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RESUMEN
VELAZQUEZ VAZQUEZ LETICIA. Efecto del Fragmento Variable de Cadena Sencilla
del Anticuerpo Anti-F5 en Asas Intestinales Ligadas de Bovino Desafiadas con Escherichia

coli B41. (Bajo la direccion de Dr. Alfredo Sahagin Ruiz y Dra. Elizabeth Morales
Salinas).

La colibacilosis es una enfermedad diarreica infecciosa que afecta a mdltiples especies y es
causada por la bacteria Escherichia coli. En el ganado lechero, cerca del 22% de los casos de
diarrea son debidos a colibacilosis lo que representa grandes pérdidas econémicas a nivel mundial.
En este estudio se evalud la capacidad del fragmento variable de cadena simple anti-F5
(scFv anti-F5), de inhibir la adherencia E. coli al epitelio intestinal, determinada
indirectamente valorando los cambios patolégicos presentes en el intestino después del
desafio con E. coli B41 en un modelo de asas ligadas en becerros; dichos cambios fueron
corroborados midiendo las asas y por observaciébn macroscopica, histopatoldgica e
inmunohistoquimica. Los resultados obtenidos fueron analizados con la prueba estadistica
de Mann Whitney y mostraron que en los tratamientos con los scFv anti-F5 expresados en
bacteria disminuyeron la relacion de la longitud entre circunferencia multiplicado por el
perimetro de las asas intestinales desafiadas con E. coli B41 comparadas con el control sin
tratamiento (P<0.05). Sin embargo, en el estudio histopatolégico no se obtuvieron
diferencias en la reduccion de las lesiones intestinales (P>0.05). Para establecer la
capacidad del scFv anti-F5 de inhibir la adherencia de E. coli al intestino del bovino y por

lo tanto de evitar la enfermedad, es necesario realizar un mayor nimero de estudios in vivo.



INTRODUCCION

La colibacilosis es una enfermedad diarreica infecciosa que afecta a maltiples especies y es causada
por la bacteria Escherichia coli. En bovinos, cerca del 22% de los casos de diarrea son originados
por esta causa, lo que ocasiona grandes pérdidas econdmicas a nivel mundial; siendo quizé la causa

més importante de la muerte de los becerros del ganado lechero.*

Esta bacteria fue descrita de manera inicial por Theodore Escherich en 1885 bajo el nombre de
Bacterium coli commune para indicar la presencia de este microorganismo en individuos sanos,
también la sefial6 como responsable de infecciones extraintestinales. Posteriormente su nombre
cambio a Escherichia coli; sin embargo, no fue sino hasta finales de 1940 que se pudo establecer

plenamente su participacion como agente productor de diarrea.”

La E. coli forma parte de la familia Enterobacteriaceae; se encuentra como habitante normal del
medio ambiente, es microbiota normal del tracto gastrointestinal y bajo ciertas condiciones puede
ser un patégeno oportunista, es un bacilo Gram negativo, mide de 3-4 um de longitud, es anaerobio
facultativo, no esporulado, posee fimbrias y flagelos peritricos, puede presentar capsula por lo cual

algunas colonias son mucoides.®

Los factores de virulencia que posee son: el antigeno somatico “O” compuesto de la parte
polisacarida del lipopolisacarido (LPS) de la pared celular que esta asociado a evasion de la
fagocitosis y del complemento, ademas de estar fisicamente relacionado con la endotoxina (lipido
A); el antigeno capsular “K” constituido de carbohidratos, favorece la adherencia de E. coli a los
enterocitos ademas de actuar como factor antifagocitico; la fimbria o pili antigeno “F” conformada
de pilina es una adhesina que permite la adherencia especifica de E. coli a la mucosa intestinal; y el

antigeno flagelar “H” compuesto de flagelina que permite la motilidad de la bacteria. ** %%



La E. coli se clasifica en 7 tipos patolégicos de acuerdo a la asociacidn de su patogenicidad y de sus
factores de virulencia, asi como la enfermedad clinica resultante: Enterotoxigénica (ETEC),
Enteropatdgena (EPEC), Enteroagregativa (EAgQEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enterohemorragica
(EHEC), E. coli que produce una toxina parecida a la shigatoxina (STEC) y Uropatogenica

(UPEC).&-%9

La E. coli ETEC es el tipo patolégico que causa las diarreas en los animales neonatos durante las
primeras 4 semanas de vida.®Y) Es productora de dos tipos de enterotoxinas, la termolébil (LT) con
los subtipos | y 1, y la termoestable (ST) que presenta los subtipos a y b. La toxina que afecta a los
becerros es la STa, al estimular a la guanidil ciclasa, que se encuentra en la membrana de los
enterocitos, incrementando su actividad lo que provoca un aumento en la concentracion intracelular
del monofosfato de guanosina ciclico (cGMP) y con lo que, a su vez, se induce la secrecion de

liquido y electrolitos hacia la luz del intestino delgado.“ ¢®

La mayoria de las colonias de E. coli ETEC aisladas de becerros presentan la adhesina F5 (antes
denominada K99), que es el factor de virulencia promotor de colonizacion y proliferaciéon de la
bacteria en el intestino delgado.®™ Algunos estudios muestran que al evitar la adherencia de E.
coli al epitelio del huésped a través del blogueo de la adhesina F5, la produccion de la diarrea
disminuye junto con la mortalidad de los becerros.? Para este efecto se han empleado anticuerpos
monoclonales, policlonales y calostro enriquecido con anticuerpos anti-F5, asi como la aplicacion
de vacunas a las madres para inducir la produccion de anticuerpos anti-F5, con el fin evitar la

enfermedad. Sin embargo los costos de estos profilacticos son elevados. (11-13)

Recientemente se ha obtenido mediante ingenieria genética una proteina recombinante consistente
en un fragmento de cadena simple de la region variable del anticuerpo anti-F5 (scFv anti-F5), el
cual demostro ser capaz de inhibir la aglutinacién de eritrocitos de caballo que expresan un receptor

para F5 al igual que los enterocitos bovinos.*



Fragmento variable de cadena simple (scFv)

El fragmento de cadena simple de la region variable del anticuerpo (scFv por sus siglas en ingles) es
la minima parte de un anticuerpo que tiene el sitio de unién al antigeno con la misma especificidad
del epitope que el anticuerpo completo parental, es monovalente y esta construido por las regiones
variables de las cadenas ligeras y pesadas (VL y VH) de la inmunoglobulina unidas covalentemente
por un péptido ligador flexible. © > Los scFv se han usado para la deteccion del virus de la fiebre
aftosa y el bacilo del antrax. ™" Para su produccién a gran escala, los fragmentos de los genes de la
inmunoglobulina (VH y VL) que codifican para estos scFv pueden ser clonados y expresados en

varios sistemas. ¢

Un modo de obtener una alta produccién de anticuerpos monoclonales es mediante el uso de un
hibridoma en cultivo celular, sin embargo ésta es costosa. Por otro lado, también se puede producir
una alta concentracion de anticuerpos monoclonales inoculando las células del hibridoma en la
cavidad peritoneal del raton induciéndole ascitis; sin embargo este procedimiento tiene
implicaciones éticas importantes, considerando el bienestar animal y de hecho, algunos paises

europeos han decidido limitar la produccién de anticuerpos en raton. 5%

Un método alternativo, es la produccidn por ingenieria genética de fragmentos de inmunoglobulinas
en bacterias, los cuales presentan algunas ventajas como es el menor costo de produccién y que no
se emplean necesariamente animales como vectores de produccion masiva en contraste con los
anticuerpos monoclonales producidos en ratén. “* ) Otro método de produccion es el uso de
algunas plantas transgénicas, las cuales han demostrado que son adecuadas para la fabricacion de
proteinas heterélogas, incluyendo anticuerpos recombinantes que han sido expresados en el tejido
verde (hojas) y en las semillas del tabaco asi como en otros modelos de plantas dicotiledoneas;

también se ha descrito la produccién de scFv en el tubérculo de la papa.®®



El arroz y el trigo son cereales muy importantes con practicas agricolas bien establecidas para su
crecimiento, cosecha y procesamiento en todo el mundo, por lo que tienen un gran potencial para
ser usados en la produccion a gran escala de proteinas recombinantes. Una de las ventajas de estos
cereales como vectores es que sus semillas secas son féciles de almacenar y distribuir, y se ha
demostrado que las semillas transgénicas pueden mantenerse al menos durante cinco meses a
temperatura ambiente sin pérdidas significativas de actividad del scFv. Por lo que los cereales

podrian ser usados como sistemas para producir moléculas para uso oral en Medicina Veterinaria.

(18)



JUSTIFICACION

La diarrea neonatal en becerros, originada por E. coli ETEC, ocasiona grandes pérdidas
econdmicas a nivel mundial, ya que genera cerca del 22% del total de los casos de diarrea
en bovinos, particularmente en becerras de remplazo del ganado lechero, en ganado de

carne y de lidia 313 1922)

La colibacilosis provoca una alta mortalidad (hasta un 60%) y su elevada morbilidad (10-
50%) implica perdidas por tratamientos veterinarios, tiempo y mano de obra. Los animales
afectados que logran recuperarse manifiestan retraso en el desarrollo corporal, por lo tanto
se incrementan los costos de produccion y la productividad de las empresas ganaderas

disminuye. (323

Con el fin de encontrar nuevas formas de combatir este problema se han implementado
multiples actividades en el manejo de las madres asi como de las crias como son la
vacunacion, el enriquecimiento del calostro, la administracion de anticuerpos especificos
para evitar la adherencia de la bacteria al epitelio intestinal del bovino. Sin embargo todas
estas practicas tienen un alto costo, por lo que se requieren técnicas mas econdémicas y

eficaces. (3,13,14,22-24)

En el Instituto de Investigacion Biofarmacéutica de la Universidad de Texas A&M se han
desarrollado fragmentos recombinantes conformados por una cadena simple de la region
variable (scFv) del anticuerpo anti-F5, y se demostré que los scFv anti-F5 inhiben in vitro
la union de las fimbria F5 de E. coli a receptores especificos en eritrocitos de equino

homélogos a los de enterocitos bovinos.”) Posteriormente realizaron la clonacién y



expresion del scFv anti-F5 en una planta de arroz (Oryza sativa) transgénica con el fin de
obtener la produccion masiva de los scFv anti-F5de forma méas econémica.
Este estudio estd dirigido a evaluar la capacidad de estos scFv anti-F5 para inhibir la

adherencia de E. coli al epitelio intestinal bovino in vivo en un modelo de asas ligadas.



HIPOTESIS

El fragmento variable de cadena sencilla (scFv) del anticuerpo anti-F5 sera capaz de inhibir
la adherencia de E. coli B41 evitando asi el dafio al epitelio intestinal bovino después de su

inoculacién en asas intestinales ligadas.

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la capacidad del scFv anti-F5, de disminuir el dafio al epitelio intestinal bovino por

E. coli B41.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Comparar la respuesta de las asas intestinales inoculadas con los scFv anti-F5
expresados en arroz, scFv anti-F5 expresados en bacteria, anticuerpo monoclonal de
raton anti-F5 y desafiadas con E. coli B41, determinando la relacion del peso,
longitud y circunferencia [(L/C)*P].

e Comparar mediante histopatologia el grado de dafio al tejido incluyendo la lesion
epitelial y el grado de reaccion inflamatoria ocasionados por E. coli B4l
administrada después de los diferentes tratamientos.

e Identificar la presencia de E. coli adherida a las vellosidades intestinales de los
diferentes tratamientos mediante inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo

especifico anti-F5 de E. coli.



MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se llevo a cabo en: el Laboratorio de Inmunologia Molecular del
Departamento de Microbiologia e Inmunologia; el Quiréfano para grandes especies ubicado
en el Hospital de Equidos; la Sala de Necropsias y los Laboratorios de Histopatologia e
Inmunohistoquimica del Departamento de Patologia. Estas instalaciones pertenecen a la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, que esta ubicada en Circuito
Exterior s/n, Ciudad Universitaria, México, D. F.

Poblacion de estudio. Se utilizaron 5 becerros machos de raza Holstein Friesian sanos, de
un dia de edad, privados de calostro, adquiridos en Cuautitlan, Estado de México. Los
animales al nacer fueron alimentados con 2 litros de leche descremada ultra pasteurizada
comercial; y posteriormente se mantuvieron en ayuno 3 h antes de la cirugia. Se realizaron
hemogramas preoperatorios de cada sujeto.

Microorganismo. Se utiliz6 la cepa B4l de E. coli enterotoxigénica (0101:K
'K99":F41%)*, la cual fue cultivada en medio liquido Luria-Bertani con tetraciclina
(SOug/mI)(ZS) para preparar alicuotas de 1.5 ml en microtubos con 15% glicerol que fueron
almacenados a -70°C hasta su uso. Antes de cada cirugia se prepararon indculos con una
concentracion de 2X10® UFC en 1 ml en jeringas para tuberculina.

Concentracion bacteriana. Se determind la concentracion bacteriana usando la técnica de
cuenta viable en placa a partir de E. coli B 41 cultivada por 1, 2 y 3 horas con el fin de

alcanzar 2 X10® UFC/ml requerida para el inoculo.??")

*Donado por Dr. Suryakant D. Waghela. Department of Veterinary Pathobiology, Texas Veterinary
Medical Center, Texas A&M University, College Station, TX 77843, USA



Tratamientos. Para cada segmento intestinal se utilizd una concentracion de 60 ug de
extracto de hojas de arroz expresando el scFv anti-F5, 30 ug anticuerpo monoclonal
(AcMo) anti-F5 de ratdn; 60 ug scFv anti-F5 de sobrenadante de cultivo bacteriano y 60 pg
de scFv de extracto bacteriano de la cepa HB2151 de E. coli. Como testigo de cada uno de
estos tratamientos se utilizaron respectivamente: extracto de hojas de arroz no transgénico,
anticuerpo monoclonal 1gG anti-Pseudorrabia® y E. coli B41 no recombinante inactivada
por calor. Estos materiales fueron donados por el Dr. Suryakant D. Waghela del
Departmento de Patobiologia Veterinaria, del College Veterinary Medicine de la

Universidad de Texas A&M.

Técnica quirurgica. Los becerros fueron tranquilizados con Xilacina al 2% con una dosis
de 0.05 mg/kg de peso.®® Posteriormente, fueron canalizados en la vena yugular con un
catéter conectado a un equipo de venoclisis y se administro solucién salina fisiologica
(SSF) para inducir la anestesia via intravenosa (1V) utilizando Pentobarbital sodico” al 63%

a una dosis de 2 mg/kg de peso.

La laparotomia se realizd a través de la region del hijar derecho, el ileon fue ligado con hilo
de seda estéril, para formar de cinco a seis secciones intestinales, de 7 cm de longitud cada

unay con una separacion entre ellas de 1 cm.

Una vez realizadas las ligaduras, cada asa fue inoculada con uno de los tratamientos o sus
respectivos testigos: scFv anti-F5 expresado en hojas de arroz 6 extracto de hojas de arroz

no recombinante; anticuerpo monoclonal (AcMo) anti-F5 de ratén o isotipo del AcMo*

¥ Pseudorabies MoAb 6D8-MB4; VMRD
+ PROCIN® Uso Veterinario. Xilacina 2%
¥ Anestesal® Uso veterinario
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(anticuerpo monoclonal anti pseudorrabia IgG); scFv anti-F5 de sobrenadante de cultivo
bacteriano o de extracto bacteriano de la cepa HB2151 de E. coli 0 con E. coli B41 no
recombinante inactivada; tal como se muestra en el cuadro 1. Transcurridos 10 minutos
postinoculacion todas las asas fueron desafiadas con E. coli B41 a una concentracion de 2 x
10% UFC/1ml.

Durante el proceso quirdrgico la cavidad se mantuvo hidratada con SSF, por ultimo fue
cerrada suturando con nylon y al termino de la cirugia se aplicaron 4 ml/kg via

intramuscular del analgésico Vetalgina®*.

Los becerros fueron sacrificados mediante sobredosis de Pentobarbital Sodico via 1V, 12
horas después de la inoculacién de E. coli; enseguida se realizo la recuperacion de las asas

intestinales.

* Vetalgina® Intervet.
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Toma de muestras y revision macroscopica. En cada tratamiento se midio longitud,
circunferencia y peso del segmento intestinal correspondiente, y se obtuvo una proporcion
dividiendo la circunferencia entre la longitud y multiplicando por el peso [(C/L)*P]
(Waghela comunicacién personal). Esta proporcién se considero, en este estudio, como la
respuesta de las asas intestinales ligadas al desafio con E. coli B41. Se obtuvo el contenido
de cada una de las asas en tubos individuales para realizar la cuantificacion bacteriana.
Cada muestra de tejido fue incluida en un frasco con formalina al 10% como medio de

conservacion para su posterior estudio histopatoldgico.

Anélisis histopatolégico. De cada segmento intestinal se cortaron cuatro fracciones de 3
mm de grosor, para colocarlos en capsulas, las cuales se sometieron a los procesos de
deshidratacion, aclaracion e infiltracion en parafina. Posteriormente los tejidos incluidos en
parafina fueron seccionados a 5 um de grosor utilizando un micrétomo y fueron tefiidos con
Hematoxilina y Eosina (HE), para posteriormente ser observados en un microscopio

fotonico para su interpretacién histopatolégica. ¢

Para evaluar el grado de lesion se utilizé el siguiente criterio: 0+ Lesiones no aparentes, 1+
Ligero infiltrado inflamatorio, edema en submucosa, 2+ moderado infiltrado inflamatorio,
edema en submucosa y atrofia de vellosidades, 3+ moderado infiltrado inflamatorio, edema
en submucosa, necrosis y atrofia de vellosidades, 4+ severo infiltrado inflamatorio, edema

en submucosa, necrosis, trombosis vascular y atrofia de vellosidades. ¢

Se uso la prueba estadistica de Mann Whitney con el programa de computo XLSTAT
2009.1 para evaluar los resultados de los estudios de la respuesta de las asas y el

histopatologico.
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Analisis inmunohistoquimico. La técnica de Inmunohistoquimica que se empleo fue la del
complejo Avidina Biotina Peroxidasa (ABC), utilizando un anticuerpo monoclonal 1gG
hecho en ratdon anti-F5 , y con una IgG biotinilada de origen caprino anti-lgG de

raton .32

Los tejidos fueron seccionados a 5 pm de grosor y colocados en portaobjetos
electrocargados positivamente; posteriormente fueron desparafinados en horno
convencional de calor seco durante 1 hora a 60°C, se lavaron dos veces con Xilol durante

30 minutos cada vez.

Para la rehidratacion de los tejidos, las laminillas fueron sumergidas en alcohol etilico en
concentraciones decrecientes de 100, 96, 80, 70 y 50%, realizando 3 lavados de 3 minutos
cada uno, por cada concentracion utilizada. Finalmente, se hicieron 3 lavados de 3 minutos

cada uno con agua destilada a temperatura ambiente (TA).

Con el fin de inhibir la peroxidasa endogena de los tejidos, las laminillas se trataron con
una solucion 1:5 de perdxido de hidrégeno y metanol absoluto respectivamente, realizando
1 cambio de 30 minutos a TA. Posteriormente, las laminillas se lavaron con la solucion

amortiguadora TRIS (pH 7.6), 3 veces durante 3 minutos cada uno a TA.

La recuperacion antigénica se llevo a cabo mediante la inmersion de las laminillas en la
solucién de citratos (pH 6.0) y posteriormente, el tratamiento fisico (calor) en horno de
microondas convencional, a potencia “alta” por 3 minutos, la reaccion fue detenida

inmediatamente al sumergir las laminillas en solucién TRIS fria.

E. coli K99 (6911): mouse monoclonal IgGl, MCA SANTA CRUZ
Biotin-Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Conjugate (Zymed ™ Grade) Zymed® LAB-SA invitrogen immunodetection
FELISA MOD FE-291A No. de Serie *0301077 Hecho en México
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A fin de bloquear la biotina y la avidina enddgenas se utilizo la solucion bloqueadora de
avidina y biotina , se aplicaron 50 pl de cada solucién por laminilla y se incubaron en
camara haimeda por 30 minutos a TA. Se realizaron tres lavados con TRIS de 3 minutos

cada uno, posteriormente se decanto la solucion para colocar el anticuerpo primario.

Para identificar la presencia de E. coli en la mucosa intestinal, se utilizo un anticuerpo
primario monoclonal anti-F5™ a una concentracién de 0.0033 pg/ul (1:30 de acuerdo a las
sugerencias del laboratorio) hecho en raton diluido en solucion de TRIS. Las laminillas
fueron incubadas en una camara himeda 17 horas a TA. Posteriormente, se realizaron 3

lavados con solucién TRIS de 3 minutos cada uno.

En seguida se aplico el anticuerpo secundario biotinilado de origen caprino anti-lgG de
ratbn a una concentracion de 0.015 pg/ul (1:100 de acuerdo a las sugerencias del
laboratorio)® y fue incubado por 30 minutos en cdmara himeda a TA. Después se hicieron

3 lavados con solucion TRIS de 3 minutos cada uno.

A continuacion se aplic a cada laminilla un conjugado enzimatico de estreptoavidina®, y
se incubo en camara humeda por 30 minutos a TA. Posteriormente, se realizaron 3 lavados

con TRIS de 3 minutos cada uno.

Con el fin de evidenciar la reaccién, se utilizo el cromégeno aminoetilcarbazol (AEC),
diluyendo una gota de cada reactivo en 1 ml de agua destilada y dejandolo actuar durante 4

minutos 30 segundos.

SIGMA-ALDRCH
Endogenous Avidin/Biotine Blocking Kit Zymed Histochemcal Reagents
E. coli K99 (6911): mouse monoclonal IgGl, MCA SANTA CRUZ

15



Posteriormente se realizo un lavado con agua destilada sobre cada laminilla para detener la
reaccion y luego fueron sumergidas en agua destilada. Como contraste las laminillas se
tifieron con hematoxilina de Meyer”, durante 5 minutos. Finalmente se realizo el montaje,

colocando un cubreobjetos en las muestras de tejido sellado con la resina hidrosoluble”.

Los testigos para la inmunohistoquimica fueron las siguientes:
A) Testigo positivo: Secciones de tejido intestinal bovino tratado solo con E. coli B41
B) Testigo negativo: Secciones de tejido intestinal bovino sin la aplicacién del
anticuerpo primario.
La presencia o ausencia de E. coli sobre el borde de las vellosidades intestinales
(adherencia) se identificO mediante la reaccion colorimétrica positiva (evidenciada por una
coloracion rojiza) y se documento con el analizador de iméagenes Motic images Plus

Version 2.0 ML.

El criterio de evaluacién fue: Inmunopositivo ¢ inmunonegativo.

$ Biotin-Goat anti-Mouse 1gG (H+L) Conjugate (Zymed ™ Grade)
Zymed® LAB-SA invitrogen immunodetection
" HISTOSTAIN® -SP Kits Zymed® LAB-SA Detection System
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RESULTADOS

La concentracién aproximada de 2X10° UFC/ml se alcanzé en 2 horas a 37°C, con
agitacion de 150 rpm. Esta concentracion fue utilizada como la dosis de desafio en todos

los tratamientos.

Los hemogramas preoperatorios reflejaron valores normales para todos los becerros
utilizados en este estudio, por lo que se deduce que los animales no presentaban alguna

enfermedad infecciosa.

Se presentan los resultados de los grupos: A) scFv anti-F5 de extracto bacteriano; B) scFv
anti-F5 de sobrenadante de cultivo bacteriano; C) E. coli B41 inactivada, D) scFv anti-F5
de extracto de hojas de arroz; E) Extracto de hojas de arroz no transgénico; F) Anticuerpo
monoclonal IgG anti-F5 de ratén; G) Anticuerpo monoclonal IgG anti-pseudorabia; y H) E.

coli B41 desafiante.
Revision macroscopica

Se determino la capacidad de los diferentes tratamientos para disminuir la proporcion de la
longitud entre la circunferencia por el peso, a lo que se considero como la respuesta de las

asas ligadas al desafio con E. coli B41.

Durante la inspeccion macroscopica de la cavidad abdominal de los becerros, las asas
intestinales ligadas en todos los tratamientos se observaron enrojecidas (congestion), de

superficie brillante y himeda (edema) y dilatadas (Figura 1y 2).

17



Figura 1. Experimentos de asas ligadas. Secciones intestinales recuperadas correspondientes al ileon de los
becerros tratados, observandose en todos congestion y edema.

Figura 2. Segmento intestinal correspondiente a un asa ligada.
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Los resultados promedio de la respuesta intestinal se muestran en el cuadro 2.

Long Circ. Peso Proporcion
Tratamientos (cm) (cm)  (Q)

A| SCRVOeEXt | gag 438 5g7 477

Bac.
scFv de Sob.
Bac. 564 436 5.18 4.01
E. coli B41
C nactivada 583 450 6.82 5.26
D scFv de Arroz | 7.75 5.40 11.50 8.01
E 950 6.00 11.58 7.31
Arroz no transg.
AcMoantiF5 | 730 450 7.30 450
G Isotipo AcMo 6.13 473 6.98 5.39
Ml EcoliBar | 623 528 876 7.42

Cuadro 2. Proporcion entre circunferencia, longitud y peso de las asas intestinales. Los promedios de las
medidas por tipo de tratamiento fueron utilizados para obtener la proporcion (C/L)*P.

La respuesta de las asas intestinales del grupo A (scFv anti-F5 de extracto bacteriano) y del
grupo B (scFv anti-F5 de sobrenadante de cultivo bacteriano) fue menor al ser comparada
contra el grupo H (E. coli B41 viva) (P<0.05). En la comparacion del grupo A con su
testigo el grupo C (E. coli B41 inactivada) a pesar de que se observa reduccién en la
respuesta del grupo A estas diferencias no fueron significativas (P>0.05), sin embargo, en
la comparacion del grupo B con el C, la reduccidon de la respuesta si fue estadisticamente

significativa (P<0.05) (Figura 3y 4).
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Figura 3. Promedio de la respuesta intestinal. A vs H y B vs H si mostraron diferencias significativas
(P<0.05); mientras que los grupos D vs Hy F vs H no mostraron diferencias significaticas (P>0.05). En el
caso de los testigos por grupo B vs C si hubo diferencia estaditica (P<0.05); mientras que Avs C,DVvsEy F
vs G no presentaron diferencia (P>0.05) con la prueba de Mann Whitney. "Debido al reducido nimero de
repeticiones la desviacion estandar no puede ser determinada.

Figura 4. Promedio de la respuesta intestinal de los grupos A, B, C y H. A vs C no mostraron diferencia
(P>0.05), B vs C si fueron diferentes estadisticamente. asi como A y B vs H si mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) con la prueba de Mann Whitney.

20



Similarmente, esta diferencia fue significativa considerando los grupos A y B, como un
solo grupo, contra el grupo H (P<0.05) (figura 5). La comparacion de los grupos D (scFv
anti-F5 de extracto de hojas de arroz) y F (anticuerpo monoclonal anti-F5 producido en
raton) contra el grupo H no denotaron diferencias significativas (P<0.05). Al considerar los
grupos A, B, D y F como un solo grupo, que son los que recibieron alguna forma de
anticuerpo anti-F5, contra el grupo H no se observo diferencia estadisticamente

significativa (P>0.05) (Figura 3y 5).

Figura 5. Promedio de la respuesta intestinal. Los grupos A, B, D y F considerados en un solo grupo vs H no
mostrron diferencias significativas (P>0.05); los grupos A y B vs H si mostraron diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05) con la prueba de Mann Whitney.

Por otra parte, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion del grupo D (scFv anti-F5 de extracto de hojas de arroz) contra el grupo E
(extracto de de hojas de arroz no transgenico) (P>0.05), y el grupo F (anticuerpo
monoclonal anti-F5 producido en ratén) contra el grupo G (testigo de isotipo anticuerpo

monoclonal anti-Pseudorabia) (P>0.05).
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Cuantificacion Bacteriana

Se realizd la cuantificacion bacteriana de cada uno de los segmentos intestinales y los
resultados indican que la E. coli B41 recuperada tanto de las asas no tratadas como de las
tratadas con alguna forma de anticuerpo anti-F5, se desarrollo eficientemente. Las unidades

formadoras de colonias promedio por grupo se muestran en el cuadro 3.

Volumen (ml) UFC

Ext. Bac. scFv 0.86 1.74x10°
Sobrenadante scFv 1.18 1.17x10°
Lisado deE. coli B41  3.00 6.9x108

Arroz scFv anti-F5 4.75 1.071x10°
Arroz no transg. 4.25 7.44x10°
AcM anti-F5 175 4.29x10°
Isotipo AcM 2.90 1.47x10°
E. coli B41 3.88 1.95x10°

Cuadro 3. Cuantificacion bacteriana del contenido de cada una de las asas expresado en unidades formadoras
de colonias (UFC).

Estudio histopatologico

Se determino la capacidad de los diferentes tratamientos de disminuir las lesiones en el
epitelio intestinal bovino de las asas ligadas al inhibir la adherencia de E. coli B41; se
considero el dafio al tejido incluyendo la lesion epitelial (exfoliacion, atrofia y fusion de

vellosidades) y el grado de reaccion inflamatoria ocasionados por la bacteria (cuadro 4).

Los grupos A (scFv anti-F5 de extracto bacteriano), B (scFv anti-F5 de sobrenadante
bacteriano), D (scFv anti-F5 de extracto de hojas de arroz) y F (anticuerpo monoclonal anti-
F-5 producido en ratdn), fueron comparados por separado con el grupo H (no tratado) y no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P>0.05) (Figura 6).
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Figura. 6 Promedios de las lesiones histolégicas por grupos. No se encontraron diferencias estadisticas con la
prueba de Mann Whitney. Debido al reducido nimero de repeticiones la desviacion estandar no puede ser
determinada.

De igual forma no se presentaron diferencias comparando el grupo H contra la suma de
todos estos grupos que recibieron alguna forma del anticuerpo A, B, D y F (P>0.05)

(Figuras 7, 8y 9).

Grado
Tratamientos de
Lesion
A | Ext. Bac. scFv 2.5
B Sobrenadante
SsCFv 2.6
C E. coliB41
inactivada 2
D | Arroz scFv a F5 2
E | Arroz no transg. 2
F |AcMo a F5 2.5
G |Isotipo AcMo 2
H |E. coli B41 2.6

Cuadro 4. Lesiones histopatolégicas de las asas intestinales de los tratamientos y testigos. El valor la lesién
presentado es un promedio de las repeticiones por tratamiento, a las cuales se les dio calificaciones de 1,2 3,y
4 cruces.
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Asimismo, en la comparacion de cada uno de los tratamientos con sus controles
individuales respectivos, el grupo A (scFv anti-F5 de extracto bacteriano) comparado con el
grupo C (E. coli B41 inactivada); el grupo B (scFv anti-F5 de sobrenadante bacteriano)
contra el grupo C; el grupo D (scFv anti-F5 de extracto de hojas de arroz) contra el E
(extracto de hojas de arroz no transgenico), y el grupo F (anticuerpo monoclonal anti-F-5
producido en ratén) contra el G (anticuerpo monoclonal anti-Pseudorabia); tampoco se

encontraron diferencias significativas (P>0.05). (Cuadro 4).
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Fig. 7 a. Grupo A ScFv anti-F5 de sobrenadante de
cultivo bacteriano
HyE, 4X.

Fig. 7 c. Grupo C E. coli B41
inactivada.
Testigo individual.
HyE, 4X.

Fig. 7 b. Grupo B ScFv anti-F5de extracto periplasmico
bacteriano
HyE, 30X.

Fig. 7 d. Grupo H Escherichia coli B41
Testigo general
HyE, 4X

Figura 7 a, b, c y d. Secciones histoldgicas de ileon correspondientes a los grupos A y B con scFv anti-F5
expresado en bacteria comparadas contra su testigo grupo C con E. coli B41 lisada y contra el testigo general
grupo H con E.coli B41 desafiante.
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Fig. 8 a. Grupo D ScFv anti-F5 de arroz Fig. 8 b. Grupo E Arroz no transgénico
Testigo
HYE, 4X Hy E, 30X

Fig. 8 c. Grupo H Escherichia coli B41
Testigo general
HyE 4X

Figura 8 a, b y c. Secciones histologias de ileon que muestran al grupo D con scFv anti-F5 expresado en arroz
comparado contra su testigo individual Grupo E extracto de hojas de arroz no transgénico, y con el testigo
general grupo H E. coli B41 desafiante.
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Fig. 9 a. Grupo F Anticuerpo monoclonal anti- . . .
g P E5 P Fig. 9 b. Grupo E Isotipo de Anticuerpo monoclonal

Testigo

Fig. 9 c. Grupo H Escherichia coli B41
Testigo general

Figura 9. Secciones histoldgicas de ileon presentando al grupo F Anticuerpo monoclonal anti-F5 comprado
con su testigo individual grupo G isotipo de anticuerpo monoclonal IgG anti-pseudorrabia; y contra el testigo
general grupo H E. coli B41 desafiante. Hy E, 4X.
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Estudio Inmunohistoquimico

En este estudio se determino la presencia o ausencia de E. coli B41 adherida al borde de
cepillo del epitelio intestinal por la deteccion especifica de la fimbria F5 con el anticuerpo
monoclonal 1gG anti-F5. Las muestras de todos los grupos fueron inmunopositivas
observandose un color café rojizo en el borde de cepillo de los enterocitos (Figuras 10 a 'y
b); con esto se demuestra que las lesiones descritas tanto en el estudio de respuesta de las
asas intestinales como en el estudio histopatoldgico, estan relacionadas con el efecto de E.

coli B41.

Aunque fue mas facil encontrar positividad en las asas intestinales no tratadas que en las
tratadas con alguna forma de anticuerpo anti-F5, esta diferencia no fue suficientemente

clara para realizar un analisis cuantitativo.

a b

Figura 9 a y b. Secciones histoldgicas de tejido intestinal, donde se evidencia la inmunopositividad de color
café rojizo en el borde de los enterocitos. ABC, con anticuerpo monoclonal anti-F5. 100X
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DISCUSION

La fimbria F5 es responsable de la adherencia de E. coli ETEC a los enterocitos de bovino
lo cual es un paso critico en la patogénesis de la colibacilosis bovina. Los efectos de la
colibacilosis pueden reducirse si se administran anticuerpos anti-F5 en las primeras 24
horas de vida, disminuyendo la mortalidad neonatal al interferir con la adherencia de la
bacteria al receptor glicocilado encontrado en los enterocitos de la mucosa intestinal
bovina.**¥ Similarmente se ha demostrado que los fragmentos Fab preparados de
anticuerpos monoclonales, que reaccionan con la fimbria F5 de E. coli ETEC, pueden
inhibir la adherencia de E. coli al epitelio intestinal ®***. Asimismo, las moléculas de scFv
desarrolladas a partir de la tecnologia de anticuerpos recombinantes han demostrado su
efectividad de inhibir la adherencia de ligandos a sus receptores respectivos 3%, Este
estudio fue dirigido a determinar el efecto del scFv anti-F5, en asas intestinales de bovino

desafiadas con E. coli B41.

En la presente investigacion se observo que en los tratamientos con 60 ug de scFv anti-F5
de extracto bacteriano (grupo A) y de sobrenadante bacteriano (grupo B) disminuyeron la
respuesta de las asas intestinales desafiadas con E. coli B41 en una concentracion de 2x10°
comparadas con el testigo sin tratamiento (grupo H) y estas diferencias fueron
estadisticamente significativas, posiblemente porque los scFv anti-F5 se unieron a la
bacteria inhibiendo la union de esta al epitelio intestinal bovino. Similarmente Bhaskaran et

al. 2005, encontr6 que utilizando 0.26x10™ pM de scFv anti-F5 fueron capaces de inhibir

totalmente la aglutinacion de eritrocitos de equino inducida con 32 ng F5. Sin embargo, en
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este estudio cuando se compararon los tratamientos de scFv anti-F5 de extracto bacteriano
(A) y de sobrenadante bacteriano (B) con el testigo E. coli B41 inactivada (grupo C), se
presento una disminucién de la respuesta intestinal de 7 y 17% respectivamente pero solo
fue estadisticamente significativa para el tratamiento de scFv de sobrenadante de cultivo
bacteriano (B). Se esperaba que esta disminucion (A y B comparados con C) fuera mayor,
suponiendo que la bacteria inactivada no interferiria con la adherencia de E. coli B41. Es
posible que el F5 de E. coli B41 inactivada compitiera con la bacteria viva al desafio por
los receptores. Un estudio realizado por Jay et al, en el 2004®”, demostré una inhibicién de
la adherencia de E. coli B41 a enterocitos fetales de bovino, previamente tratados con 20 pg
de fimbria F5 purificada, explicando que las moléculas purificadas competian por los
receptores encontrados en los enterocitos por lo cual habia menos disponibilidad de
receptores al realizar el desafio con 10’ UFC E. coli B41. Un testigo més adecuado podria
ser una cepa de E. coli que no exprese la fimbria F5, y aun mejor la cepa HB2151, la cual
se utilizé en de produccion del scFv anti-F5, no obstante, esta cepa no estuvo disponible al

momento de hacer estos experimentos.

Contrariamente a los datos reportados acerca de que el scFv antiF-5 expresado en bacteria,
es capaz de inhibir la hemaglutinacion de eritrocitos de equino (Bashkaran et al. 2005) y de
que el scFv antiF-5 expresado en arroz (Sunilkumar, et al. 2008) es capaz de inhibir la
hemaglutinacion de eritrocitos de caballo y la adherencia de E. coli a enterocitos fetales de
bovino in vitro; en este estudio, el scFv anti-F5 expresado en arroz no mostro un efecto en
la reduccion del dafio al intestino, ni en las lesiones histologicas, esto puede estar
relacionado con la concentracion utilizada (60 ng), ya que no existen estudios anteriores in

vivo que indiquen una concentracion del scFv anti-F5 optima de la inhibicién de la
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adherencia de E. coli al intestino bovino. Cabe mencionar que solo se realizaron 2
repeticiones con el scFv anti-F5 expresado en arroz, debido a que el material fue
insuficiente para realizar mas repeticiones, por lo que el analisis estadistico no es

concluyente en este punto.

En el caso de las asas tratadas con el anticuerpo monoclonal anti-F5 se presento una
reduccion en la respuesta de las asas al desafio con E. coli B41 del 39.5% con respecto a la
presentada en el asa sin tratamiento, sin embargo, esta no fue estadisticamente significativa.
De igual forma se observo una disminucion del 12% en la respuesta al desafio de las asas
tratadas con el anticuerpo monoclonal anti-F5 (grupo F) en comparacion con las asas
tratadas con el isotipo del monoclonal (grupo G), pero, estas diferencias tampoco fueron
estadisticamente significativas. Aunque la capacidad del anticuerpo monoclonal de inhibir
la adherencia al epitelio intestinal bovino ha sido plenamente demostrada ©® %), en este
estudio no se pudo observar con claridad, posiblemente debido al reducido nimero de
repeticiones. La concentracion y la actividad de los reactivos utilizados en los tratamientos
(scFv y AcMo) fueron determinadas previamente en la Universidad de Texas A&M, pero

es posible que dichos valores se pudieron afectar durante su traslado a la FMVZ, UNAM.

Por ultimo se sugiere que se realicen mas estudios in vivo, como podria ser la
administracion de diferentes dosis del scFv anti-F5 bacteriano o expresado en arroz a
becerros neonatos previo a un desafio controlado o natural, para probar si son capaces de
evitar la enfermedad o no; en el caso de contundentemente su efectividad, implementar un
modo en que este pueda ser administrado en la practica como suplemento en la crianza

artificial de la primera semana de vida del becerro.
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CONCLUSION

En esta investigacion, el tratamiento con scFv anti-F5 expresado en el sobrenadante de
cultivo bacteriano, fue capaz de reducir la respuesta del asa intestinal al desafio con E. coli
B41, en contraste, no fue posible demostrar una reduccion a esta respuesta con los
tratamientos de scFv expresado en el extracto bacteriano y en el extracto de arroz; con el fin
de establecer la capacidad de los scfv’s anti-F5 de evitar la presentacion de la enfermedad,
inhibiendo la adherencia bacteriana a las células epiteliales del intestino bovino, es

necesario realizar un mayor numero de estudios in vivo.
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