-prep de lisis alcalina, resulté en una
concentracion de 5898.3 ng/ ul. En la fotografia del ADN plasmidico, se observa
un patron de bandeo caracteristico de plasmidos, asi como también se observa
una gran cantidad de RNAs, por lo que para obtener una muestra mas limpia, se

incubd con RNasa.

Figura 1.Fotografia de un gel de agarosa al 1% en TAE con el ADN plasmidico del

pBH7D46.

En la foto se observan en el carril 2 y 3 ADN plasmidico del pBH7D46. En el carril
1y 4 se observa el marcador de peso molecular 1kb ladder.
Se observar también una gran cantidad de RNAs, por lo que para obtener una

muestra mas limpia, se incub6 con RNasa.
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Ensayo de restriccion del pBH7D46
Con la finalidad de analizar las caracteristicas moleculares del pBH7D46 (25), se
realizd un ensayo de restriccion in silico,y el patrén de bandeo coincidié con el

observado en ensayo realizado en el laboratorio del pBH7D46 con la enzima

EcoRV.

5090 —p

072 _y
3054 —p

<4 4753 bp

2036 —»
1636 —p

<+ 1140 bp

1018 —p

i

Figura 2 y 3. Ensayo de restriccion in silico (2) y fotografia del gel de agarosa al

1% en TAE donde se observan los fragmentos resultantes de la digestién del

pBH7D46 con la enzima EcoRV.

En el carril 2 y 3 se observan dos fragmentos, uno de 4753 pb y el otro de 1140

pb. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular 1kb ladder.
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pUC ori CMV promoter

4
EeoRI (754)
Km(R) __PBH7D46
Direccion correcta
BGHpA 4
EcoRV (3664) \ prn
EcoRI (3652) FeoRV (2523)

Figura 4. Mapa del pBH7D46. La construccion de este vector se hizo a partir del
plasmido pVAX1 de Invitrogen. La figura muestra los sitios de corte para las
enzimas de restriccion EcoRI y EcoRV de las cuales EcoRYV fue utilizada para
corroborar que la direccion de lectura fuera correcta con respecto a la direccion de

lectura del promotor del citomegalovirus humano (CMV).

pUC ori CMV promoter

\ T7 promoter/priming site
7
EecR1 (754)
Km(R) __pBH7D46
Direccion reversa
\ >
EcoRV (1887)
BGH pA A
EcoRV (3664) prn
EcoRI(3652)

Figura 5.Mapa del pBH7D46. La figura muestra los sitios de corte para las
enzimas de restriccibn EcoRV y EcoRI , con la que se distingue un diferente
patrén de digestion en caso de que el inserto estuviese en direccion incorrecta de

lectura con respecto a la direccion de lectura del promotor del CMV.
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Purificacién del pBH7D46
El plasmido fue purificado con columnas Quiagen® con la finalidad de realizar la

secuenciacion; en la fotografia el pBH7D46 se observo libre de RNAs.

5000 —p

2000
1625 —>

1000 —p
850 —P

Figura 6. Fotografia del gel de agarosa con el pBH7D46 purificado con de
columnas de purificacion Quiagen ®.

La muestra obtenida por éste método se mando a secuenciar parcialmente en un
solo sentido y con la secuencia obtenida se determinaron los porcentajes de
identidad con las secuencias de el gen de prn reportadas en el Genbank, en
donde se detect6é un 99% de identidad con la pertactina de la cepa P98 de B.
bronchiseptica, que es la cepa de origen del inserto. A partir de la secuencia de
nucloeodtidos, se obtuvo la secuencia de aminoacidos con el empleo de la pagina

web: http://web.expasy.org.
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(1)
(78)

(61)
(139)

(121)
(199)

En el cuadro 3, se muestra un alineamiento de aminoacidos de la pertactina de la

cepa P98 con el producto de la secuenciacién del pBH7D46.

DDASL-HGKYRALOQRFWMAFFVRLLRPFFPVPSRCGHGGRLLFTRHPMNMSLSRIVKAAP
DDASL-HGKYRALOQRFWMAFFVRLLRPFFPVPSRCGHGGRLLFTRHPMNMSLSRIVKAAP

LRRTTLAMALGXLGAAPAAYADWNNQSIIKAGERQHGIHIKQSDGAGVRTATGTTIKVSG
LRRTTLAMALGALGAAPAAYADWNNQSIIKAGERQHGIHIKQSDGAGVRTATGTTIKVSG

RQAQGVLLENPAAELRFQNGSVTSSGQL
RQAQGVLLENPAAELRFQNGSVTSSG XLF

PRN P98
--Secuencia inserto de PRN

PRN P98
--Secuencia inserto de PRN

PRN P98
--Secuencia inserto de PRN

Cuadro 3. Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la pertactina de B.

bronchiseptica P98 con las secuencia obtenida del pBH7D46 con el promotor T7.

Los numeros entre paréntesis identifican la posicion del aminoacido que se

encuentra al inicio de la secuencia. Los sombreados en gris representan cambios

en uno o mas aminoacidos. Las “X” bases que no pudieron ser identificadas. Al

realizar la comparacion de secuencias, se detectd un 97% de homologia de

aminoacidos.
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Evaluacion bioguimica de una cepa de Bordetella bronchiseptica.
A partir de una cepa P98 de B. bronchiseptica, (donada por el Dr. Juan Antonio
Montaraz de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan y obtenida de un
aislamiento de campo de origen canino), se sembr6 en agar MacConkey y apartir
de este cultivo se le realizaron las siguientes pruebas con la finalidad de

comprobar la identidad y pureza de la cepa a trabajar.

Cuadro 4
Prueba Resultado
Morfologia de colonias Pequefias, redondas,
convexas, lisas, grises
Agar McConkey Positivo
Ureasa Positiva
Leche tornasolada Alcalina
Glucosa Negativa
Nitratos Negativo
Gelatina Negativo
Oxidasa Positiva
Catalasa Positiva
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Extraccién de proteinas de membrana externa de B. bronchiseptica
El extracto de PME de B. bronchiseptica fue analizado en el gel de acrilamida, en
donde se observan bandas que podrian corresponder a la proteina de 68 kda, la

pertactina

75 kda —p

50 kda—» S

——
i S

Figura 7. Fotografia de un gel de poliacrilamida al 12% (SDS PAGE) tefiido con
azul de Comassie. En la foto se observa la separacién del extracto de proteinas
de membrana externa de Bordetella bronchiseptica en los carriles 2y 3. En el

carril 1 se incluyé el marcador de peso molecular pretefiido de BioRad®.
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Analisis de PME de B. bronchiseptica mediante Western Blot
Las PME transferidas a una membrana de nitrocelulosa, reaccionaron con el
anticuerpo monoclonal BBO5, pudiéndose observar dos bandas de las cuales una

corresponde con el peso de la pertactina.

75 kda >
50 kda >
-

I

Figura 8. La fotografia corresponde a una membrana de nitrocelulosa con
proteinas de B. bronchiseptica incubadas con el anticuerpo monoclonal BB05.

En los carriles 2 y 3 se pueden apreciar las bandas que corresponden al peso de
la pertactina, 68 kda, asi como una banda de aproximadamente 30 kDa y
corresponde a una proteina que esta en gran cantidad y que probablemente sea
un dominio de degradacion de la pertactina madura, ya que ésta se sintetiza como
una proteina de 93 kDa antes de ser secretada a la membrana externa. El carril 1

corresponde al marcador de peso molecular pretefiido.
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Ensayo de transfeccion de células Hela con el pBH7D46
Luego de realizar la transfeccion de células Hela con el pBH7D46, estas se
incubaron durante 3 dias y se examing en diferentes h. la viabilidad celular, asi

como la confluencia.

(a) Células Hela sin transfectar (b) Células Hela transfectadas a las 24h.

(c) Células Hela transfectadas 48 h. (d) Células Hela transfectadas 72 h.
Figura 9. Fotografias de células Hela transfectadas con el pBH7D46 tomadas con

un microscopio de fluorescencia.

Se puede observar en las fotografias una reduccion de confluencia a partir de las
24 h. (b), observandose un monoestrato al 80%, mientras que a las 48 h. (c) el
crecimiento celular es evidente y disminuyen los espacios, y a las 72 h. (d) se

observa un monoestato celular al 100%.
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Western Blot con las proteinas de células transfectadas con el pBH7D46
El extracto de proteinas del sobrenadante y proteinas totales de las células Hela
transfectadas con el pBH7D46, reaccioné con el anticuerpo monoclonal BB05

contra la pertactina de B. bronchiseptica.

< 75 kda
<= 50 kda

Figura 10. Fotografia de una membrana de nitrocelulosa en donde se muestra la
reaccion de Inmunoblot usando un anticuerpo monoclonal BB0O5 contra la
pertactina en sobrenadante de células Hela transfectadas con el pBH7D46. Carril
1. PME de B. bronchiseptica; Carril 2. sobrenadante de células Hela sin
transfectar; carril 3, 5,7: sobrenadante de células Hela transfectadas a las 24,48
y 72 h. Usando lipofectamina; Carril 4,6,8: sobrenadante de células Hela
transfectadas a las 24,48 y 72 h. usando carbopol; Carril 9: marcador de peso
molecular pretefiido.

Durante este ensayo se realizd la inmunodeteccion de la pertactina (utilizando
extractos de membrana externa) como control positivo. La expresion de la
pertactina fue se midié en diferentes tiempos post transfeccion con el pBH7D46.
En la figura 10 se pueden visualizar bandas que coinciden con el testigo positivo

(proteinas de membrana externa) en peso molecular. La deteccién de ésta banda
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se hizo evidente a partir de las 24 h. postransfeccion utilizando lipofectamina y se
pudo detectar un aumento en la cantidad de proteina, percibiendo que a las 72 h.
hubo una mayor cantidad comparado con las 24 y 48 h. postransfeccion.

Para comprobar la eficiencia del adyuvante utilizado en las vacunacion, se realizé
un ensayo in vitro transfectando el pBH7D46 en células Hela, agregando el co-
polimero Carbopol 934®. La deteccion de la banda que coincide con el testigo
positivo se observa a partir de las 48 h. y se percibié un aumento a las 72 h.
postransfeccion.

75 kda.

50 kda.

Figura 11.Fotografia de una membrana de nitrocelulosa en donde se muestra la
reaccion de Inmunoblot usando un anticuerpo monoclonal BB0O5 contra la
pertactina en células Hela transfectadas con el pBH7D46.

El Carril 1 corresponde a: marcador de peso molecular; Carril 2: pretefiido
proteinas de membrana externa de Bordetella bronchiseptica; Carril 3, células
Hela sin transfectar; Carril 4,6,8: células Hela transfectadas a las 24,48 y 72 h.
usando lipofectamina; carril 5,7, 9: células Hela transfectadas a las 24,48 y 72 h.
usando carbopol;

Este ensayo se realizd para evaluar la expresion de la pertactina en las células
Hela transfectadas con el pBH7D46. Como en el ensayo anterior, se utilizaron

proteinas de membrana externa como control. El patron en la deteccion de la
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pertactina fue muy similar al observado en el sobrenadante de las células
transfectadas, con la diferencia de que se visualiz6 una mayor deteccion de la

proteina que reaccion6 con el anticuerpo BBO5.
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Respuesta inmunitaria humoral a la vacunacién de los ratones

Al realizar la determinacion de la concentracion de anticuerpos IgG contra B.
bronchiseptica en el suero de los animales inmunizados, luego del proceso de
estandarizacion, se utiliz6 como antigeno de captura, 3 pg de proteinas de
membrana externa por pozo, y el suero se utilizé6 a una dilucion 1/400. Para la
observacion de los sueros, se contdé con muestras de 8 individuos en cada dia de
muestreo por grupo de animales. Los tratamientos en estudio para los 6 grupos
experimentales fueron: grupo 1.- 100 pg de ADN plasmidico Intramuscular, grupo
2.- 150 pg de ADN plasmidico Intramuscular, grupo 3.- 100 pg de ADN
plasmidico Intranasal, grupo 4.-150 pg de ADN plasmidico Intranasal, grupo 5.-

testigo positivo (bacterina) y grupo 6.- testigo negativo (agua).

1.4
A 1.2
B
S
(o) 1
R =tp==Bacterina
B ==@==Testigo negativo
Q 0.8 ==fe==pBH7D46 IM 150 pg
c === BH7D46 100 ug
| 0.6 pBH7D46 Inasal 150 pg
A / / —o—pBH7D46 Inasal 100 pg
4 0.4
0
5

0.2

0 T r

n Dia 0 Dia 15 Dia 29
m

Figura 12. Cinética de desarrollo de la respuesta inmunitaria humoral de los
ratones vacunados con la vacuna pBH7D46, comparada con los ratones
inoculados con una bacterina asi como con los ratones inoculados con agua
esteril.



El grupo de ratones inmunizados con la bacterina de B. bronchiseptica mostraron
diferencias significativas (p<0.05) en comparacién a los cuatro grupos inoculados
con la vacuna de ADN pBH7D46 y con el testigo negativo tras la primera y
segunda vacunacion. Mientras que los grupos inoculados por la via intramuscular
fueron diferentes significativamente (p<0.05) de los grupos inoculados por la via
intranasal y del grupo testigo negativo.

En las figuras 13,14,15 y 16 se muestran las curvas de los valores de absorbancia
obtenidos en la evaluacion de citocinas. El suero de los ratones fue colectado dos
dias después de la segunda vacunacién para determinar la concentracion de IL-2,
INF-y, IL-10 e IL-4.

Determinacion de la concentracién de IL-2 post
vacunacion

pBH7D46 Inasal 150 ug
M pBH7D46 Inasal 100 ug
M pBH7D46 IM 150 pg
m pBH7D46 IM 100 pg

Control negativo

M Bacterina

1!||I|

500 1000 1500 2000 2500

Concentracion pg/ml

o

Figura 13. Produccion de IL-2 en respuesta a la vacunacién con la vacuna de
ADN pBH7D46 comparada con los ratones vacunados con una bacterina de B.
bronchiseptica y con el grupo de ratones sin inmunizar (testigo negativo).

El grupo de los ratones inmunizados con la bacterina mostré niveles
significativamente mas elevados (p<0.05) que los cuatro grupos inmunizados con
el pBH7D46 y del grupo control negativo. El grupo inmunizado con la vacuna de
ADN pBH7D46 por la via intramuscular fue diferente significativamente al grupo
inmunizado por la via intranasal y al grupo testigo negativo (p<0.05).
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Determinacion de la concentracion de INFy post
vacunacion.

= pBH7D46 Inasal 150 ug

® pBH7D46 Inasal 100 pug

= pBH7D46 IM 150 pg

pBH7D46 IM 100 pg

Control negativo .

= Bacterina

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Concentracién pg/ml

Figura 14. Produccion de INFy en respuesta a la vacunacion con la vacuna de
ADN pBH7D46 comparada con los ratones vacunados con una bacterina de B.
bronchiseptica y con el grupo de ratones sin inmunizar (testigo negativo).

El grupo de los ratones inmunizados con la bacterina mostré niveles
significativamente mas elevados (p<0.05) que los cuatro grupos inmunizados con
el pPBH7D46 y del grupo control negativo. El grupo inmunizado con la vacuna de
ADN pBH7D46 por la via intramuscular fue diferente significativamente al grupo
inmunizado por la via intranasal y al grupo testigo negativo (p<0.05).
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Determinacidon de la concentracion de IL-10
post vacunacion.
pBH7D46 Inasal 150 ——
[2e]
= pBH7D46 Inasal 100 —
Hg
I
mpBH7B46 150 ug
= pBH7D46 IM 100 pg
|
Testigo negativo
= Bacterina 0 1000 2000 3000
Concentracién pg/ml

Figura 15. Produccién de IL-10 en respuesta a la vacunacion con la vacuna de
ADN pBH7D46 comparada con los ratones vacunados con una bacterina de B.
bronchiseptica y con el grupo de ratones sin inmunizar (testigo negativo).

El grupo de los ratones inmunizados con la bacterina mostro niveles
significativamente mas elevados (p<0.05) que los cuatro grupos inmunizados con
el pBH7D46 y del grupo control negativo. Los cuatro grupos inmunizados con la
vacuna de ADN no mostraron ser diferentes significativamente entre ellos
(p<0.05), pero si fueron diferentes del control negativo.
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Determinacion de la concentracién de IL-4 post
vacunacion.

pBH7D46 IM 150 ug |
u pBH7D46 Inasal 100 ug {
= pBH7D46 IM 150 pg
= pBH7D46 IM 100 pg |

Testigo negativo i
= Bacterina

0 10 20 30 40
Concentracion pg/ml

Figura 16. Produccion de IL-4 en respuesta a la vacunacion con la vacuna de
ADN pBH7D46 comparada con los ratones vacunados con una bacterina de B.
bronchiseptica y con el grupo de ratones sin inmunizar (testigo negativo).

Ninguno de los grupos inmunizados mostré diferencias significativas (p<0.05) con
el control negativo.
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VI1II. Discusion.
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En el presente trabajo se evaluo la respuesta inmunitaria humoral y celular
en ratones inmunizados con una vacuna de ADN que contiene el gen prn de B.
bronchiseptica. Con los resultados obtenidos se corrobord la expresion de la
pertactina en células Hela transfectadas con el pPBH7D46; también se demostrd
que esta vacuna de ADN es capaz de inducir la sintesis de anticuerpos 1gG y un

perfil predominante de IL-2 e INFy que son producidas por linfocitos Thl.

El suero obtenido de los ratones pertenecientes a los seis grupos
experimentales, incluyendo los 2 grupos control, fueron evaluados por medio de la
técnica de ELISA para determinar su reactividad contra la pertactina de Bordetella
bronchiseptica. Se analiz6 si la via y la dosis de administracion de la vacuna de
ADN tienen un efecto sobre la respuesta inmune inducida en los ratones. Los
grupos que recibieron la vacuna por la via Intramuscular, indujeron una mayor
produccion de anticuerpos IgG comparada con el grupo vacunado por la via
Intranasal, tras la primera y la segunda vacunaciéon, también se pudo observar un
incremento significativo de la primera a la segunda vacunacion. El grupo
inmunizado por la via intranasal se comporté de manera similar al control negativo
y no tuvo un incremento significativo luego de la segunda inmunizaciéon. Se ha
comprobado que la respuesta inmune inducida por una vacuna de ADN esta
influenciada en gran medida por la ruta de administracién, ya que influye en los
mecanismos de interaccion con la célula huésped y expresion del gen codificante
(135). Existen varios estudios que han demostrado la eficacia de inmunizacion

utilizando diferentes estrategias, y el resultado ha conducido a la activacién de una
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respuesta inmune de diferente magnitud y duracion

(131,132,133,134,135,136,137,138).

Otro aspecto a considerar en las inmunizaciones fue la dosis. En los
grupos vacunados con la dosis de 150 pg no se encontraron diferencias
significativas con respecto a los de los grupos que recibieron dosis de 100 ug, en
ninguna de los dos tiempos evaluados. Existen reportes en donde se ha
demostrado que la respuesta de mayor magnitud tras la inmunizacién con una
vacuna de ADN, ha sido con la dosis més alta (140,141). Sin embargo en el caso
de esta vacuna, el efecto de las dosis evaluadas no fue significativo,
probablemente debido a que la diferencia del ADN plasmidico no fue suficiente
para inducir una respuesta de IgG més elevada, como se ha mostrado en otros
trabajos en los que han utilizado dosis desde 50, 100, y 200 pg de ADN plasmidico

(158).

Los resultados encontrados mediante la prueba de ELISA indicaron que
tras la inmunizacién con la vacuna de ADN pBH7D46, se promovio una respuesta
de anticuerpos IgG, aunque ésta fue menor significativamente que la inducida por
la bacterina. Lo anterior probablemente es debido a que el nimero de antigenos
gue contiene la bacterina es mayor comparado con un solo antigeno que expresa
la vacuna de ADN y que los antigenos de captura utilizados en las pruebas de
ELISA fueron producto de un extracto de proteinas de membrana externa de B.
bronchiseptica y no solamente de la pertactina. Sin embargo es importante resaltar
qgue la pertactina, siendo un solo antigeno proteinico, fue capaz de inducir una

respuesta humoral, que aunque fue menor que la inducida con la bacterina, es
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posible que con este titulo de anticuerpos, se genere una respuesta de memoria y
que posteriormente el titulo de anticuerpos se dispare frente al desafio con el
agente infeccioso completo, como se ha observado con otros modelos de vacunas

de ADN (166).

El isotipo de anticuerpo IgG es particularmente especifico para unirse a
determinantes  antigénicos presentes en microorganismos infecciosos,
conduciendo a la opsonizacion e incremento de la fagocitosis mediada por
macréfagos y neutrdfilos, lo cual contribuye a la destruccion del patégeno. Como
se ha mencionado anteriormente, la adhesion de Bordetella a células epiteliales
del tracto respiratorio es un evento clave durante la infeccidn, y la pertactina es un
factor de virulencia involucrado en este proceso. Estudios previos han sugerido
gue los anticuerpos que previenen la adherencia bacteriana al tracto respiratorio,

bloquean el proceso de colonizacion (142,143).

Por otra parte, los anticuerpos IgG se diferencian en cuatro subclases:
IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. La diferenciacibn a una subclase especifica esta
determinada por el perfil de citocinas producido. Se ha podido demostrar que
IFN vy, participa en la regulacion de la sintesis de anticuerpos IgG2a del raton y
promueve la formacion de receptores FcyRI (147,153). Mientras que IL-4 e IL-5, se
han identificado por participar en el cambio de clase de anticuerpos hacia
1gG1(144,145). Asi mismo se ha reportado que IL-10 y TGF por inducir la sintesis

de 1gG4(146).
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Debido a estos antecedentes se decidié obtener un perfil de citocinas
secretado tras la inmunizacién con la vacuna pBH7D46, para tener mayor
evidencia del mecanismo de inmunidad inducido por ésta. Los resultados
obtenidos con la prueba de ELISA para determinar la concentracion de IL-2, INFy,
IL-4 e IL-10 en el suero de los ratones inmunizados mostraron una respuesta
elevada de IL-2 e INFy, en todos los grupos evaluados, aunque también se pudo
detectar IL-10 en menor proporcion. Estos resultados sugieren la estimulacion de
una respuesta predominante por linfocitos de tipo Thl; Qing-tian et al. observaron
que al evaluar IL-10, IL-4, INFy y TNFa, en ratones Balb/c tras la inmunizacién
con una vacuna ADN de B. pertussis condificando genes para pertactina,
hemaglutinina filamentosa y la toxina de Pertussis, se indujo una respuesta celular
predominantemente. También demostraron que cuando la vacuna se administro
en combinacion con un plasmido codificando para el factor estimulante de colonias
de granulocitos y monocitos murino (GM-CSF) y posteriormente desafiando con
proteinas homoélogas purificadas, se observé un incremento significativo de tanto
de la respuesta inmune celular como humoral (164). El presente trabajo es el
primer estudio reportado en evaluar citocinas inducidas por la pertactina de B.

bronchiseptica.

Especificamente se ha demostrado que INFy puede facilitar la
interaccién de células presentadoras de antigeno con linfocitos T y B por medio de
la sobreregulacién de moléculas de histocompatibilidad de clase Il, y también
puede activar la diferenciacion de células B que secretan isotipos lgG2a (143,153).

Esto podria indicar que la respuesta de anticuerpos IgG observada en los ratones
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inmunizados con la vacuna de ADN pBH7D46 fue principalmente de la subclase
lgG2a, aunque no se descarta una participacion de IgA, que también puede ser
estimulada por INFy o IL-2 (156,157). Sin embargo en este trabajo no se

contempld la deteccion IgA.

Al comparar la via de administracion, se pudo observar que la via IM
indujo una mayor concentracion IL-2 e INFy comparada con la respuesta generada
en ratones inmunizados por la via intranasal. Mientras que no se pudo detectar la
presencia de IL-4. Estos resultados son consistentes con el hallazgo de una mayor
respuesta de anticuerpos IgG en los ratones inmunizados por la via intramuscular,
ya que probablemente a través ésta via de administracion, hubo una mejor
captacion del pBH7D46 por parte de células presentadoras de antigeno, las cuales
pudieron expresar la pertactina y presentarla a linfocitos T CD4+. Se ha podido
demostrar que existen pequefias cantidades de células presentadoras de antigeno
en el musculo, realizandose la presentacion de antigeno principalmente en el
bazo. A pesar de esto, la mayor parte de células transfectadas tras la
inmunizacion intramuscular con una vacuna de ADN, son células musculares y
gueratinocitos, que aunque carecen del MHC de clase Il asi como de moléculas
coestimulatorias (CD80 y CD86) que son necesarias para la activacion de
linfocitos T, desempefian un papel importante mediante la sintesis y secrecion de

proteinas que aumentan la magnitud de la respuesta inmune (165,166).

Un hallazgo llamativo en estos resultados fue que se pudo detectar un
incremento en IL-10, tras la inmunizacion de ratones con el pBH7D46 aunque en

menor concentracion que INFy e IL-2. Este hallazgo en la deteccion de 1L-10 pudo
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ser resultado de la activacién de macrofagos y linfocitos B. Hasta hace algunos
afos, IL-10 se consideraba una citocina que pertenecia al subgrupo de linfoctos
Th2, pero actualmente es considerada una citocina con funciones
inmunoreguladoras (Treg); esto podria explicar su deteccién en el suero de los
ratones inmunizados con la vacuna de ADN pBH7D46 en el presente trabajo, ya
que al activarse una respuesta celular tipo Thl, debié activarse también un

mecanismo que regule y controle este perfil de citocinas (167).

Bordetella bronchiseptica ha sido clasicamente considerada un
patbgeno extracelular, en los cuales una respuesta tipo Th2 se asocia con
proteccion. Sin embargo existe evidencia de que Bordetella puede sobrevivir
dentro de varios tipos celulares, incluyendo macréfagos y células dendriticas por
varios dias (148,149,150,151, 152). Aunque aun no se ha esclarecido cuél es el
mecanismo, la sobrevivencia intracelular de B. bronchsieptica puede contribuir a
explicar la respuesta inmune celular tipo Thl observada después de la infeccién
con este microorganismo y que ha sido relacionada con inmunidad protectora.
Varios estudios en modelos murinos indican que la inmunidad celular juega un
papel determinante en la eliminacion de B. bronchiseptica del organismo y que el

aumento de efectividad de anticuerpos se da principalmente por células Thl (76).
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La deteccion de la pertactina en las células Hela transfectadas con el
pBH7D46 que se realiz6 mediante la técnica de Western Blot pudo observarse
tanto en el sobrenadante como en el extracto de proteinas totales de las células, y
se hizo evidente utilizando lipofectamina a partir de las 24 hrs post transfeccion, y
a las 48 h. utilizando Carbopol 934. Se eligio usar estos dos métodos para realizar
el ensayo de transfeccion, por un lado la lipofectamina, debido a que el uso de
éste tipo de liposomas cationicos ha reportado tener una alta eficiencia (~50%) y
reproductibilidad comparado con otros métodos de transfeccion (electroporacion,
microinyeccién directa, bombardeo de células y tejidos con microproyectiles, (124)
asi como también ha sido mas eficiente al compararse con otros liposomas
catibnicos comerciales (125). Sin embargo, a pesar de que se ha estudiado a
profundidad los mecanismos por los cuales los lipidos catidénicos confieren buenos
resultados como vehiculos de transfeccién en cultivo celular, algunos estudios

realizados en modelos in vivo han mostrado que es altamente citotoxica (126).

Por otra parte se comprob¢ la eficiencia in vitro del adyuvante utilizado
en las inmunizaciones, el Carbopol 934®. Este compuesto es un polimero de
acido acrilico que se ha estudiado ampliamente por su propiedad de adhesivo
biolégico debido que tiene capacidad de modular la liberacién del antigeno; su
efecto como adyuvante fue descrito hace algunos afios (127,128) y ha sido usado

en vacunas veterinarias contra diversas enfermedades (129,130).
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La diferencia que pudo observarse en el ensayo de Western Blot con
éstos dos tratamientos en el tiempo de deteccion de la proteina a las 24 h. con
lipofectamina y a las 48 h. con Carbopol, probablemente se debi6 a que luego de
que el pldsmido fuera endocitado por las células y liberado a la ruta endosomal, se
sometid a un cambio de pH, lo cual en el caso del carbopol, hizo mas suceptible al
ADN plasmidico a la degradacion por DNAsas dependientes de pH, y por lo tanto,
una menor cantidad de DNA pudo haber atravesado la membrana nuclear para
permitir a la RNA polimerasa transcribir el gen de la pertactina y traducirlo en el
ribosoma y por lo tanto lograr su deteccion hasta las 48 h. Esto podria deberse a
que el carbopol es considerablemente menos efectivo como adyuvante cuando se

somete a un pH acido (es por eso que se debe preparar a un pH neutro) (154).
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|IX. CONCLUSIONES



1. Lavacuna de ADN elaborada con el vector pBH7D46 indujo la sintesis de
anticuerpos IgG en los ratones inmunizados por la via intramuscular, pero
no en los ratones inmunizados por la via intranasal.

2. El perfil predominante de citocinas inducidas por la vacuna de ADN

pBH7D46 como IL-2, INFy fue de tipo Thl en todos los grupos evaluados,
aunque en mayor concentracion utilizando la via intramuscular.

3. Los grupos inmunizados con la vacuna pBH7D46 con dosis de 150 ug no
mostraron diferencias significativas con respecto a los grupos que
recibieron dosis de 100 ug en ninguno de los dos tiempos evaluados.

4. La aplicacion de la bacterina indujo una mayor sintesis de anticuerpos IgG y
de citocinas IL-2, IL-10 e INFy, en los dos tiempos evaluados.

Prospectiva
1. Evaluar otras estrategias de transfeccion del pBH7D46 in vitro.
2. Evaluar la capacidad de transfeccién in vivo e in vitro del pBH7D46
clonando ademas dentro de éste el gen que codifica para la hemaglutinina

filamentosa.

3. Evaluar la respuesta inmune, tras la inmunizacién in vivo utilizando la
pistola génica.

4. Realizar un ensayo de desafio con B. bronchiseptica, inmunizando por la
via intramuscular y utilizando dosis de 150 y 250 ug de ADN plasmidico.

5. Incrementar los tiempos de evaluacion de la respuesta inmunitaria en el
suero de los animales inmunizados con el pBH7D46.
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ANEXO |



Soluciones y reactivos

Medios de cultivo

Medio Luria Bertani

Reactivo Cantidad
Bacto triptona 109
Extracto de levadura 549

NaCl 59

1 N NaOH 1ml
Bacto agar (solo en caso de ser necesario) 10al5g

Modo de preparacion: disolver en agua destilada cada uno de los
componentes en 800 ml , agitar hasta disolver totalmente y aforar a 1000 ml.

Esterilizar en autoclave a 15 Ibs. 15 min..
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Soluciones para extracciéon de plasmido por el método de lisis alcalina
Solucioén |
50 mM glucosa
25 Mm Tris-Cl (pH 8)
10 Mm EDTA (pH 8)

Esterilizar en autoclave durante 15 min. a 10 libras de presion. Conservar a 4°C.

Solucién Il
0.2 N NaOH (de una solucién 10 N)

1 %SDS

Solucioén 1l
5 M acetato de potasio 60 ml
Acido acético glacial 11.5 ml

Agua MiliQ 28.5 ml
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Ensayo de restriccion con EcoRV y EcoRI

Reactivo Cantidad
Agua MQ estéril 11.5 pl
Buffer de enzima 1.5l
ADN 1l
Enzima 1

Se incubo la mezcla por una hora a 37 °C y se analiz6 el peso de los fragmentos

liberados en un gel de agarosa al 1%.

Reactivos utilizados en el protocolo de transfeccion.

Buffer de lisis

Reactivo Cantidad para 10 ml
Tritton 100X 1% 0.1g

Dioxicolato de Sodio 0.2% 0.02¢g
Dodecilsulfato sodico 0.1% 0.01g

-105 -



Tris pH 8.3, 16 uM.
Primero se hacen 100 ml de una solucion 0.1 M de tris (1.21 g de Tris base y
ajustar pH con HCl a a 8.3). De ésta solucion se toman 16 ml para aforar a 100 ml

con agua MiliQ estéril.

Soluciones utilizadas en la extracciéon de proteinas

Solucién salina amortiguadora de fosfatos Na;HPO,10 mM pH 7.2

Reactivo Cantidad

NaH2PO4 Fosfato de sodio anhidro 1.9 mM 0.23g

Na2HPO4 Fosfato de sodio dibasico anhidro 8.1 mM | 1.15g

NaCl 154 Mm 99

Agregar 900 ml de agua destilada, ajustar el pH con &cido clorhidrico. Aforar a

1000 ml, esterilizar y guardar en refrigeracion.

Reactivos para cuantificacion de proteinas

Reactivo de Bradford

Reactivo Cantidad
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Etanol 95% 5mi

Azul de comassie G-20 10 mg
Ac. Fosforico 85% 10 ml
Agua MiliQ Cbp. 100ml

Se mezcla el etanol con el azul de Comassie, se afade el acido fosforico y se
afora a 100 ml. Se filtra con un filtro Whatman #1 y se guarda en un frasco ambar

y conservar en refrigeracion. Todo se prepara en oscuridad.

Preparacion de BSA al 1%
Primero se prepara una solucion stock con 100 mg de BSA en 1 ml de SSAF
estéril. A partir de ésta se toman 10 ul para diluir en 990 ul de SSAF y con éstas

realizar las diluciones para la curva estandar.
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Curva de BSA

Tubo BSA SSAF BRADFORD
1 2 98 ul
2 4 96 pl
3 6 94 ul
1ml
4 8 92 ul
5 10 90 pl
6 12 88 ul

Una vez realizadas las diluciones, se incuba 5 min. en oscuridad y se lee en el
espectofotébmetro a 595 nm y graficar la densidad Optica contra la concentracion
de albumina.

Para realizar las lecturas de las muestras de proteinas de membrana externa,

utilizar 5 ul de la muestra, 95 ul de SSAF y 900 ul de reactivo de Bradford.
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Preparacién de geles de acrilamida con duodecil sulfato de sodio al 12%

(SDS-PAGE)

Preparacién del gel separador (15 ml)

Reactivo Cantidad
Agua destilada 4.9 ml
Acrilamida 30% 6 ml

Tris 1.5 M Ph 8.8 3.8 ml
SDS 10% A5 ml
Persulfato de amonio 10% .15 ml
TEMED .006 ml

Procedimiento: Se agregan las sustancias en orden y por ultimo se afade el
TEMED vy el persulfato de amonio, agitando rapidamente y colocando entre los
vidrios, dejando espacio en la parte superior para colocar un sello de agua con la
finalidad de que el gel polimerice de manera uniforme. Se deja un poco de

pliacrilamida en un tubo para tener como control de polimerizacion.
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Preparacién del gel concentrador (5ml)

Reactivo Cantidad
Agua destilada 3.4 ml
Acrilamida 30% .83 ml
Tris 1.5 M Ph 8.8 .63 ml
SDS 10% .05 ml

Persulfato de amonio 10% | .05 ml

TEMED .005 ml

Se sigue el mismo procedimiento antes mencionado para el gel concentrador,
tomando en cuenta que se debe retirar antes el agua de los vidrios y colocar el

peine, para poder colocar el gel concentrador.
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Soluciones para ELISA

Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2

Reactivo Cantidad
NaH2PO4 Fosfato de sodio anhidro 1.9 Mm 0.23 g
Na2HPO4 Fosfato de sodio dibasico anhidro 8.1 Mm 1.15¢
NaCl 154 Mm 9¢g

Agregar 900 ml de agua destilada, ajustar el pH con acido clorhidrico. Aforar a

1000 ml, esterilizar y guardar en refrigeracion.

Solucién amortiguadora de citratos 0.05 M, pH 4

Se elabora a base de dos soluciones: Ay B

Solucién A Solucién B
- _ Citrato sodico tribasico | 14.7 g
Acido citrico] 11.48 g

_ dihidratado
monohidratado

, Agua destilada 500
Agua destilada 500 ml
mi

Mezclar 330 ml de sol. A con 235 ml de solucién B y aforar a 1000 ml de

destilada. Conservar en refrigeracion.
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SSAF-T 10 Mm pH 7.2, 0.05% de Tween 20

Para preparar SSAF-T se agregan 0.5 ml de Tween 20 por cada litro.

Solucién cromogeno

Acido 2,2-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic (ABTS) 15¢

Solucién citrato 10 ml

Solucién sustrato

Peroxido de hidrogeno al 30% 5ul

Agua destilada 120pl
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