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l. Resumen

Los compuestos flavonoides del propoéleo participan en la activacion del sistema
inmunologico induciendo la liberacion de citocinas, de linfocitos y macrofagos, lo
que lleva a un aumento de la inmunidad especifica celular y humoral. La bacteria
P. multocida es la causante del snuffles en conejos, la cual tiene una alta tasa
de morbilidad y mortalidad en animales dedicados a la produccion. Por lo
anterior, el objetivo del presente trabajo fue demostrar el efecto
inmunoestimulante del propodleo utilizado como adyuvante en una bacterina
contra P. multocida en conejos. Las bacterinas fueron inoculadas en 24 conejos
experimentales, en tres ocasiones con intervalos de 15 dias cada una. El efecto
inmunoestimulante fue comparado entre 2 propdleos de diferente origen y
relacionado con el hidréxido de aluminio (Al(OH)z3). El efecto inmunoestimulante
se establecid por medio de la determinacion de niveles de anticuerpos IgG
séricos en muestras séricas obtenidas previamente a las inmunizaciones y con
intervalos de 14 dias. Se establecio el dafio pulmonar macroscoépico por medio
de placas de torax y un analisis digital de imagen. El dafio pulmonar
microscopico (de muestras de corazon, higado y rifion) se determind por tincion
de hematoxilina y eosina (HE) y un conteo de mastocitos utilizando una tincién
de azul de Toluidina (AT) en muestras histopatolégicas de pulmoén. En
conclusioén, los resultados obtenidos son indicativos de un efecto equiparable
al hidroxido de aluminio, por parte del propdleo mexicano y sugieren una
correlacién existente entre la concentracion de compuestos flavonoides y el
efecto inmunoestimulante obtenido (con un aumento de los niveles de
anticuerpos entre 6.02 — 7.34 de densidad Optica (OD)). Ademas, se demuestra
una correlacion entre el dafio pulmonar macroscopico y el conteo de mastocitos
en muestras histopatoldgicas, en donde el dafio macroscépico aumento entre
1.3 — 5.0% con respecto al aumento del conteo de mastocitos.

Palabras clave: Pasteurella multocida; propoleo; adyuvante, flavonoide.



Abstract.

The flavonoid compounds of propolis participate in the activation of the immune
system by inducing the release of cytokines, lymphocytes, and macrophages, which
leads to an increase in specific cellular and humoral immunity. The P. multocida
bacteria is the cause of snuffles in rabbits, which has a high morbidity and mortality
rate in animals dedicated to production. Therefore, the objective of this work was to
demonstrate the immunostimulatory effect of propolis used as an adjuvant in a
bacterium against P. multocida in rabbits. The immunostimulatory effect was
compared between 2 propolis of different origin in related to aluminum hydroxide (Al
(OH) 3). The immunostimulatory effect was established through the determination of
serum IgG antibody levels in serum samples obtained before immunizations and at
intervals of 14 days. Microscopic lung damage (from heart, liver and kidney samples)
was determined by staining with hematoxylin and eosin (HE), the mast cell count
using toluidine blue (TA) staining in histopathological lung samples. In conclusion,
the results obtained are indicative of an effect comparable to aluminum hydroxide,
by Mexican propolis and suggest a correlation between the concentration of
flavonoid compounds and the immunostimulant effect obtained (with an increase in
antibody levels between 6.02 - 7.34 optical density (OD)). Also, a correlation
between macroscopic lung damage and number of mast cell in histopathological
samples is demonstrated, where the macroscopic damage increased between 1.3 -
5.0% with respect to the increase in the number of the mast cell.

Keywords: Pasteurella multocida; flavonoid; serum antibody, Mexican propolis.
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1. MARCO TEORICO




“Efecto inmunomodulador del propdleo en una bacterina contra
Pasteurella multocida en conejos”

1.1 Propdleo

La palabra propdleo tiene su origen del griego propolis que significa “pro”: para o en
defensa; y “polis”: ciudad, es decir “Defensa de la colmena” (Salatino et al., 2005;
Miguel y Antunes, 2011). El propoleo es un material resinoso recolectado por las
abejas de la yema y exudados de las plantas, que es transformado en presencia de
las enzimas contenidas en la cavidad oral de las abejas, su color varia de verde,
rojo a marrén oscuro dependiendo de la vegetacion y estacion del afio.

La utilidad del propdleo en medicina veterinaria en un principio se limitaba a su
accion antimicrobiana, sin embargo, su uso se ha diversificado, algunos ejemplos
son: en ganado lechero, se ha utilizado como linimento para controlar las mastitis,
en explotaciones porcicolas se ha empleado como profilactico en enfermedades
respiratorias y gastroentéricas, también se ha utilizado como estimulante para el
crecimiento de corderos, cerdos, becerros y en la carpa comun. Ademas de ser
utilizado como profilactico para contrarrestar la fiebre tifoidea en patos, sanar
heridas y como anestésico local en cirugia (Lazzari et al., 2011; Bogdanov, 2014),
su empleo se ha extendido dentro de la medicina humana en investigaciones sobre
el manejo de procesos inflamatorios agudos y crénicos, como es el caso de la artritis
(Franchin y Colén, 2016).

1.2 Principales compuestos bioquimicos del propdleo

El propéleo en la naturaleza esta compuesto de 30% de cera, 50% resina y balsamo
vegetal, 10% de aceites esenciales y aromaticos, 5% de polen y otras sustancias
(Burdock, 1998). Cuenta con una composicion quimica determinada por una mezcla
de ceras, resinas, balsamos, aceites esenciales y polen, destacandose la presencia
de compuestos bioactivos tales como acido cinamico, compuestos fendlicos y
flavonoides (Ghisalberti, 1979), terpenos, acidos aromaticos, derivados del acido
caféico, acidos grasos y aminoacidos (Bankova et al., 2000).

Las actividades biologicas, para este producto natural, incluyen actividad
hepatoprotectora (Bankova et al., 2000), antitumoral (Miguel y Antunes, 2011),
inmunomoduladora (Fan et al.,, 2014), regenerativa, cicatrizante, anestésica
(Ghisalberti, 1979), antioxidante y antimicrobiana (Aga, 1994).
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El propdleo posee una actividad antimicrobiana, relacionada con la presencia de
compuestos flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres (Marcucci, 1995), la cual se
ha demostrado en experimentos in vitro en diferentes tipos de bacterias
Grampositivas y algunas Gramnegativas, también frente a hongos filamentosos
(Burdock, 1998) y levaduras (Martins et al., 2002).

Bankova et al. (2000) reportaron que la diferente composicion quimica de los
propdleos de diferente origen es proporcional a propiedades biolégicas disimiles.
Asi mismo, basado en diversos informes, afirma que los compuestos bioactivos son
diversos, por ejemplo, la actividad de defensa para las abejas contra las infecciones
bacterianas y flngicas se deben principalmente a flavononas, flavonas, acidos
fendlicos y sus ésteres en el caso del propoleo europeo, en comparacion con los
propéleos brasilefios, en donde las propiedades biolégicas son atribuidas a los
acidos p-cumaricos y diterpenos.

1.2.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se caracterizan por tener un nucleo aromatico unido a un
grupo hidroxilo, que incluyen al fenol, los fenoles di y trihidricos, los &cidos
hidrobenzoicos, nitrofenoles, clorofenoles, aminofenoles,  metoxifenoles,
fenoxifenoles, alquilfenoles, derivados de ndcleos aromaticos condensados
(naftoles). Las propiedades de cada uno de estos compuestos quimicos
dependeran de la naturaleza de los grupos substituidos en su anillo bencénico
(Torres y Calva, 2002).

1.2.2 Compuestos flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales de bajo peso molecular que comparten
una estructura comuan de difenilpiranos (C6-C3-C6), se componen de dos anillos de
fenilos (A y B) ligados por un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de
carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8 y los del anillo B desde el 2' al 6'
(Martinez-Flores et al., 2002).

En funcién de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en: 1) Flavanos,
como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C; 2) Flavonoles,
representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en posicion 4 y un
grupo -OH en posicibn 3 del anillo C; 3) Flavonas, como la diosmetina y
pinocembrina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y carecen
del grupo hidroxilo en posicion C3; 4) Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH
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en posicion 3 pero ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del
anillo C (Fig. 1).

Fig. 1. Caracteristicas estructurales de los principales tipos de flavonoides. Tomado de Martinez (2002).

OH
OH
HO 0
c]
OH o
Catequina Quercitina Diosmetina

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un nimero variable de grupos
hidroxilo fendlicos, cuentan con propiedades de quelacion del hierro y otros metales
de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por ello,
desempefian un papel esencial en la proteccién frente a los fendbmenos de dafio
oxidativo y tienen efectos terapéuticos en diversas patologias, incluyendo la
cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (Franchin y Colén, 2016). Sus
propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia los radicales
hidroxilos y superoxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio de la
cadena de peroxidacion lipidica y se ha descrito su capacidad de modificar la
sintesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide y anti-inflamatoria), de
prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitrombadticos) y de proteger a las
lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencion de la placa de ateroma)
(Martinez-Flores et al., 2002).

1.3 Cunicultura en México

La cunicultura es la cria de conejos para el aprovechamiento de su carne y sus
productos. El concepto procede del vocablo latino cuniculus (“conejo”) y de cultura
(“que se asocia al cultivo de algo”), se conoce como conejo comun al Oryctolagus
cuniculus, un mamifero de la familia de los lepdridos.

El Estado de México es uno de los principales productores de carne de conejo, en
el ciclo 2017 se contaba con aproximadamente de 100,364 vientres, obteniendo una
produccion de 486.367 toneladas de carne de conejo. Los principales municipios
productores de carne de conejo son: Amecameca, Texcoco, la zona del Valle de
México, Toluca, Jilotepec y Atlacomulco. A nivel internacional, México ocupa el
décimo octavo lugar en su produccién con 4 mil 500 toneladas anuales. (SAGARPA,
2018).
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La Asociacion de Cunicultores del Centro de México (ANCUM) tiene registradas
1,306 unidades de produccion como socios en 21 entidades de la Republica:
Oaxaca, Estado de México, Ciudad de Meéxico, Puebla, Hidalgo, Chiapas,
Querétaro, Jalisco, Michoacén, Sinaloa, Aguascalientes, Veracruz, Yucatan,
Colima, Coahuila, Chihuahua, Tamaulipas, Zacatecas, Tlaxcala y Morelos. (ACUM,
2016).

Dentro de la cunicultura, uno de los principales problemas son las enfermedades
infecciosas respiratorias agudas, que son una de las mayores causas de morbilidad
y mortalidad en animales dedicados a la produccién, repercutiendo con pérdidas
econOmicas importantes (Cervantes y Aguilar, 2016; Massacci et al., 2018). En
México, la prevalencia de lesiones neumdnicas macroscopicas de animales
clinicamente sanos, de 8 a 10 semanas de vida, pueden llegar hasta un 20%. En
rastros se han encontrado problemas de otitis media en animales jévenes y adultos,
en un 4% y 32% respectivamente (Cervantes y Aguilar, 2016).

1.4 Pasteurelosis en el conejo

La bacteria Pasteurella multocida se considera parte de la microbiota comensal del
tracto respiratorio de diferentes especies de animales, puede ser un patégeno
primario y secundario en enfermedades respiratorias que afectan a muchas
especies domésticas y salvajes, ademas de a humanos (Wilson y Ho, 20183;
Massacci et al., 2018). Tanto en animales como en humanos, las especies de
Pasteurella, especialmente P. multocida, a menudo es asociada con infecciones
cronicas y agudas que pueden conducir a una morbilidad significativa
(manifestindose como pasteurelosis, neumonia, rinitis atréfica, dermonecrosis,
celulitis, abscesos, meningitis y/o septicemia hemorragica) y mortalidad,
particularmente en animales (Wilson y Ho, 2013).

En el caso particular de los conejos, P. multocida forma parte del complejo
respiratorio, la cual es una de las enfermedades mas comunes y severas tanto en
conejos de granja como de laboratorio (Selva et al., 2007; Massacci, 2018). La
pasteurelosis del conejo se origina por colonizacién de las vias respiratorias
superiores, a partir de esta region, algunas cepas son capaces de invadir otros
organos, desencadenando una gran variedad de signos clinicos. Sin embargo, la
patogenia depende de la resistencia del hospedador y la virulencia de la cepa (Selva
et al., 2007).

Existen factores predisponentes de la pasteurelosis y que facilitan la colonizacion
bacteriana de las vias respiratorias, se consideran de importancia aquellos factores
extrinsecos a P. multocida, como los cambios nutricionales, climaticos o de manejo.
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(Deeb y Di-Giacomo, 2000), agentes infecciosos como Bordetella bronchiseptica, el
virus de la mixomatosis o Mycoplasma sp. (Rosell, 2000), factores ambientales
como la acumulacién de amoniaco, la tasa de ventilacion, los cambios bruscos de
temperatura, el polvo y el tipo de explotacion, los cuales facilitan la colonizacion
bacteriana de las vias respiratorias (Selva et al., 2007).

1.4.1 Signos clinicos y lesiones

Las cepas de P. multocida a menudo se asocian con infecciones cronicas y agudas,
es capaz de migrar a partir de las fosas nasales e invadir otros érganos, lo cual
origina una amplia variedad de cuadros clinicos que incluyen: neumonia, rinitis
atrofica, dermonecrosis, celulitis, otitis media y torticolis, conjuntivitis, neumonia y
pericarditis, abscesos subcutaneos o en oOrganos internos, afeccion del tracto
reproductor (metritis y orquitis), septicemia, meningitis y/o septicemia hemorragica
(Selva et al., 2007; Cervantes y Aguilar, 2016; Wilson y Ho, 2013).

Los signos clinicos mas representativos son: rinitis (irritacion e inflamacion de la
mucosa nasal) secrecion nasal mucopurulenta, ruidos y dificultad respiratoria, es
asociada frecuentemente a conjuntivitis (Wilson y Ho, 2013), estos sintomas se
engloban en un proceso conocido en terminologia inglesa como “snuffles” (coriza)
(Fig. 2), esta es la forma mas comun de pasteurelosis en el conejo (Selva, et al.,
2007).

Fig. 2. Coriza en una coneja adulta.
Obtenida de Selva et al., 2007.

1.4.2 Diagnéstico

El diagnostico se basa en el aislamiento e identificacion bioquimica del agente
bacteriano de P. multocida, en agar base sangre al 5%, donde crecen colonias
circulares y convexas de color blanquecino, mucosas y no hemoliticas. Por otro
lado, en paises como Espafia e Italia se implementa la deteccion seroldgica de P.
multocida (Massacci et al.,, 2018), utilizando el método de ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA, por sus siglas en inglés), el cual se basa
en la deteccion de niveles de IgG séricos, dicha prueba es de utilidad para
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diferenciar animales negativos de animales positivos 0 en proceso de infeccion
inmunorreactiva, incluso brinda la posibilidad de diagnosticar a conejos
asintomaticos. Sin embargo, las infecciones agudas pueden no detectarse por
serologia, asi como las infecciones cronicas pueden no llegar a diagnosticarse por
técnicas de cultivo microbiolégico, por ello se recomienda realizar una combinacion
de ambas técnicas para disminuir el margen de error (Selva et al., 2007; Wilson y
Ho, 2013).

1.4.3 Tratamiento y prevencién de la pasteurelosis

P. multocida es sensible a antimicrobianos como la penicilina, penicilina-
estreptomicina o tetraciclina, sin embargo, estas terapias son relativamente
ineficaces debido a la reaparicidon de los signos clinicos, tras finalizar el tratamiento.
La adicion de clortetraciclina a la dieta (a dosis de 300-400 gramos/tonelada) ha
mostrado ser efectiva en la reduccion de la prevalencia de P. multocida en el tracto
respiratorio superior de conejos adultos aparentemente sanos, aunque no es
efectiva en la disminucion de prevalencia de pasteurelosis en conejos jévenes. La
mayoria de los aislamientos de P. multocida son sensibles a la penicilina, no
obstante, el uso de antibiéticos no es recomendables debido a la cualidad de los
conejos de ser fermentadores cecales, por lo que se reserva soélo para inoculaciones
parenterales en hembras y machos de alto valor (Selva et al., 2007).

El control de la pasteurelosis, se basa en las medidas de profilaxis sanitaria, debido
a que con ello se disminuye el porcentaje de animales enfermos. Entre las
principales medidas con aplicacion temporal se encuentran, la eliminacion de
enfermos crénicos y la desinfeccion frecuente (entre 5-6 dias por semana). Asi
como la optimizacién de las condiciones ambientales (regularidad y equilibrio entre
la temperatura, humedad y velocidad del aire) (Selva et al., 2007).

1.4.4 Pasteurella multocida

P. multocida es un bacilo corto, bipolar, capsular, no movil, Gramnegativo, con 0.3-
1.0 ym de ancho y 1.0-2.0 ym de largo, oxidasa y catalasa positivos, ho hemolitica.
Se divide en 5 serotipos capsulares (A, B, D, E y F), que se clasifican en 16
serovariedades de Heddleston (1-16), basados en antigenos de lipopolisacaridos
(LPS) (Townsend et al., 2001; Massacci et al., 2018).

Los distintos tipos de P. multocida se asocian con enfermedades especificas en
humanos (Caroff et al., 2002) y diferentes especies animales, como es el caso de la
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rinitis atréfica de los cerdos, relacionada con los serotipos A y D; la septicemia
hemorragica en bovinos con B:2; B:2,5; E:2 y E:2,5; el cOlera aviar con A, Fy D, y
el complejo respiratorio de los conejos con los serotipos A:3y A:12 (Cameron et al.,
1978, Caroff et al., 2002; Boyce et al., 2004; Massacci et al., 2018). Sin embargo,
existen reportes de la presencia de los tipos capsulares A, D y F, a partir de
aislamientos en conejos (Jaglic et al., 2004; Cervantes y Aguilar, 2016).

1.4.4.1 Factores de virulencia de Pasteurella multocida

Los factores de virulencia (VF, por sus siglas en inglés) méas estudiados son el LPS
y la capsula, esta ultima en el caso del tipo A estd compuesta por acido hialurénico
gue es un polimero de acido D-glucurdnico y N-acetyl D-glucosamina (Boyce et al.,
2004; Harper et al.,, 2006; Wilson et al., 2013; Massacci et al.,, 2018), los
polisacaridos capsulares son diferentes para cada serovariedad, lo cual permite
distinguir los aislamientos en uno de los 5 serogrupos capsulares como los tipos B
(arabinosa, manosa y galactosa), D (heparina), E (no caracterizado) o F
(condroitina) (Wilson y Ho, 2013).

La capsula le provee a P. multocida resistencia a la desecacion, actividad
antifagocitica, proteccion contra la actividad antibacteriana del complemento y actia
como receptor de lectinas, ubicadas sobre las células del hospedero, este
mecanismo contribuye a la adhesioén previa a la infeccidén por lo anterior, existe la
tendencia a considerar a las bacterias capsulares como mas virulentas (Boyce et
al., 2004; Massacci et al., 2018). Se han descrito diferentes proteinas de membrana
externa (OMP, por sus siglas en inglés), actian también como porinas, es decir,
como una barrera selectiva que previene el ingreso de moléculas toxicas para la
bacteria, las cuales son

cruciales en su supervivencia  eemaligador dehiero
en medioambientes adversos,
a su vez, contribuyen en la
captacibn de nutrientes,
transporte de  moléculas
dentro y fuera e interaccion
con los tejidos del hospedero
(Balkovetz et al., 2003; Wilson Newramiridasa
y Ho, 2013) (Fig. 3). Algunos (A
ejemplos de las OMP son el
caso de la OMPA la cual
funciona como adhesina al

Proteina de membrana

Pasteurella multocida

3 Capsula

Epitelio respiratorio

. , Fig. 3. Factores de virulencia de P. multocida. Creado en Biorender
unirse a proteinas de la 559
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matriz extracelular del huésped, como la fibronectina y la OMPH, la cual es una
porina principal de la membrana externa que forma un canal homotrimérico y ha
mostrado cierto potencial como antigeno protector (Wilson y Ho, 2013).

Otras proteinas de importancia son: la proteina de membrana externa ligadora de
hierro, proteasas y neuraminidasas, asi como el mas recientemente sistema
propuesto de metilacion de la adenina (Boyce et al., 2004).

Se consideran como serotipos toxigénicos a los tipos capsulares D y algunos del
tipo A, debido a que liberan la toxina de Pasteurella multocida (PMT, por sus siglas
en inglés), esta es una proteina AB de 146 kDa que actla a través de un complejo
de vias de sefializacion intracelular y estimula la formacion de rearreglos del
citoesqueleto, actia como un fuerte mitogéno, protege de la apoptosis, tiene un
impacto en la diferenciacion y funcién de las células inmunitarias (Kubatzky et al.,
2013). En conejos y cerdos, la toxina PMT es considerada como un agente
mitogénico y proliferativo, se ha especulado que la exposicion a PMT podria jugar
un papel en la predisposicion al cancer como una consecuencia a largo plazo de la
infeccion por P. multocida toxinogénica (Wilson y Ho, 2013). En conejos, se ha
observado que la PMT purificada tiene la capacidad de iniciar un cuadro neumaénico,
aungue aun no se conoce su papel especifico en la enfermedad natural (Fig. 3)
(Boyce et al., 200; Boyce et al., 2004).

Algunos de estos VF se consideran marcadores importantes para definir el potencial
patogénico de las cepas de P. multocida. Por esta razon, la presencia de genes que
codifican la proteina de unién a hemoglobina (hgbb, por sus siglas en inglés), la
proteina de union a transferrina (tbpa, por sus siglas en inglés), la hemaglutinina
filamentosa (pfha, por sus siglas en inglés) y la toxina dermonecrética (toxa, por sus
siglas en inglés) se utilizan para caracterizar la virulencia de aislamientos de P.
multocida (Massacci et al., 2018) (Fig. 3).

En la literatura se informa una correlacion entre los VF y los tipos capsulares (Ewers
et al., 2006). El gen pfhA es usualmente asociado con los serotipos A, B, Ey F. Una
asociacion entre el gen hgbb, que codifica la proteina de union a hemoglobina y el
tipo capsular especifico D, también se encontro en aislamientos de enfermedades
respiratorias en conejos (Garcia-Alvarez et al., 2015).

Se han identificado plasmidos de varios tamafios (generalmente de 1 a 100 kb), la
mayoria de estos plasmidos confieren resistencia a varios antibiéticos y con
frecuencia multiples, con mayor frecuencia B-lactamicos, tetraciclina, cloranfenicol,
estreptomicina y sulfonamidas. Ademas de los genes de resistencia a los
antibioticos, también se ha encontrado que algunos de estos plasmidos tienen
genes con otras funciones, como los genes de movilizacion, segregacion o
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replicacion de plasmidos y los genes transportadores de cationes. Muchos de los
plasmidos que llevan determinantes de resistencia a los antibidticos son
transferibles entre los miembros de Pasteurellaceae, asi como otras bacterias
Gramnegativas (Wilson y Ho, 2013).

1.4.5 Respuesta inmunoldgica contra bacterias extracelulares

El contacto con una bacteria extracelular no necesariamente implica que se
produzca una infeccién, debido a la presencia de barreras naturales, presentes en
los mamiferos, los cuales impiden la adherencia y penetracion de tales
microorganismos. En esta interaccion la integridad de la piel cumple un papel
relevante, asi como las secreciones que recubren los epitelios mucosos, la saliva,
el jugo gastrico, las lagrimas, la orina (por su pH acido y accion de arrastre), la
secrecion sebacea y sudoripara, la tos, el vomito y la diarrea. También se destacan
la elevacion de la temperatura y la alta tension del oxigeno pulmonar que contribuye
a inhibir el desarrollo de gérmenes anaerobios (Bottasso, 2016).

Sin embargo, existen diversos microorganismos que son capaces de evadir estos
mecanismos y consiguen infectar al hospedero, provocando la activacion de
diversas acciones defensivas de la respuesta inmunoldgica innata. Estos eventos
comienzan con la misma infeccién, con la intencion de controlar el proceso
infeccioso o de delimitar el mismo hasta que se desarrolle una respuesta
inmunoldgica especifica (Bottasso, 2016).

La respuesta inmunoldgica innata esta provista de receptores para reconocer
estructuras que comparten numerosos microorganismos, también conocidos como
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés),
que desencadenan mecanismos efectores que permiten eliminar agentes
patdgenos en un corto periodo de tiempo y dirigir el desarrollo de una respuesta
inmunoldgica adaptativa mediada por linfocitos y anticuerpos especificos (Bottasso,
2016).

Actualmente, existen varios estudios sobre la activacion del sistema inmunoldgico
por parte de P. multocida, por el momento se conoce que genera una induccion de
respuestas inflamatorias con destruccion de tejidos, las cuales son activadas por la
presencia del LPS y por la exotoxina PMT (presente en los serotipos A y D), la
bacteria puede evadir la fagocitosis debido a la presencia de su capsula y puede
reconocer las lectinas, este mecanismo contribuye a su adhesion previa a la
infeccion (Boyce y Alder, 2000).
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Ademas, la presencia de LPS (que es considerado como un antigeno timo
independiente) estimula en forma directa a los linfocitos B con produccién de IgM,
(Bottasso, 2016) antes de ser fagocitada, el LPS, la capsula y las OMPs de P.
multocida seran detectados por receptores de PAMPs como los TLRs, una vez
fagocitada la bacteria se requeriré del procesamiento y posterior presentacion de
péptidos en el contexto molecular del complejo principal de histocompatibilidad tipo
II (MHC I, por sus siglas en inglés) por parte las células presentadoras de antigeno
(APC, por sus siglas en inglés), generando la activacion de linfocitos T helper o
cooperadores (Th, por sus siglas en inglés) que dirigen la expansion y diferenciacion
de linfocitos B, con la consecuente produccion de los diferentes isotipos de
anticuerpos. (Bottasso, 2016). Asi mismo se sabe que P. multocida genera una
activacion del complemento por la via de lectinas (inmunidad innata) (Boyce y Alder,
2000), el cual comprende tres fases; 1) Iniciacion: reconocimiento de lectinas, estas
son azUcares presentes en la superficie de la bacteria; 2) Formacion de la
convertasa C4b2a con produccion de C3b y opsonizacion de la bacteria; 3)
Generacion de poros en la membrana del microorganismo por complejo de ataque
a la membrana, que median la lisis de éste (Bottasso, 2016).

Por otro lado, P. multocida es una bacteria que se adhiere a las células epiteliales,
este mecanismo puede ser inhibido por la participacién de anticuerpos secretorios
del tipo IgA (slgA, por sus siglas en inglés) (Bottasso, 2016).

1.4.6 Mastocitos

Paul Ehrlich en 1878, describié a los mastocitos por primera vez basado en sus
caracteristicas Unicas de tincién y en el contenido de sus granulos grandes. Por el
momento se conoce que los mastocitos juegan un papel fundamental en el
mantenimiento fisioldgico del organismo, la curacion de heridas, la angiogénesis y
la defensa contra toda una serie de agentes patdgenos, participando tanto en la
inmunidad innata como en la adaptativa, contribuyen en el proceso inflamatorio,
atrayendo diferentes subpoblaciones de leucocitos al sitio de infeccion y también
tienen un papel fundamental en las enfermedades alérgicas. Los mastocitos pueden
encontrarse adyacentes a los vasos sanguineos y en la lamina propia de la mucosa
de la via aérea. En pacientes asmaticos, pueden migrar a otras estructuras como el
epitelio de la via aérea, las glandulas mucosas y las células del musculo liso. La
interaccion existente entre mastocitos y las células del musculo liso, induce que
estas ultimas expresen TGF (Transforming growth factor, del inglés) mediado por la
via de liberacion de p-triptasa, resultando en la diferenciacion de un fenotipo mucho
mas contractil (Pazmifio y Navarrete, 2014).
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1.5 Inmunizacion

La inmunizacion activa, es el proceso de prevencion o reduccion de las
manifestaciones de un agente infeccioso en humanos o animales. Los disefios de
los inmunogenos pretenden inducir una respuesta inmune que puede ser mediada
por la inmunidad celular y humoral, la cual puede desarrollarse a nivel sistémico y
local contra diversos antigenos, dicha inmunidad debe ser de larga duracién y
altamente especifica contra patégenos (Fig. 4) (Gragette et al., 2004; Aguilar y
Rodriguez, 2007).

Actualmente el término “vacuna” es referido a la inmunizacion activa con diferentes
tipos de bioldgicos, a los que también se les refiere de manera general como
vacunas. Pero, existen diferentes tipos de bioldgicos para la inmunizacion activa de
animales y la forma tradicional de dividirlos es la siguiente:

a) Vacuna: Son biolégicos preparados con virus atenuados, virus muertos o
inactivados, bacterias vivas 0 sus esporas y fases infectantes de parasitos.

b) Bacterina: Son biolégicos preparados con bacterias muertas.

c) Toxoide: Son bioldgicos preparados con exotoxinas bacterianas inactivadas
(Montaraz-Crespo, 2012).

Agde P
Muitocida

Fig. 4. Modelo simplificado de la activacién de respuesta inmune contra un
microorganismo. Creado en Biorender 2019.

1.5.1 Adyuvante

En la elaboracion de los biolégicos utilizados para las inmunizaciones se emplean
inmunoestimulantes como los adyuvantes (del latin adiuvans > ayudar), estos son
sustancias antigénicamente inertes que se mezclan con el inmundgeno para
aumentar su capacidad inmunogénica (Montaraz-Crespo, 2012). Son utilizados
para prolongar la duracion de la respuesta inmune ademas de estimular la
inmunidad, se han evaluado varias sustancias con respecto a su capacidad
adyuvante, como las sales de aluminio (Fischer et al., 2007). El éxito de muchas
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vacunas se basa en su asociacion con adyuvantes seleccionados por su capacidad
de aumentar su inmunogenicidad y garantizar la proteccion a largo plazo. En general
los adyuvantes disponibles pueden tener efectos adversos debido a su toxicidad (El
Ashry y Ahmad, 2012; Kumar et al., 2015).

El adyuvante ideal deberia ser econémico, biodegradable y capaz de aumentar la
respuesta inmune inespecifica y especifica (inmunidad celular y humoral), ademas
de tener una larga vida de anaquel. Algunos adyuvantes pueden causar reacciones
locales como inflamacién, dolor, hinchazon, necrosis celular, Ulceras y/o abscesos,
asi como reacciones sistémicas como nauseas, pirexia, alergia, eosindfilia,
anafilaxia, artritis, y enfermedades autoinmunes (Allison y Byars, 1991). En la
actualidad existe un mayor control y rigor sobre los adyuvantes aprobados para su
uso en humanos en comparacion a los utilizados en el sector veterinario, como
ejemplo el adyuvante completo e incompleto de Freund y el LPS que no son
adyuvantes adecuados para uso humano, debido a las reacciones sistémicas y
locales que generan, como es el caso de la formacién de granulomas (Marrack et
al., 2009; Torres-Ruiz et al., 2016).

1.5.2 Estimulacién de la respuesta inmune adaptativa por las sales de aluminio

En el afio 1926, Alexander T. Glenny propuso la precipitacion de un antigeno (Ag)
sobre particulas insolubles de aluminio y sulfato de potasio, conocido como
"alumbre de potasa“, con base en ese compuesto se observé una estimulacion de
una mejor produccion de anticuerpos (Ac) en comparacion con la inoculacion del Ag
sélo, posterior a su descubrimiento se comenzaron a utilizar las sales de aluminio
en preparaciones de vacunas con toxoides de tétanos vy difteria (Clostridium tetani
y Clostridium diphtheriae, respectivamente). En la actualidad se utilizan, en todo el
mundo, sales de aluminio insolubles como principales adyuvantes de vacunas
(Marrack et al., 2009).

Ademas, Glenny (1926) propuso que las sales de aluminio son adyuvantes efectivos
porque permiten un almacenamiento de Ag, en el cuerpo, durante mayor tiempo,
por lo que se genera una liberaciéon paulatina de Ag en conjunto con las particulas
de sal insolubles, resultando en una estimulacion efectiva del sistema inmunolégico,
a este efecto se le conoce en la actualidad como “Efecto depédsito” (Marrack et al.,
2009). En contraste con el efecto depadsito, las sales de aluminio insolubles activan
las células inmunes innatas generando una respuesta inmunitaria TH1 y Tn2 (Figura
6). Sin embargo, otros estudios han demostrado que la remocion de los nédulos de
Ag en conjunto con las sales de aluminio a los 14 dias pos-inmunizacion no genera
ningun efecto sobre los niveles de Ac subsecuentes, por lo que deduce que las sales
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de aluminio no funcionan simplemente proporcionando un depdsito de Ag de larga
vida (Marrack et al., 2009).

La estimulacion de la inmunidad innata por las sales de aluminio se puede explicar
debido a que una vez inoculadas las sales de aluminio inducen una respuesta de
citotoxicidad la cual conduce a la liberacion de patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs, por sus siglas en inglés ) tales como el acido Urico, el cual es liberado
por la célula necroética, esté acido urico al acumularse en altas concentraciones
induce la formacién de cristales de urato monosodico (MSU, por sus siglas en
inglés), los cuales son fagocitados por las células residentes en conjunto con la
fagocitosis directa de las sales de aluminio, lo cual interrumpe la formacion de los
lisosomas y propicia la liberacion de catepsina B (Marrack et al., 2009).

La catepsina B puede inducir directa o indirectamente el eflujo de potasio (K*), esta
estimulacion activa la familia NLR en el dominio pirina 3 (NLRP3, también conocido
como NALP3, por sus siglas en inglés) y el inflamasoma. Posteriormente una sefial
coestimuladora induce la activaciéon de factores de transcripcibn que a su vez
inducen la produccién de pro-IL-1B, pro-IL-18 y pro-IL-33, que en conjunto con la
caspasa 1, que es activada por el inflamasoma de NLRP3, separa las pro-IL-1j,
pro-IL-18 y pro-1L-33, dando como resultado la liberaciéon de las citocinas activas
(Marrack et al., 2009) (Fig. 5).
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Fig. 5. Activacion del inflamasoma NLRP3 por sales de aluminio. Obtenido y modificado de
Marrack et al., 2009.
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La estimulacion de la respuesta inmune innata puede explicarse por los cristales de
MSU que son inducidos por sales de aluminio, los cuales activan a los fagocitos en
parte a través de la familia NLRP3. De manera hipotética se ha planteado que
posiblemente la activacion del inflamasoma NLRP3 contribuye a la estimulacion de
células Tu2 que inducen la produccién de IL-4 por células Tu2 e inmunoglobulina
G1 (IgG1, por sus siglas en inglés) y la produccion de IgE por las células B, sin
embargo, dicho planteamiento hipotético no ha sido comprobado (Marrack et al.,
2009).

En contraste las sales de aluminio también inducen la acumulacion de monocitos,
células GR-1 (marcador de diferenciacién celular de monocitos), eosinofilos y
neutréfilos en el sitio de inyeccion. Los monocitos maduran en CD11c y células
dendriticas (DCs, por sus siglas en inglés), a medida que aumenta el transito a los
linfonodos se activan las células T CD4* (Marrack et al., 2009).

Simultdneamente las células GR1 y la secrecion de IL-4, suprime la respuesta de
las células Tnl y los eosindfilos, mejoran la respuesta temprana de IgM, por las
células B. Aunque los neutrdfilos se acumulan en el lugar de la inyeccién, no tienen
ningun papel conocido en la inmunidad adaptativa (Marrack et al., 2009) (Fig. 6).
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Fig. 6. Estimulacion de la respuesta inmune adaptativa por las sales de aluminio. Obtenido y modificado de Marrack
et al., 2009
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1.5.3 Actividad inmunoestimuladora del propéleo

El propdleo se considera no téxico en los rangos de 2 a 7.3 g/kg en ratones y no
muestra alteraciones significativas en la concentracién de lipidos, triglicéridos,
colesterol y colesterol-HDL (Mani et al., 2006). Diversos estudios, han empleado el
uso de propoleo como adyuvante en diversas vacunas virales, demostrando un
efecto positivo de las flavonas del propoleo, sobre los niveles de Ac en muestras
séricas, asi como la subsecuente proliferacion periférica de linfocitos en pollos que
fueron vacunados contra el virus de Newcastle (Zhang et al., 2006).

En la actualidad, se ha demostrado que el propdleo tiene una intensa actividad
sobre el sistema inmunoldgico, induciendo procesos de fibrosis, cicatrizacion y
aumenta la quimiotaxis de fibroblastos. Dicha accion, se considera como
inmunocicatrizal, ademas incrementa los linfocitos, produce e induce la liberacién
de citocinas y quimiotaxis de macréfagos, lo que lleva a una elevacion de la
inmunidad especifica celular y humoral de linfocitos (Missima y Sforcin, 2007).

Los ensayos inmunomoduladores han incluido controles positivos tales como LPS,
concanavalina A (Con A), acetato de forbol miristato (PMA), citocinas (IFN-gama) u
otros para comparar la eficiencia de propoéleos (Mani et al., 2006; Sforcin, 2016), en
algunos de estos estudios el propoleo ha demostrado poseer un efecto equiparable
al efecto inmunomodulador de los controles positivos (como el LPS, Con A, el PMA
e INF-gamma) (Sforcin et al., 2005).

Fischer (2006) determind la asociacion de un EEP (extracto etandlico de propdleo)
a dosis de 40mg/kg con una vacuna a base de aceite contra el herpes virus bovino
tipo 5 (BoHV-5, por sus siglas en inglés), dicha asociacion tuvo un resultado
significativo (p<0,01) en los niveles altos de anticuerpos neutralizantes, comparado
con los bovinos que recibieron la misma vacuna sin propéleo. Estos resultados
fueron atribuidos a compuestos fendlicos como la artepilina C (Acido 3,5. diprenil-4-
hidroxinAmico) y derivados del acido cinamico, asi como de los compuestos
flavonoides que eran abundantes en el extracto de propdleo utilizado, por lo cual
propone que los compuestos flavonoides podrian ser las principales sustancias con
accion adyuvante.

Sin embargo, Sforcin (2016) utilizando un modelo de inmunosupresion, administro
a ratones EAP a dosis de 50 mg/kg, evito los efectos adversos de la ciclofosfamida
y mejoré la tasa de supervivencia de los animales. Por lo tanto, sugiriere que el
propéleo es capaz de modular la respuesta inmunitaria no especifica a través de la
activacion de macréfagos. No obstante, la administracion intraperitoneal de
propéleo a dosis de 0.2-1.0 mg/mL estimulé la produccioén de citocinas como IL-1y
TNF-a (Factor de necrosis tumoral-alfa), a dosis de 0.150 mg/g también fue capaz
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de modular tanto in vivo como in vitro la produccion de C1q por los macrofagos, asi
como la funcion del receptor del complemento, a través de citocinas.

1.5.3.1 Accidn de propdleos sobre los linfocitos y produccién de anticuerpos

La accién inmunomoduladora del propoleo se pensaba que era limitada
principalmente a los macréfagos y sin influencia sobre la proliferacion de los
linfocitos. (Sforcin, 2016).

Por otro lado, se ha investigado el efecto del propdleo en humanos con citocinas
pro-inflamatorias, después de la administracion de céapsulas de propéleo (500
mg/dia) durante 2 semanas no se alteraban los niveles plasmaticos de TNF-q, IL-1,
IL-6 e IL-8, aunque el propdleo condujo a un aumento de citocinas tanto
espontaneas como aquellas inducidas por LPS (Sforcin, 2016).

1.6  Antecedentes del uso del propéleo en conejos

Nassar et al. (2012) inmuniz6 a 56 conejos con una bacterina contra pasteurelosis
utilizando al propoleo egipcio cémo inmunomodulador y adyuvante, por via
subcutanea y via oral. Posteriormente, los conejos fueron expuestos a una cepa
virulenta de P. multocida, evidenciando que los animales que fueron tratados con
propdleo no presentaron signos clinicos en comparacién con los conejos que no
fueron tratados con el propéleo, mostrando una presentaciéon aguda de la
enfermedad, con signos clinicos como depresion, estornudos y manifestaciones
respiratorias que culminaron en signos nerviosos y muerte subita. Nassar concluye
gue los resultados obtenidos se debian a los compuestos del propdleo utilizado,
como el acido fenetil éster caféico (CAPE, por sus siglas en inglés), ya que se le
atribuye una accion de estimulacion del sistema inmunoldgico, por lo que proponen
el uso del propéleo como un posible adyuvante.

Ademas el propdleo es considerado un bactericida principalmente sobre bacterias
Grampositivas sin embargo, se ha observado que tiene un efecto bactericida sobre
P. multocida, para lo cual existe el antecedente de exponer sensidiscos
impregnados con propoleo mexicano a cepas de P. multocida tipo A en comparacion
con antibiéticos comerciales, obteniendo como resultado que el propdleo a una
concentracion de 8 mg/mL producia un halo de inhibiciéon de 0.8 cm, siendo similar
al generado por antibiéticos como la gentamicina y trimetropin-sulfametazol, pero a
diferencia de los antibiéticos el propdleo no tiene efecto residual sobre la carne, lo
que facilitaria su implementacion dentro de un sistema de explotacion intensivo
(Gutiérrez et al., 2011).
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2. Justificacion

En México se carece de inmundgenos para prevenir la pasteurelosis en conejos,
debido a ello se consider6 de importancia el elaborar una bacterina contra
Pasteurella multocida en conejos.

Tomando en consideracion las aportaciones en el campo de la apiterapia, se ha
demostrado que el propdleo posee diversas propiedades bioldgicas entre las que
resaltan el efecto inmunoestimulador positivo de la respuesta inmune humoral
(Fischer et al., 2006; Fischer et al., 2007; Missima y Sforcin, 2007; Sforcin et al.,
2007; Sforcin, 2016; Nassar et al., 2012 y Gutiérrez et al., 2015).

Debido a lo anterior se propuso la formulacion de una bacterina utilizando al
propdleo como un adyuvante, el cual podra generar una mayor respuesta inmune
humoral para prevenir una infeccién por pasteurelosis en conejos, la cual podréa ser
utilizada como base de la posible elaboracién de futuros biolégicos contra otras
enfermedades bacterianas, ya sea en los leporidos u otras especies.
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3. Hipétesis

El propoleo al ser utilizado como adyuvante en una bacterina contra Pasteurella
multocida en conejos producira una amplificacion en la respuesta inmunitaria
humoral protectora.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general:

Evaluar el efecto adyuvante del extracto acuoso de propoleo en una bacterina contra
Pasteurella multocida en conejos, mediante la cuantificacion de los niveles de
anticuerpos séricos en una técnica ELISA indirecta y de manera complementaria un
analisis macroscoépico del dafio pulmonar, un andlisis histopatoldgico de muestras
de pulmon, corazon, higado y rifidn, asi como la cuantificacion de mastocitos en
muestras histopatolégicas de pulmén.

4.2 Obijetivos especificos

Fase 1. Formulacion de la bacterina

1. Recolectar propdleo de los apiarios de FESC para la obtencion del extracto
acuoso de propéleo (EAP) y de EAP del Estado de Morelos, determinando
los compuestos fendlicos y flavonoides totales.

2. Preparar bacterinas de Pasteurella multocida, usando como adyuvantes el
EAP de FESC y el EAP del Estado de Morelos, utilizando otra bacterina con
hidréxido de aluminio (Al (OH)s) como referente, para determinar el efecto
inmunoestimulante del propéleo.

Fase 2. Evaluacion del efecto del propédleo

1. Desafiar conejos con Pasteurella multocida virulenta, previamente
inoculados con una bacterina y diferentes adyuvantes.

2. Evaluar con una ELISA indirecta la produccion de anticuerpos séricos y
contabilizar los mastocitos de muestras histopatologicas de pulmén.

3. Realizar el andlisis macroscopico e histopatolégico de los pulmones de

conejos inoculados con bacterinas contra Pasteurella multocida y con
diferentes adyuvantes.
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5. METODOLOGIA




5.1 DISENO EXPERIMENTAL
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5.2 FASE 1. FORMULACION DE
LA BACTERINA
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5.2.1 Recoleccion de propdleo

El propéleo se recolecto en el médulo de apicultura de FESC Campo 4, fue obtenido
mediante el empleo de malla y raspado con espatula, en los meses de enero -
febrero de 2017. Para protegerlo de los rayos solares se transportd en bolsas
oscuras y se resguardo en refrigeracion a una temperatura de 1.5-2.5°C, para su
posterior proceso (Fig. 7)

Fig. 7. Propdleo en grefia, tomada en FESC.

5.2.2 Obtencidn del extracto etandlico de propdleo (EEP)

El EEP se elaboré a partir del pesaje de 25 mg de propéleo en grefia previamente
limpiado de las posibles impurezas que pudiera contener por el proceso de
extraccion, posterior al limpiado del propéleo se prepard etanol al 70%, el cual se
adiciond al propdleo en una relacion 1:10 para extraer los compuestos bioactivos.
La mezcla anterior, se sometié a sonicacion en un ultrasonicador (Brason 1800)
durante 1 hora, en dos ciclos de 30min, a una temperatura constante de 24°C. La
solucion se filtr6 al vacio utilizando un embudo Buchner con un filtro
Whatman-namero 6, durante 1.5 h.

La extraccion del etanol se realizé utilizando un rotovapor (SM-100 PRO) a una
temperatura de 70°C y una velocidad de 50 rpm, en 3 ciclos de 30 min, fue de
importancia retirar la cera acumulada durante el proceso. Una vez obtenido el EEP
se llevo a sequedad en un frasco ambar, utilizando una bomba al vacio con una
campana de vidrio hasta sequedad absoluta. Finalmente, el EEP se almacend en
un envase ambar y se mantuvo en refrigeraciéon a una temperatura de 1.5-2.5°C
hasta ser utilizado. Lo anterior se efectué en base a lo estipulado a la NOM-003-
SAG/GAN-2017.
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5.2.3 Obtencidn del extracto acuoso de propdleo (EAP)

La obtencion del EAP se realizé a partir de una dilucion de 50 mg/mL de EBP
(extracto blando de propdleo) en propilenglicol grado alimenticio. La solucién
resultante se esterilizé utilizando el método de filtracion a través de membrana de
0.2 mm, resguardadas en tubos estériles tipo Falcdn y en refrigeracién a 4°C hasta
su utilizacion.

5.2.4 Analisis quimico del EAP
5.2.4.1 Cuantificacion de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides se efectu6 partiendo de 20 mg de EAP, colocados
en tubos de vidrio, por triplicado, a cantidades de 250 pL del EAP con 750 pL de
agua destilada, obteniendo una concentracion final de 0.05 mg/mL del EAP,
posteriormente se afladieron 1000 puL de metanol reactivo y 3000 pL de cloruro de
Aluminio, al paso de 10 min se determind la absorbancia en el espectrofotometro
UV/Vis (Genova MK3), los resultados de absorbancia obtenidos se interpolaron con
una curva patron de calibracién (calculada previamente en el laboratorio 6-UIM,
FESC), determinando los porcentajes de flavonoides por concentracion de la
solucion estandar de los EAP (Basado en la NOM-003-SAG/GAN-2017).

5.2.4.2 Cuantificacién de compuestos fendlicos del EAP por el método de
Folin-Ciocalteu

La cuantificacién de compuestos fendlicos se determiné a partir de 1 mL de EAP y
adicionado con 6 mL de agua destilada en un matraz de aforo de 10 mL.
Posteriormente se afiadieron 500 L del reactivo de Folin-Ciocalteu, con un periodo
de incubacion de 5 min. Al finalizar el tiempo de incubacion se adicionaron 1.5 mL
de una solucion de Na2COs (carbonato de sodio) y se aforaron con agua destilada
hasta un volumen de 10 mL. Esta solucién se mantuvo en reposo a temperatura
ambiente y protegido de la luz solar, permitiendo que se llevara a cabo la reaccién
durante 2 h. Al término del tiempo establecido se determiné la absorbancia a 760
nm en un espectrofotdmetro de absorbancia UV-VIS, los resultados de absorbancia
obtenidos se interpolaron en una curva de calibracion, establecida en el laboratorio
6-UIM, FESC-UNAM, dando como resultado los porcentajes de compuestos
fendlicos por concentracion de la solucién estandar del EAP. Lo anterior, se baso
en la NOM-003-SAG/GAN-2017).
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5.2.5 Elaboracion del adyuvante a base de EAP

Con la solucion del EAP se procedi6 a realizar diluciones con propilenglicol grado
alimenticio determinando una dosis del EAP de 50 mg/kg, la dosis fue determinada
de acuerdo a lo reportado por Nassar et al. (2012). Por otro lado, el EAP del estado
de Morelos fue adquirido en el centro de distribucidén Diproansa.

5.2.6 Aislamiento de la cepa de Pasteurella multocida
5.2.6.1 Identificacién bacteriana

El aislamiento de la cepa de P. multocida se hizo a partir de 6 hisopados nasales de
conejos clinicamente enfermos, dichos conejos fueron muestreados en el modulo
de cunicultura de FESC Campo 4, con apoyo de la responsable del modulo la M. en
C. Elisa Gutiérrez Hernandez.

La cepa recolectada se aisl6 en cajas de agar al 5% de sangre bovina, el aislamiento
puro se someti6 a las pruebas bioquimicas primarias y secundarias para la
identificacion bacteriana que posteriormente se compararon con las tablas de
identificacion bacteriana de Cowan (1975) para lograr la identificacion de P.
multocida, el tipo capsular se determiné por medio de la técnica de descapsulacién
por hialuronidasa (contenida dentro de los Anexos, Procedimientos, 1).

5.2.7 Formulacion de la bacterina
5.2.7.1 Extracto bacteriano

El extracto bacteriano parti6 de una resuspension de una cepa de P. multocida
aislada. Dicha cepa fue resuspendida en caldo PPLO enriquecido con suero fetal
bovino (SFB) al 0.2%, posteriormente se procedié a la inactivacion con formalina
acuosa al 10%, se mantuvo en una estufa bacteriolégica Brinder para su
inactivacién durante 24 h (De Navarro et al.,1992 y Massacci et al., 2018, con
modificaciones)

Al término de la inactivacion el cultivo bacteriano fue centrifugado en 2 ciclos de 15
min cada uno a 3500 rpm, al término se retirdé el sobrenadante para una
reconstitucion con solucion salina estéril (SSE). Subsecuentemente se volvio a
centrifugar a 4°C/ 3500 rpm/ durante 45 min, el sobrenadante resultante fue
reconstituido en una solucién de cloruro de sodio (NaCl) al 4%, posteriormente se
realizd la cuantificacion de proteinas de dicho extracto utilizando la técnica de
Bradford (1976) descrita en los Anexos, procedimientos, 3. Obteniendo
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rendimientos promedios de 3,067.513 pg/uL de proteina totales, por cada 300mL
de medio de cultivo.

5.2.7.2 Bacterina con adyuvante a base de hidréxido de aluminio Al(OH)s

El protocolo de fabricacion de la bacterina se realizé tomando como base lo
establecido en las siguientes Normas Oficiales Mexicanas:

e NOM-049-Z0O0-1995 “Requisitos minimos para las bacterinas empleadas en
la prevencion y control de la pasteurelosis neumaonica bovina producida por
P. multocida serotipos Ay D”.

¢ NOM-063-Z00-1999 “Especificaciones para los biolégicos empleados en la
prevencion y control de las enfermedades que afectan a los animales”.

Se realizd la resuspension de la cepa de P. multocida en una solucion de formol
amortiguado al 0.4% y se mantuvo en una estufa bacteriolégica Brinder, a
temperatura constante de 37°C, para su inactivacién durante 24 h. Posteriormente,
se realizd6 el mismo procedimiento utilizado para la elaboracion del extracto
bacteriano (ver 5.2.7.1., pag. 40) De la solucion reconstituida se tomaron 2 mL y se
le adicionaron 0.2 mL de cloruro de aluminio (AICI3) al 4.66%, una vez suspendido
se determind el pH y se realizé un reajuste del pH, adicionando hidroxido de sodio
(NaOH) hasta obtener un pH de 7.0.

5.2.7.2 Bacterina con adyuvante a base de EAP

Se realiz6 un resuspension de la cepa de P. multocida en una solucién de formol al
0.4% y se mantuvo en una estufa bacterioldgica Brinder, a temperatura constante
de 37°C, para su inactivacion durante 24 h. Posteriormente se repiti6 el mismo
procedimiento utilizado para realizar el extracto bacteriano (ver 5.2.7.1., pag. 40). A
partir del extracto bacteriano se determiné una dosis de 350 ug/ conejo, la cual fue
reconstituida con EAP a dosis de 50 pg/ conejo, previamente filtrado en filtro
Micropore de 2 um, en volumen total de 1 mL por conejo, con un pH de 7.0.
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5.3 FASE 2. EVALUACION DEL
PROPOLEO




5.3.1 Modelos bioldgicos experimentales

Se utilizaron 24 conejos de raza Nueva Zelanda, de 6-8 semanas de edad, todos
machos y se establecieron 4 grupos experimentales mediante un disefio al azar,
(n=6), los cuales fueron alojados en la Unidad de Aislamiento y Bioterio de la UIM,
en las instalaciones de la FESC Campo 4-UNAM, en conejeras individuales de
acero inoxidable y fueron alimentados con peletizado comercial (Conejina, Purina®)
y agua ad libitum.

5.3.2 Procedimiento de inoculacion

Los conejos de cada uno de los cuatro grupos experimentales se inocularon de la
siguiente manera:

e Grupo (A) Control: se les administré subcutdneamente (SC) 1 mL de SSF
esteril.

e Grupo (B) Hidréxido de aluminio: fueron inmunizados con una bacterina de
P. multocida (con volumen total de 1 mL/conejo) con adyuvante de hidroxido
de aluminio (Al(OH)s) (en una dosis de 50 mg/kg).

e Grupo (C) propdleo FESC: fueron inmunizados con una bacterina de P.
multocida (con volumen total de 1 mL/conejo) con adyuvante de EAP de
FESC (en una dosis de 50 mg/kg).

e Grupo (D) propéleo Morelos: fueron inmunizados con una bacterina de P.
multocida (con volumen total de 1 mL/conejo) con adyuvante de EAP de
Morelos (en una dosis de 50 mg/kg).

Los conejos fueron inoculados en intervalos de 15 dias, en un total de tres
inmunizaciones para cada grupo experimental. De manera paralela a las
inoculaciones, se tomaron muestras séricas una semana antes de la primera
inoculacion (nivel basal 6 dia 0), un dia antes de cada inoculacion (los dias 14, 28 'y
56), estas muestras séricas se almacenaron en tubos eppendorff estériles, hasta la
determinacién de los niveles de anticuerpos séricos.

Dentro de los procedimientos de inoculacion se usaron 2 conejos como productores
de hipersueros, los cuales se tomaron en la prueba de ELISA indirecta como sueros
positivos. Estos conejos fueron inoculados con 5 inmunizaciones de una bacterina
contra P. multocida con adyuvante de hidroxido de aluminio en intervalos de 15
dias/entre cada inmunizacion. Los procedimientos de toma de muestras séricas se
hicieron en el dia 0 y a intervalos de 14 dias posinoculacion.
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5.3.3 Desafio
5.3.3.1 Potencializacion de la cepa virulenta de Pasteurella multocida

El desafio se realizé utilizando una prueba de “potencia” en base a lo estipulado por
la NOM-063-Z00-1999, dicha norma refiere que para aumentar el efecto patégeno
de un microorganismo es necesario realizar 3 pases en ratones de 4 semanas de
edad sanos y con un peso de 25-30 g. La prueba de potencia se inicié con la
activacion de la misma cepa de P. multocida utilizada en la elaboracion de las
bacterinas y la prueba de ELISA indirecta, para posteriormente realizar los pases
de virulencia.

El proceso de realizar los pases de la cepa virulenta se llevd a cabo mediante
inoculaciones intraperitoneales de voliumenes totales de 0.5 mL para cada dilucion.
Para el caso del primer raton, el inoculo se elaboré mediante una dilucion 1:30 UFC
de la cepa de P. multocida en SSF; posteriormente se realizé un hisopado bronquial
de ambos pulmones del ratén, asi como del liquido peritoneal, la muestra fue
cultivada en placas de agar base sangre bovina al 5%, se dejaron incubar en una
estufa bacteriolégica Brider a 37°C durante 24 h.

El primer raton se sacrifico a las 36 h posinoculacién, mediante dislocacion cervical,
tomando como punto de referencia el “punto de no retorno” establecido por el
CICUAE de FESC-C4, UNAM que se encuentra basado en la NOM-033-ZO0-1995,
este método fue empleado para todos los ratones empleados durante la
potencializacion de la cepa.

Las colonias aisladas a partir del primer raton experimental fueron sometidas a
pruebas primarias de identificacion, después se realiz6 una segunda dilucion 1:90
UFC utilizando como base dichas colonias aisladas en SSF a un volumen total de
0.5 mL. Esta dilucién fue inoculada via intraperitoneal a un segundo ratén
experimental.

El segundo ratén experimental murié a las 13 h posinoculacion, realizando la
necropsia se hicieron cultivos tanto del liquido peritoneal como de muestras
bronquiales, en ambos casos se obtuvo un aislamiento de P. multocida. A partir del
aislamiento se realizé la identificacion de la cepa aislada, para posteriormente
elaborar el inoculo a una dilucién de 1:250 UFC en un volumen total de 0.5 mL. Esta
dilucion fue inoculada via intraperitoneal a un tercer ratbn experimental.

El tercer raton experimental se sacrifico a las 12 h posinoculacion, posterior a su
muerte se procedi6 a realizar la necropsia. Finalmente, a partir de las muestras de
exudados peritoneales y bronquiales se aisl6 la cepa de P. multocida, considerada
finalmente como una cepa altamente virulenta de acuerdo a lo establecido por la
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NOM-063-Z00-1999. Posteriormente cada uno de los cultivos obtenidos a partir de
los 3 ratones experimentales se preservaron en congelacién a -20°C y -70°C hasta
Su posterior uso.

5.3.3.2 Elaboracion del indculo de Pasteurella multocida virulenta

Al finalizar el proceso de potencializacion de la cepa de P. multocida, se realiz6é una
resuspension de la bacteria virulenta en SSF estéril, a una concentraciéon de 1x10°
UFC/mL o el tubo 0.5 de acuerdo al nefelémetro de McFarland. Posteriormente, se
inoculd por instilacién en la fosa nasal derecha de los conejos experimentales, en
voliumenes de 0.5 mL/conejo experimental.

5.3.4 Niveles de anticuerpos

La determinacion de los niveles de anticuerpos de los sueros de los conejos
experimentales se realizd6 por medio de la técnica de ELISA indirecta
(inmunoensayo indirecto), en base a lo descrito por Lopez et al. (1991), el manual
argentino de diagndstico seroldgico de la brucelosis bovina (2009) y Pino et al.
(2003).

Los niveles de anticuerpos de los animales control y tratados, se determinaron
mediante la técnica de ELISA indirecta, para lo cual se adsorbié un extracto
bacteriano de P. multocida (utilizada como antigeno) en la placa de ELISA,
posteriormente se incubd con los sueros de los animales. La deteccion de los
anticuerpos séricos que se unieron al antigeno se hizo mediante la utilizacién de un
anticuerpo anti-conejo elaborado en cabra y conjugado con HRP (peroxidasa de
rabano). La presencia de los anticuerpos se detectd mediante una reaccion
colorimétrica utilizando como sustrato peroxido de hidrégeno acoplado a O-
fenilendiamina (OPD, por sus siglas en inglés). El analisis de la placa se hizo con
un lector de microplacas de ELISA (marca BioRad, modelo 550) a una longitud de
onda de 490 nm (contenida dentro de los Anexos, procedimientos 3-4).

5.3.4.1 Extracto bacteriano
El procedimiento de elaboracion del extracto bacteriano fue el mismo que el
realizado en la elaboracion de las bacterinas (ver 5.2.7.1., pag. 40).
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5.3.4.2 Rompimiento bacteriano

El proceso de rompimiento bacteriano, utilizado en la elaboracion del extracto
bacteriano y el reconocimiento de P. multocida por parte de las muestras séricas
obtenidas a partir de los conejos experimentales, se corrobord por medio de las
técnicas de fluorescencia directa e inmunohistoquimica, estas fueron observadas
por microscopia optica en muestras de frotis del extracto bacteriano, asi como el
marcaje con DAPI observado mediante microscopia de fluorescencia (Ver Anexos,
Procedimientos, 2).

5.3.5 Sacrifico y necropsia de los animales experimentales

Los animales experimentales se introdujeron en una camara de COz2, durante 2 min,
para insensibilizarlos y después se sacrificaron por dislocacion cervical. Se llevé a
cabo la necropsia con la obtencién de las muestras histopatoldgicas de diferentes
tejidos como fue corazon, higado, rifiones y pulmones, asi como tomar las
fotografias de los pulmones en vistas dorsal y ventral.

5.3.6 Ganancia de peso

Los animales experimentales fueron pesados al inicio y al final de la prueba
experimental, a partir de esos resultados se determiné la ganancia de peso (GP)
por animal experimental, utilizando la siguiente formula:

Peso final—Peso inicial

GP

" sedias experimentales

5.3.7 Lesion pulmonar macroscopica

El porcentaje de lesion pulmonar aproximado fue calculado utilizando el programa
Autodesk AutoCAD 2016 y fotografias digitales de los pulmones en vistas dorsal y
ventral, en el cual se traz6 el perimetro aproximado de cada uno de los pulmones
de los animales experimentales, asi como de las lesiones pulmonares que fuesen
comparables con lesiones neumonicas tipicas causadas por P. multocida en
conejos (Flores y Cruz, 2004).
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5.3.8 Estudio histopatoldgico

El proceso de obtencion de muestras histopatologicas se realizd6 mediante la
recoleccion de tejido de 7 mm de espesor, a partir de muestras de corazon en sus
cuatro cavidades, muestras de ambos pulmones, de higado y de ambos rifiones.
Posterior a la recoleccion, las muestras fueron fijadas en formalina acuosa
amortiguada al 10%. (Ver Anexos, Procedimientos, 5-7).

5.3.8.1 Conteo de mastocitos

El conteo de mastocitos o células cebadas se realizé a partir de cortes histologicos
tefiidos con TA (Ver Anexo, Procedimientos, 7). El proceso de conteo se realizd en
11 campos al azar no confluyentes, determinando la media del conteo y de los
grupos experimentales. Lo anterior fue realizado dentro del laboratorio de histologia,
Lic. Medicina Veterinaria y Zootecnia, FESC Campo 4, UNAM, bajo la supervision
del Dr. German Isauro Garrido Farifia.

5.3.9 Tomas radiograficas

La evaluacién de las tomas radiograficas se realiz6 bajo el asesoramiento del Dr.
Alejandro Canales (QEPD), partiendo de las radiografias tomadas un dia antes de
iniciar el experimento y al final del mismo. Para dicha evaluacion se realizaron 2
tomas radiogréficas por animal experimental, lateral derecha y dorsoventral, las
tomas radiogréficas se realizaron en el hospital de pequefas especies, FESC
Campo 4, UNAM, Cuautitlan Izcalli, Edo. de México.

5.3.10. Analisis estadistico de resultados

Los resultados se compararon mediante una prueba de comparacion de medias,
mediante una prueba de Buferroni con 95% de intervalos de confianza para
comparacion de medias y errores estandar, asi como un andlisis de varianza
(ANOVA, por sus siglas en inglés) de doble via para el andlisis de los resultados
obtenidos en los niveles de anticuerpos, estos analisis se realizaron en el programa
estadistico de R version 3.4.3 y las figuras fueron realizadas en el programa
Graphpad Prism version 8.0.0.
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5.3.10.1 Modelo de regresién lineal multiple

El modelo de regresion lineal multiple, permite comprender la relacion de dos o mas
variables y relacionar una variable en relacion a otras variables, es decir, es cuando
dos o mas variables independientes influyen sobre una variable dependiente.
Ademas, proporciona el efecto observado dentro de la poblacibn o muestra
estudiada, mientras que los datos que no tienen el mismo efecto deseado se
consideran como datos inexplicables.

El modelo de regresion lineal multiple se realizé en el programa estadistico de R
version 3.4.3, realizando una correlacion entre las variables obtenidas (conteo de
mastocitos, dafio macroscoépico, lesiones histopatolégicas y ganancia de peso) en
relacion con los niveles de anticuerpos al dia 56 experimental, lo anterior fue para
todos los grupos inmunizados, con el fin de comprobar la relacion existente entre el
aumento del nivel de anticuerpos al dia 56 con respecto cada una de las variables
evaluadas.
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6. RESULTADOS




6.1 FASE 1. FORMULACION DE
LA BACTERINA




6.1.1 Recoleccion del propdleo en grefa
6.1.2 Analisis quimico del propdleo
6.1.2.1 Cuantificacién de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides se realiz6 de acuerdo una curva de calibracion
basada en la NOMO003-SAG/GAN-2017. La cuantificacion de compuestos
flavonoides se realiz6 en un espectrofotometro UV/Vis Genova MK3 (Cuadro 1).

Cuadro 1. Determinacion de la absorbancia por dilucion de propéleo.

Muestra de Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Dilucién de
propéleo propdleo
FESC 0.144 ABS 0.177 ABS 0.163 ABS 1:200
*EAP Morelos 0.443 ABS 0.361 ABS 0.439 ABS 1:300

*El propéleo del estado de Morelos (Morelos) se manejé una dilucion de 0.03 mg/mL.

En base a estos resultados se utilizd la curva patron establecida para la
interpolacién de las lecturas de absorbancia de las muestras con la curva de
calibracion, obteniendo el porcentaje de flavonoides del propéleo (0.05 mg/mL)
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de flavonoides por concentraciéon de propdleo (0.05 mg/mL).

1 2 3 i
M“gztra 1 7 3 FLAV FLAV FLAV X mglg  Std. o o
. ABS ABS ABS EEP  Ded. °
propdleo
(ng/g EEP)

FESC 015 0.8 0.16 469 547 508 5.08 0.0051 0.390 10.16  1:200
*EAP

0.44 036 044 12.88 10.60 1277  12.08  0.0036 1.288 7.25  1:300
Morelos

*El propoéleo del estado de Morelos (Morelos) se manej6 una dilucion de 0.03 mg/mL.

Finalmente se obtuvo el porcentaje de flavonoides por dilucion de propéleo
(0.05mg/mL) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Porcentaje aproximado de compuestos flavonoides totales.

Muestra de propoleo Dilucion de propéleo % Flavonoides
FESC 1:200 10.16
*EAP Morelos 1:300 7.25

*El propdleo del estado de Morelos (Morelos) se manejé una dilucion de 0.03 mg/mL.

6.1.2.2 Cuantificacion de fenoles

La cuantificacion de fenoles se realizé de acuerdo una curva de calibraciéon basada
en la NOM-003-SAG/GAN-2017 en un espectrofotbmetro UV/Vis Genova MK3
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje de fenoles por concentracion de propoleo (0.05 mg/mL).

Muestra de 1 2 3 1 2 3 X Std. ded. Equivalentes %
propéleo ABS ABS ABS Fen Fen Fen

mg/g EEP AG/g EEP
FESC 0.17 0.17 0.18 0.02 0.02 0.02 0.019 0.0010 381.14 38.11
*EAP 0.19 0.18 0.19 0.02 0.02 0.02  0.021 0.0008 411.36 41.14

Morelos

*El propéleo del estado de Morelos (Morelos) se manejé una dilucion de 0.03 mg/mL.

En el cuadro 5 se presenta el porcentaje de compuestos fendélicos obtenido por
dilucion de propoéleo.

Cuadro 5. Porcentaje aproximado de compuestos fenolicos totales.

Muestra de propdleo Dilucion de propdleo % fenoles
FESC 1:500 38.11
*EAP Morelos 1:300 41.14

*El propoleo del estado de Morelos (Morelos) se manejé una dilucion de 0.03mg/mL.
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6.1.3 Cepa de Pasteurella multocida tipo A

Los aislamientos de los animales clinicamente enfermos (Fig. 8) se sometieron a
pruebas primarias y secundarias, asi como la prueba de determinacion del tipo
capsular se muestran en el cuadro 6. Estos resultados fueron comparados con lo
descrito por Cowan (1975), determinando que la bacteria aislada pertenece al
género Pasteurella, especie multocida y tipo capsular A. Estos resultados fueron los
mismos durante la identificacién bacteriana en el proceso de potencializacion de la
cepay en la elaboracion de los extractos bacterianos.

P e

—_——

Fig. 8. Animal clinicamente enfermo, fotografias tomadas en el mddulo de conejos,
FESC, UNAM, 2017.

Cuadro 6. Resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas primarias y secundarias de la
identificacidon bacteriana.

Prueba Tipo de prueba Resultado
Prueba Primarias Tincion de Gram Bacilo corto, Gramnegativo.
Oxidasa Positiva
Catalasa Positiva
Pruebas Secundarias Oxido-Fermentativa (OF) Fermentativa facultativa
Reduccidn de nitratos Positiva
Reduccidn de urea Positiva
Degradacioén de sorbitol Positiva
Degradacion de glucosa Positiva
Identificacion del tipo capsular Descapsulacién con Positiva

hialuronidasa
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6.2 FASE 2. EVALUACION DEL
PROPOLEO




6.2.1 Modelos biolégicos experimentales
6.2.2 Procedimiento de inoculacién

Los sitios de inoculacion de cada conejo fueron evaluados durante los primeros 3
dias posteriores a cada inmunizacion. En el grupo B no se evidencio la presencia
de dolor, al momento de la inoculacién, escozor ni enrojecimiento. Sin embargo, se
observo la formacién de granulomas hasta la tercera inmunizacién, en el 50% de
los conejos (Cuadro 7).

En el grupo C se evidencio la presencia de dolor al momento de la segunda
inmunizacion y ligero enrojecimiento en los sitios de inmunizacion en un 50% de los
conejos. En el grupo D se observé una pigmentacion amarillenta en la piel y pelo
circundante a los sitios de inmunizaciones, desde la segunda inoculacion, asi como
la formacion de granulomas en los sitios de inmunizacion posteriores a la tercera
inmunizacion en menos del 50% de los conejos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Fotografias representativas, de las 24 h posteriores, a cada una de las
inmunizaciones, de cada grupo experimental.

Grupo Primera inmunizacion = Segundainmunizacién Tercerainmunizacion
experimental (dia 0) (dia 17) (dia 31)

Control (A)

Hidréxido de
aluminio (B)

Prop6leo FESC
(©)

Propéleo
Morelos (D)

Formacion de granulomas, evidenciados por la fecha azul.
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6.2.3 Desafio

Posterior a la instilacion de la cepa virulenta en la fosa nasal derecha, los signos
clinicos de enfermedad se evidenciaron en un lapso de 48 h. Los principales signos
evidenciados fueron la presencia de secrecion nasal con o sin estornudos e

inapetencia. Se debe enfatizar la presencia de estertores en ambos campos

pulmonares del grupo A, asi como la presencia de signos clinicos en el 66.67%
(4/6). B. 16.67% (1/6). C. 33.33% (2/6). D. 50% (3/6).

6.2.3.1 Potencializacién de la cepa virulenta de Pasteurella multocida

Los hallazgos a la necropsia del primer ratén
fueron la presencia de un absceso de 0.2 mm de
diametro en el I6bulo hepético medio, asi como
la presencia de consolidacién pulmonar en
ambos pulmones, este raton fue sacrificado a las
36 h posinoculacion.

El segundo raton experimental murié a las 13 h
posinoculacion, como hallazgos a la necropsia se
observaron diversas variaciones en las
condiciones del liquido peritoneal como fueron:
un aumento de volumen del liquido peritoneal,
aumento de su viscosidad y coloracion
amarillenta (Fig. 9), en el resto de los 6rganos se
observaron diversas alteraciones como fueron: el
higado se observé agrandado pero sin
irregularidades en su superficie, los pulmones se

Fig. 9. Lesiones observadas a la necropsia
en el segundo ratéon para aislar P.
multocida. Se puede apreciar el aumento
de la viscosidad del liquido peritoneal.
UIM, FESC-C4, UNAM, 2018.

observaron friables y con presencia de abscesos en la zona apical de ambos
pulmones, mientras que en el resto de los 6érganos no se observaron alteraciones

aparentes.

El tercer raton experimental se sacrificd a las 12 h posinoculacion, posterior a su
muerte se prosiguio a la necropsia del ratdn experimental, como hallazgos a la
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necropsia se encontraron: la presencia de
hemorragias en intestinos y en los pulmones
se evidenci6 la formacion de focos
hemorragicos, consolidacion  pulmonar,
principalmente en los I6bulos caudales.
Ademas, ambos pulmones se encontraron
colapsados y disminuidos de tamafo. Sin
embargo, no se observaron abscesos o
irregularidades en la superficie de los
organos. En la pared abdominal y toracica se
observaron hemorragias, asi como un liquido
peritoneal grisaceo y un aumento en su
viscosidad. Otro hallazgo fue la presencia de
conjuntivitis bilateral en menos de 7 h (Fig.
10).

Finalmente, a partir de las muestras de
exudados, asi como aislamientos directos de

Fig. 10. Lesiones observadas a la necropsia en el
tercer ratén inoculado para aislar P. multocida. Se
observa la presencia de hemorragias en cavidad
tordcica y focos hemorragicos en intestinos y
pared abdominal. UIM, FESC-C4, UNAM, 2018.

pulmones del tercer ratén experimental se aislé una cepa de P. multocida que es
considerada como una cepa altamente virulenta, de acuerdo a lo estipulado por la

NOM-063-Z00-1999.

6.2.5 Niveles de anticuerpos

Las muestras séricas obtenidas de los conejos experimentales a intervalos de 14
dias, fueron analizadas utilizando una prueba de ELISA indirecta, las densidades
Opticas obtenidas fueron sometidas a una prueba ANOVA de doble via, obteniendo
diferencias significativas, con un intervalo de confianza del 95% (Fig. 11).
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Promedio de la densidad dptica de los niveles de anticuerpos por grupo
experimental.

20 T T T U - Contral
ntro

* Hidroxido de aluminio
+ |- Propoleo FESC
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Fig. 11. Determinacion de los niveles de anticuerpos en los conejos inoculados con las bacterinas elaboradas con
los diferentes adyuvantes. Técnica de ELISA indirecta.

* Diferencia significativa (p<0.05) entre todos los grupos inmunizados en comparacién con el
grupo control al dia 28

** Diferencia significativa P<0.001 entre el grupo de hidréxido de aluminio en comparacion con
el grupo control, al dia 56 experimental

6.2.5.1 Extracto bacteriano
6.2.5.1.1 Rompimiento bacteriano

Mediante la técnica de inmunohistoquimica se detecto la presencia de méas del 80%
del rompimiento bacteriano por campo de vision (Fig. 12) y la presencia de material
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genético disperso en todos los campos de vision (Fig. 13), lo cual indica el
rompimiento de P. multocida, utilizada en la elaboracion del extracto bacteriano.

N
)

Fig.11. Determinacion del rompimiento
bacteriano. Técnica inmunohistoquimica
indirecta, a 100X. Fotografia tomada en
laboratorio. 6, UIM, agosto 2018.

6.2.6 Ganancia de peso

Fig.13. Rompimiento bacteriano de P.
multocida. Técnica de fluorescencia directa con
DAPI para marcar DNA. Observada a 100X.
Fotografia tomada en laboratorio. 6, UIM,
agosto 2018.

La ganancia de peso promedio por grupo experimental se determind utilizando un
andlisis de comparacion multiple de Bonferroni, en donde no se obtuvo una
diferencia significativa (p>0.05) (Cuadro 8) (Fig. 14).

Cuadro 8. Ganancia de peso promedio por grupo experimental.

Grupo experimental
Control
Hidréxido de aluminio
Propdleo de FESC
Propdleo de Morelos

Promedio GP (kg)
2.8
2.946
2.992
3.03
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Fig. 14. Ganancia de peso promedio por grupo experimental. Se observa que los tres grupos inmunizados
ganaron mas peso que el control sin inmunizar, sin embrago, estd diferencia no fue significativa
estadisticamente (p>0.05).

6.2.7 Sacrifico y necropsia de los animales experimentales

La necropsia de los conejos experimentales evidencié la presencia de pericarditis y
glomerulonefritis en 3 conejos del grupo control. Sin embargo, en los conejos de los
grupos inmunizados no sé evidenci6 la presencia de anormalidades
anatomomorfoldgicas a excepcion de lesiones pulmonares (Ver 6.2.8).

6.2.8 Porcentaje de lesién pulmonar

Las lesiones pulmonares fueron comparables con lesiones neumonicas tipicas
causadas por pasteurelosis en conejos, como fue la presencia de bronconeumonia
exudativa en casi todos los conejos experimentales, pero con diferente grado de
cronicidad (Fig. 15).
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Fig. 15. Porcentaje promedio del dafio pulmonar macroscépico. Se realizd una prueba de Bonferroni (p<0.001))
para el adyuvante de hidréxido de aluminio en comparacién con el grupo control (*). Se puede observar que no se
obtuvo una diferencia significativa debido a la alta variacion en los grupos con adyuvante de EAP.

6.2.9 Estudio histopatolégico

El proceso de andlisis de las muestras histopatoldgicas se realiz6 en base a una
denominacion cualitativa determinada por el grado de lesion observado (poco (+),
moderado (++) y grave (+++)) de cada uno de los tejidos mencionados (Cuadro 9).

Cuadro 9. Representacion cualitativa del dafio histopatolégico observado en muestras de
corazon, higado y rifidon por grupo experimental.

Grupo experimental Corazon Higado Rifién Pulmén  Promedio
Control +++ ++ ++ +++ 4+

Adyuvante de hidréxido de

- - - + - +
aluminio
Adyuvante de prop6leo FESC - + + + +
Adyuvante de propdleo N i . oy o

Morelos
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Las lesiones promedio observadas por grupo experimental fueron:

= Grupo control (inoculado con solucién salina fisiologica): se observé la
presencia de glomerulonefritis aguda, pericarditis, inflamacion portal mixta
con infiltrado de linfocitos, plasmocitos y neutrdfilos, este Ultimo para el caso
del higado, ademas de presencia de pleuritis con bronconeumonia exudativa.

= Grupo con adyuvante de hidréxido de aluminio: se evidencio la presencia
de glomerulonefritis leve, sin embargo, no se observaron cambios
anatomopatoldgicos en corazon o higado. Ademas de bronconeumonia
exudativa en so6lo 1 de 6 conejos.

= Grupo con adyuvante de EAP FESC: se observé en el higado la presencia
de inflamacion portal mixta con infiltrado de linfocitos y macréfagos
espumosos. Asi como la presencia de glomerulonefritis leve.

= Grupo con adyuvante de EAP de Morelos: se observo la presencia de
pericarditis en 3 de 6 conejos experimentales, asi como de glomerulonefritis
aguda en 2 de 6 conejos.

Las descripciones anteriormente descritas se plantean sélo como hallazgos
histopatolégicos, sin embargo, se les defini6 un nimero en base al resultado
promedio dado por cruces para someter los resultados a un modelo de regresion
lineal multiple en conjunto con todas las variables determinadas durante el trabajo
experimental (Ver analisis estadistico en este mismo apartado 5.3.10)

6.2.9.1 Conteo de mastocitos

Al término del conteo en 11 campos al azar no confluyentes, se determind la media
del conteo y de los grupos experimentales (Fig. 16). Posteriormente, se realizé una
prueba de comparacion mdultiple de Bonferroni, donde se obtuvo una diferencia
significativa (p<0.05) entre el grupo control con el grupo de hidréxido de aluminio,
con un intervalo de confianza del 95%, sin embargo, para los grupos inmunizados
con EAP de propdleo no existié una diferencia estadistica debido a la variabilidad
de los resultados.

Lo anterior, es indicativo de una disminuciéon del conteo de mastocitos, para los
grupos inmunizados.
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Fig. 16. Conteo promedio de mastocitos por grupo experimental. Diferencia estadistica (p<0.05) entre el grupo control con
el grupo de hidroxido de aluminio (*). Obsérvese la disminucion del conteo de mastocitos para todos los conejos inmunizados.

Mediante la técnica de AT se evidencid la presencia de mastocitos en las zonas
periféricas a vasos sanguineos y alveolos pulmonares, asi como de detritus
celulares circundantes a los mastocitos (Fig. 17).

» -
Fig. 17. Presencia de mastocitos en pulmones de conejos,

- . perteneciente al grupo control. Tincién con azul de
toluidina. 40X. Fotografia tomada en el Laboratorio de
Histologia, MVZ, FESC Campo 4, UNAM, septiembre 2018.

6.2.10 Evaluacién de las radiografias

Las lesiones macroscopicas y las radiografias de térax se compararon de manera
individual por conejo experimental en relacion al andlisis digital de imagen (Cuadro
10).
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Cuadro 10. Lesiones macroscopicas representativas por grupo experimental con su respectiva toma radiografica, correspondiente
para cada conejo experimental,

Grupo

. Dorsal Ventral Lateral derecha Dorso-ventral
experimental

Control
En el &rea hilial pulmonar se Se observo la presencia de
v - observa un aumento de algunos nédulos en los
Resultados 8.5145% de lesién pulmonar macroscopica . A 9
densidad radiolégica con campos pulmonares
apariencia de nodulos craneal y caudal
Hidroxido de
aluminio
Se observé un aumento de En las zonas craneales se
L . densidad de los I6bulos evidenciaron los bordes
Resultados 3.3075% de lesion pulmonar macroscépica . .
craneales a nivel de los pulmonares con presencia
broncogramas aéreos. de patrén alveolar.
Propéleo
FESC
L - Se evidenciaron patrones vasculares y bronquiales en el 60%
Resultado 3.0392% de lesion pulmonar macroscépica P . Y 4
de los conejos.
Propéleo ! : n
Morelos . 4
L - Se evidenciaron patrones vasculares y bronquiales en el 60%
Resultados 10.0255% de lesion pulmonar macroscépica P Y 4

de los conejos.
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6. 2.11 Analisis estadistico de resultados
6.2.12 Modelo de regresion lineal multiple

Se determind la correlacion entre cada una de las variables (conteo de mastocitos,
dafio macroscépico, ganancia de peso y lesiones histopatoldgicas) con respecto a
los niveles de anticuerpos obtenidos al dia 56 experimental, para los grupos
inmunizados. Todos los datos mostrados tuvieron una significancia estadistica
(p<0.05).

a) Daflo macroscopico: se obtuvo una correlacién entra la disminucion del dafio
macroscopico en relacion al aumento del nivel de anticuerpos al dia 56
experimental, esta disminucion fue de 2.0 — 5.3% del dafio macroscoépico, para el
60% de los conejos inmunizados con EAP (Ver anexo gréfico, Fig. 18.1).

En contraste con la correlacion promedio para todos los grupos inmunizados, la cual
fue indicativa de una disminucién entre 0.17-0.47% del dafio macroscopico con
respecto al aumento del nivel de anticuerpos al dia 56 experimental, para el 40.39%
de los conejos (Ver anexo grafico, Fig. 19.2).

b) Conteo de mastocitos: se obtuvo una correlacion entre una disminucion del
conteo de mastocitos en relacién al aumento de los niveles de anticuerpos al dia 56
experimental, esta disminucion va de 0.71 — 2.0 del conteo de mastocitos en 11
campos pulmonares no confluyentes, para el 58.3% de los conejos inmunizados con
los adyuvantes de propdleo (Ver anexo grafico, Fig. 18.2).

En contraste con la correlacién promedio para todos los grupos inmunizados de una
disminucién entre 0.01-0.19 del conteo de mastocitos con respecto al aumento de
los niveles de anticuerpos al dia 56 experimental, para el 79.83% de los conejos
inmunizados (Ver anexo grafico, Fig. 19.1).

c) Ganancia de peso: se obtuvo una correlacion del aumento de la ganancia de
peso en relacion al aumento de los niveles de anticuerpos al dia 56 experimental,
este aumento fue de 1.79 — 4.06 kg de ganancia de peso promedio, para el 88% de
los conejos inmunizados con EAP (Ver anexo grafico, Fig.18.3).

En contraste con la correlacion promedio para todos los grupos inmunizados del
aumento promedio entre 0.06 - 0.5 Kg con respecto al aumento de los niveles de
anticuerpos al dia 56 experimental, para el 79.83% de los conejos inmunizados (Ver
anexo grafico, Fig. 19.3).

d) Lesiones histopatoldgicas: se obtuvo una correlacion de la disminuciéon del
dafio celular en relacion al aumento de los niveles de anticuerpos al dia 56
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experimental, esta disminucion fue de 0.22 — 1.35% del dafio celular en muestras
histopatologicas de pulmén, rifidn, higado y corazon, para el 36% de los conejos
inmunizados con EAP (Ver anexo gréfico, Fig. 18.4).

En contraste con la correlacion promedio para todos los grupos inmunizados de una
disminucién entre 0.24 — 1.4% del dafio celular con respecto al aumento de los
niveles de anticuerpos al dia 56 experimental, para el 22.14% de los conejos, (Ver
anexo gréfico, Fig. 19.4).

Correlacion entre el dafio macroscopico y el conteo de mastocitos

La correlacién entre el dafio macroscépico y el conteo de mastocitos, en donde
existe un aumento tendiente entre 0.17 — 0.47 % del dafio macroscopico con
respecto al aumento del conteo de mastocitos, con una significancia estadistica de
p<0.001, para el 40.39% de los conejos experimentales (Fig. 20).

Correlacién entre la concentracion de flavonoides con respecto a los
niveles de anticuerpos.

La correlacion es indicativa de un aumento de los niveles de anticuerpos tendiente
entre 6.02 — 7.34 con respecto a la concentracion de flavonoides totales, para el
89.4% de los conejos, con una significancia estadistica p<0.05 (Fig. 21).

En los anteriores resultados se debe especificar que los porcentajes restantes
representan dentro del modelo de regresion a variables inexplicables, dichas
variables corresponden a conejos que no tuvieron el resultado esperado con
respecto al resto de los conejos de su grupo experimental.
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Fig. 20. Correlacion entre el conteo de mastocitos y el porcentaje de dafio macroscépico pulmonar. Se observa una
correlacion significativa (p<0.001), con un aumento del dafio macroscépico con respecto al aumento del conteo de
mastocitos, lo anterior fue representativo sélo para el 50% de los conejos experimentales.

Linea de minimos cuadrados (representa la tendencia de la mayoria de los datos, en este caso el 50% de los
conejos).

= - = « Linea suavizada (representa la variabilidad de los datos).
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Fig. 21. Correlacion entre la concentracion de flavonoides y los niveles de anticuerpos al dia 56 experimental. Se observa una
correlacion significativa (p<0.05), del aumento de los niveles de anticuerpos con respecto a la concentracion de flavonoides
totales, para el 89.4% de los conejos inmunizados con adyuvante de propdleo.

Linea de minimos cuadrados (representa la tendencia de la mayoria de los datos, en este caso el 89.4% de los conejos)

= = = Linea suavizada (representa la variabilidad de los datos)
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7. DISCUSION




En México se carece de un inmunogeno para la prevencion de la pasteurelosis en
el sector cunicola (Cervantes y Aguilar, 2016), por lo que se considerdé de
importancia el elaborar una bacterina para la prevencion de la pasteurelosis en
conejos. Asimismo, a nivel internacional surgié un auge del empleo del propoleo
como inmunomodulador e inmunoestimulante (Havsteen et al., 2002; Fischer et al,
2006; Fischer et al., 2007; Nassar et al., 2012; Sforcin, 2016;), por lo que se propuso
la elaboracion de una bacterina utilizando al propdleo en presentacion acuosa (EAP)
como adyuvante, con el fin de demostrar el efecto inmunoestimulante del propdleo
mexicano, asi como elaborar una bacterina, la cual se pretende sirva como
precedente de futuros biolégicos utilizando al propéleo como adyuvante, ya fuese
en conejos como en otras especies domésticas y empleando diferentes variedades
de patégenos.

La elaboracion de los inmundgenos en el presente trabajo se basaron en la NOM —
063 — ZOO — 1999 y NOM - 049 — ZOO - 1995, asi mismo, debido a la carencia de
una prueba diagnostica comercial para el diagnostico serologico de la pasteurelosis
en conejos se elabor6é una prueba de ELISA indirecta para la deteccion de los
niveles de anticuerpos contra P. multocida tipo A en los conejos experimentales, la
cual estuvo basada en lo realizado Martinez et al. (2012), el manual de diagndstico
de brucelosis bovina (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria,
Argentina, 2009) y Pino et al. (2003), con diversas modificaciones adecuadas a las
posibilidades y recursos con los que se contaba.

La hipétesis y el objetivo del presente trabajo se centraron en demostrar el efecto
adyuvante del propdleo en su presentacion de EAP, en conjunto con una bacterina
contra P. multocida en conejos, de acuerdo a los resultados obtenidos se demostré
un efecto equiparable al adyuvante de hidroxido de aluminio, lo cual logra
evidenciarse al dia 28 experimental en donde los niveles de anticuerpos de IgG
séricos, para los tres grupos de conejos inmunizados, tuvieron una diferencia
significativa (p<0.05) en comparacion con el grupo control. Sin embargo, al dia 56
experimental ya no se presento una diferencia estadisticamente significativa para el
caso del grupo con adyuvante de EAP de Morelos en comparacion con el grupo de
hidroxido de aluminio. A pesar de ello, se evidencié una tendencia hacia la
significancia del grupo de EAP FESC en comparacion con el grupo de hidréxido de
aluminio.

Lo anterior, es equiparable a lo realizado por Nassar et al. (2012), el cual reporta
una mortalidad del 28.57% de conejos inmunizados con una vacuna atenuada de
P. multocida utilizando al propdleo egipcio como adyuvante, las muertes de sus
conejos experimentales se presentaron dentro de las 2 semanas posteriores a la
prueba de desafio, ademas no existieron cambios significativos con demostracion

69



valorable en la ganancia de peso y la disminucion del dafio pulmonar a la cepa
utilizada durante la prueba de desafio. En base a lo anterior, podemos mencionar
que en el presente trabajo no se evidencid estadisticamente una diferencia
significativa entre las ganancias de peso, lo cual estuvo relacionado con la
variabilidad de los resultados en los grupos experimentales, sin embargo, es
apreciable una diferencia en el aumento de la ganancia de peso para el grupo con
adyuvante de EAP de Morelos, asi como un aumento de los niveles de anticuerpos
de 1gG séricos a partir del dia 14 experimental. Ademas, se evidencido una
disminucién del dafio macro y microscépico pulmonar, asi como de una disminucién
del conteo de mastocitos en muestras histopatolégicas de pulmén, conjuntamente
con una disminucién de lesiones histopatolégicas en muestras de corazon, higado
y rifién, lo anterior es comparando a los grupos inmunizados con el grupo control.

Por otro lado, Fischer et al. (2007) demostré la accion del propdleo brasilefio como
adyuvante auxiliar en combinacién con aceite mineral, contra el herpes virus bovino
tipo 5 (BoHV-5, por sus siglas en inglés), dicho adyuvante potencializé la respuesta
inmune humoral en los bovinos experimentales, reportando la formacion de un
granuloma, el cual postula fungi6 como reservorio del antigeno, generando un
“efecto depdsito”. Sin embargo, también reporta la presencia de abscesos en el sitio
de inoculacion.

En contraste a lo anterior, en el presente trabajo no se evidencié la presencia de
abscesos en los sitios de inoculacion durante las primeras dos inmunizaciones, en
ninguno de los grupos experimentales. Sin embargo, se evidencid la formacion de
granulomas en menos del 50% de los conejos inmunizados con adyuvante de EAP
FESC y de Morelos. Lo anterior, puede estar relacionado con la dosis de propéleo
utilizado, asi como la presentacion de EAP. La dosis utilizada fue de 50 ug de EAP
por conejo, mientras que Fischer et al. (2007) utiliz6 una dosis de 40 mg de EEP en
conjunto con aceite mineral por bovino, por lo que se puede suponer que la
presentacion de EAP es menos irritante para el tejido subcutaneo en comparacion
con la asociacion de EEP con una vacuna a base de aceite mineral.

Equivalentemente a lo descrito por Havsteen et al. (2002), Nassar et al. (2012),
Fischer et al. (2006), Fischer et al. (2007), Bankova et al. (2005) y Sforcin (2016),
en el presente trabajo también se le atribuye el efecto adyuvante a la presencia y
diferente concentracibn de los compuestos flavonoides. Sin embargo, en
comparacion a lo realizado por ellos, en este trabajo se utilizaron dos propdleos
mexicanos de diferente procedencia, por lo tanto, de dos concentraciones totales
de compuestos flavonoides diferentes, siendo para el caso del propoleo de FESC
(Cuautitlan lzcalli, Edo. México) y el propdleo de Morelos con concentraciones
totales de compuestos flavonoides de 10.16% y 7.26% respectivamente. Como ya
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se ha reportado en la seccion de resultados (Cuadro 3), se realizd6 un modelo de
regresion lineal (ver Resultados 5.2.12), el cual demuestra una diferencia
estadistica (p<0.001) con un aumento de los niveles de anticuerpos séricos, al dia
56 experimental, tendiente entre 6.02-7.34, reportada para el 89.4% de los conejos
experimentales con adyuvante de EAP. Se debe sefalar, que el porcentaje restante
(10.6%) son considerados como eventos inexplicables dentro del comportamiento
de los conejos, con respecto al aumento de los niveles de anticuerpos, en ambos
grupos experimentales (Fig. 21), dichos eventos inexplicables pudieran ser referidos
a factores independientes de cada conejo experimental.

Lo anterior, ha sido reportado en las investigaciones realizadas por Cervantes y
Aguilar (2016), Singh et al. (2011), Suckow et al. (1995) y Suckow t al. (2008)
quienes reportaron un comportamiento similar al experimentar con vacunas contra
P. multocida en conejos utilizando adyuvantes como el hidréxido de aluminio y
microesferas de alginato asi como diferentes vias de inoculacion (subcutanea e
intranasal), reportaron un aumento de los niveles de anticuerpos séricos de manera
irregular para el 80% de los conejos experimentales, sin embargo en el presente
trabajo dicho comportamiento tuvo una tendencia a la significancia estadistica,
reportada para el 89.4% de los conejos.

Conjuntamente con la medicidn de los niveles de anticuerpos séricos, en el presente
trabajo se determiné el porcentaje de dafio pulmonar macroscépico aproximado, el
conteo de mastocitos en muestras histopatologicas pulmonares, las lesiones
histopatolégicas representativas para cada grupo experimental y la ganancia de
peso. Dichas variables reportadas fueron sometidas a un modelo de regresion lineal
multiple para demostrar estadisticamente la correlacion existente entre estas
variables y los niveles de anticuerpos séricos al dia 56 experimental.

En el modelo de regresidn, se reporta una diferencia significativa (p<0.05) entre los
grupos con adyuvante de EAP, con una disminucion del dafio macroscépico, del
conteo de mastocitos y lesiones histopatologicas de 59.35%, 58.3% y 35.48%
respectivamente, de los conejos. Estos porcentajes reportados son indicativos de
una deficiencia en el efecto protector de las bacterinas con adyuvante de propdleo,
lo cual podria relacionarse con una deficiente estimulacion de inmunoglobulina A
secretora (slgA, por sus siglas del inglés), la cual se conoce como la responsable
de la proteccion en las mucosas, como podria ser el caso de la mucosa respiratoria.
Lo anterior esta relacionado a lo descrito por Suckow et al. (1995) y Suckow et al.
(2008), quien reportd un aumento de IgA al administrar por via subcutanea e
intranasal vacunas contra P. multocida (para los tipos A y D) y la toxina de P.
multocida (PMT) respectivamente, utilizando como adyuvante microesferas de
alginato. Sin embargo, a pesar de demostrar un aumento de los niveles de IgA en
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secreciones mucosas del aparato respiratorio, estos niveles no fueron suficientes
para conferir una proteccion total del aparato respiratorio, confiriendo una proteccién
parcial contra el desarrollo de neumonia, pleuritis y necrosis hepatica, siendo
indicativo de la supervivencia de los conejos a una infeccién de pasteurelosis.

Por otro lado, los modelos de regresion lineal corroboran una correlacion existente
entre las variables explicativas con respecto a los niveles de anticuerpos resultantes
al dia 56 experimental para todos los grupos inmunizados. Dentro de las variables
explicativas se encuentran el conteo de mastocitos en muestras histopatologicas de
pulmén, el porcentaje de dafio macroscopico, la ganancia de peso y las lesiones
histopatolégicas (a partir de muestras de corazon, higado, rifion y pulmén), para
dichas variables se demostr6é una correlacion para el 79.83%, 40.39%, 79.83% y el
22.14% respectivamente, de los conejos inmunizados. En base lo anterior se
encontré una relacién a lo descrito por Cervantes y Aguilar (2016), Nassar et al.
(2012), Suckow et al. (1995) y Suckow et al. (2008) quienes reportaron una
proteccion parcial contra el desarrollo de pasteurelosis en conejos.

A pesar de reportar unos porcentajes tan bajos dentro del modelo de regresion, se
puede sugerir que el efecto protector parcial fue suficiente para generar una
disminucién del conteo de mastocitos en muestras histopatolégicas de pulmon, este
conteo es indicativo de un posible control dentro de la reduccién del proceso
inflamatorio en el tejido pulmonar. Ademas, se demostré6 una disminucién del
desarrollo de pericarditis en muestras de tejido cardiaco, asi como de lesiones
hepaticas. Sin embargo, no existi6 una disminucion de lesiones en muestras
histopatoldgicas de rifidn, debido a que existi6 una prevalencia del 58.3% de
glomerulonefritis membranoproliferativa en los grupos inmunizados con adyuvantes
de EAP. Una posible respuesta de lo anterior, podria ser el hecho de que las
bacterinas simulan una infeccion natural con el objeto de producir inmunidad
protectora, implicando la activacién del sistema inmune innato. En conjunto con el
efecto producido por algunos adyuvantes como el hidroxido de aluminio, el cual
desencadena en el tejido inoculado dafios celulares que pueden fungir como
DAMPs, con la consecuente activacion de receptores de reconocimiento de patron
y liberacién de citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-y e IFN-q,
ésta ultima induce la maduracién de monocitos en células dendriticas, aumenta las
moléculas coestimuladoras y la expresion del complejo principal de
histocompatibilidad y junto con IL-6, favorece la secrecién de anticuerpos (Torres-
Ruiz, 2016). En este ambiente proinflamatorio, el dafo tisular local promueve
modificaciones en la estructura terciaria de las proteinas, lo que puede provocar que
sean reconocidas como antigenos y promover una respuesta autoinmune
patogénica. Dicha respuesta puede también ser mediada por linfocitos B y T auto-
reactivos espectadores. Lo anterior, Shoenfeld y Agmon-Lein (2001) lo definieron
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como sindrome autoinmune/autoinflamatorio inducido por adyuvantes (abreviado
como ASIA, por sus siglas en inglés), el cual describe un conjunto de condiciones
gue son el resultado de una respuesta inmune a los adyuvantes (Torres-Ruiz, 2016).

El adyuvante por si mismo (por ejemplo, Al(OH)s3) puede ser fagocitado por
macréfagos y acumularse en el citoplasma en forma de nanocristales de MSU,
favoreciendo la activacion de linfocitos T, linfocitos B, células plasmaticas e inclusive
la formacion de foliculos linfoides, dando origen a miofascitis macrofagica. Dichas
células pueden alcanzar la circulacion sistémica mediante su migracion a 6rganos
linfoides secundarios, lo que puede originar manifestaciones generalizadas de la
enfermedad en un sujeto genéticamente predispuesto (Torres-Ruiz, 2016). En este
estudio, se puede presuponer que el EAP de Morelos tuvo un efecto similar al
proceso inflamatorio ocurrido durante el ASIA, lo cual resulté en el desarrollo de
glomerulonefritis membranoproliferativa ocasionada por la formacién de complejos
inmunes.

En otro estudio, se evidencié que la administracion por via subcutanea de
neovestitol, un isoflavonoide aislado de propdleo rojo brasilefio, redujo la migracion
de neutréfilos inducida por LPS, la cual se encuentra relacionada con una expresion
reducida de ICAM-1 (Molécula de adhesion intercelular tipo 1) en la microcirculacion
mesentérica de ratones, asi como un aumento de los niveles de 6xido nitrico en la
cavidad peritoneal de ratones en un lapso de 4 h (Franchin y Col6n, 2016). Lo
anterior, podria ser similar al efecto observado con el EAP de FESC al ser inoculado
por via subcutdnea. En relacion, en el presente trabajo no se realizd la
determinacién de los compuestos flavonoides, sin embargo, Betancourt y Cruz
(2016) en un analisis de cromatografia de gases acoplado a masas, determinaron
los compuestos presentes en el propoleo de FESC, dicho propdleo se obtuvo en
una recolecta invernal (2014), determinando la presencia de pinocembrina, el cual
es una flavona. Lo anterior, se tom6 como base debido a la similitud en época y
zona de recolecta (FESC, Cuautitlan lzcalli, estado de México).

Asimismo, de acuerdo a lo descrito por Franchin y Colon (2016) la reduccion de la
migracion de neutrofilos inducida por el LPS ayudaria a evitar el desarrollo de ASIA
en los ratones inmunizados con el adyuvante de EAP de FESC, lo cual fue
evidenciado en la disminucion de la presencia de glomerulonefritis
membranoproliferativa en los conejos inmunizados con adyuvante de EAP de
FESC, a diferencia del adyuvante de EAP de Morelos, donde se observo
glomerulonefritis membranoproliferativa.

En el presente trabajo, otra de las variables analizadas fue el conteo de mastocitos
en muestras histopatolégicas de pulmon, que demuestra una disminucion entre
1.26-4.98 del conteo de mastocitos, en relacion al aumento del nivel de anticuerpos
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al dia 56 experimental, para el 49.46% de los conejos experimentales, con una
significancia estadistica de p<0.001 (Fig. 19).

En un estudio sobre cinética de la respuesta celular durante una infeccion pulmonar,
se realiz6 midiendo niveles de CD4+, CD8+ y mastocitos en pulmones de cerdos in
situ evaluando una infeccion experimental de Mycoplasma hyopneumoniae. Al dia
8, el aumento de mastocitos se produjo principalmente en los bronquiolos de
diametro pequefio (<80 um). Asimismo, en el limite entre el tejido conectivo externo
y la capa muscular, se observaron mastocitos en la mucosa bronquiolar, la pleura 'y
los tabiques interlobulillares, con una asociacién aparente a los vasos linfaticos y al
aumento de niveles de CD8+. Demostrando que los mastocitos estaban asociados
a BALT (Broncus Associated Lymphoid Tissues, del inglés), pero no dentro del
BALT ni en vasos sanguineos, pero si eran evidentes en las vénulas y en septos
infectados (Cruz et al., 2008).

Por el momento se carece de estudios sobre la participacion de los mastocitos
durante la infeccion de pasteurelosis en conejos, sin embrago Bernd & Muller (1995)
estudiaron la distribucién de células CD4+ y CD8+ en una infeccion intratraqueal
con P. multocida en pulmones de cerdos libres de patdgenos, demostrando una
acumulacion temprana en el parénquima pulmonar y zonas perivasculares y
peribronquiales después de 8 h. Lo anterior, en conjunto con lo descrito por Cruz
(2008) brindan un indicativo de la relacién existente entre el dafio pulmonar
ocasionado por una infeccién bacteriana y el subsecuente incremento del dafio
pulmonar inducido por un aumento desproporcionado de mastocitos.

Consecuentemente, se han demostrado las implicaciones de los mastocitos durante
procesos asmaticos, en donde se ha demostrado que pueden llegar a detectarse
aumentados en el BAL de estos pacientes, los cuales son retados con alérgenos
que inducen vasodilatacion, contraccidon del musculo liso y secreciébn de moco
(Pazmifio et al., 2014). Lo anterior, seria explicativo del desarrollo de una bronquitis
exudativa en una infeccién por pasteurelosis en conejos, desencadenando como
resultado dificultad respiratoria con la consecuente muerte de los conejos.

Finalmente, en este trabajo se evidencié el efecto inmunoestimulante de dos
propéleos mexicanos en una bacterina contra P. multocida tipo A en conejos, el cual
tuvo una tendencia a la significancia al dia 56 experimental, respecto al aumento de
los niveles de anticuerpos IgG séricos. Sin embargo, a pesar de no obtener el efecto
protector deseado, este es equiparable al efecto protector demostrado en otros
estudios de inmundgenos contra P. multocida en conejos, los cuales utilizaron otros
tipos de antigenos y adyuvantes (Cervantes y Aguilar (2016), Nassar et al. (2012),
Suckow et al. (1995) y Suckow et al. (2008)). Asi mismo, se demostro la correlaciéon
entre el porcentaje total de compuestos flavonoides en comparacion con los niveles
de anticuerpos de IgG séricos, que es equiparable a lo demostrado por Havsteen et
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al. (2002), Nassar et al. (2012), Fischer et al. (2006), Fischer et al. (2007), Sforcin
et al. (2005) y Sforcin (2016).

Adicionalmente, se hizo evidente una correlacion existente entre los niveles de
anticuerpos de 1gG séricos y la disminucion del conteo de mastocitos en muestras
histopatologicas pulmonares, asi como el porcentaje de dafio pulmonar
macroscopico aproximado.

Por otra parte, este trabajo demostrd la correlacion existente entre el conteo de
mastocitos con respecto al dafio macroscépico pulmonar, el cual es un resultado
gue no ha sido reportado por otros autores, para el caso de la pasteurelosis en
conejos.
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8. CONCLUSIONES




Los propdleos mexicanos procedentes de FESC (Cuautitlan lzcalli, edo. México) y
Morelos (edo. de Morelos, México) mostraron tener un efecto inmunoestimulante
equiparable con el adyuvante de hidroxido de aluminio. Dicho efecto
inmunoestimulante se hizo evidente por el aumento de niveles de IgG séricos en
conejos al dia 56 experimental, en tres inmunizaciones. Ademas, mostraron un
efecto protector en el tejido pulmonar comparable con otras investigaciones.

Los resultados obtenidos a pesar de no ser estadisticamente representativos,
representan un efecto equiparable al adyuvante de hidroxido de aluminio, en donde
la ganancia de peso fue mayor para el adyuvante de EAP de Morelos (3.03 kg) con
respecto al adyuvante de hidréxido de aluminio (2.95 kg), el conteo de mastocitos
para el adyuvante de EAP de FESC se redujo a la mitad (conteo de 2) en
comparacion al grupo control (conteo de 4), asi como en las tomas radiograficas se
observaron los patrones vasculares y bronquiales normales para el 60% de los
conejos inmunizados con adyuvante de ambos EAP.

Ademaés, se demostré una correlacion existente entre la concentracion de
compuestos flavonoides y el aumento de los niveles de anticuerpos, obteniendo
mayores niveles de anticuerpos (entre 6.02 — 7.34) con respecto a una mayor
concentracion total de compuestos flavonoides, en el 89.4% de los conejos. Sin
embargo, lo anterior no se encuentra correlacionado con respecto a un mejor efecto
protector en el tejido pulmonar.

El conteo de mastocitos en muestras histopatolégicas mostré una correlacion con
el dafio pulmonar, siendo un indicativo de su relacién con la respuesta inmunitaria
durante una infeccién de pasteurelosis en conejos, generando un aumento del dafio
macroscopico de 1.3 — 5.0% con respecto al aumento del conteo de mastocitos.

Conjuntamente, se espera que la técnica ELISA indirecta sirva como precedente del
desarrollo de un método serolégico de diagndstico para la pasteurelosis en conejo,
asi como las bacterinas contra P. multocida tipo A con adyuvante de EAP sean el
antecedente de nuevos usos de la inmunoestimulacién del prop6leo mexicano.
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9. PROSPECTIVAS

Finalmente, dentro de las perspectivas del presente trabajo se encuentran:

1. Determinar por medio de un andlisis de cromatografia de gases masa la
composicion de los compuestos flavonoides contenidos dentro de los
propéleos utilizados, para determinar el compuesto responsable del efecto
inmunomodulador, descrito dentro del presente trabajo.

2. Realizar la purificacion del antigeno utilizado para la prueba de ELISA
indirecta.
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10. ANEXOS




Protocolos

1. Prueba de descapsulacién por hialuronidasa

1.

2.

w

Siembra de la cepa utilizada en agar base sangre bovina al 5%, por estria
continda.

Al centro de la caja sembrada se sembré una muestra de S. aureus
productora de hialuronidasa.

Incubacion por a 37°C durante 24, en una estufa bacteriolégica Brider.

Se reporté como positiva al tipo capsular A, al existir una disminucién del
tamafo de la capsula de P. multocida alrededor de la cepa sembrada de S.
aureus.

2. Técnica de inmunohistoquimicay fluorescencia directa

1.

w

9.

La técnica se realizo en un frotis del extracto bacteriano directo, la cual fue
fijada por medio de calor directo.

Se permeabilizé durante 5 min con Tritén al 0.5% en PBS-1x.

Se realizaron tres lavados por inmersion en una solucién de PBS-1X.

El bloqueo se realiz6 en la superficie de la laminilla con leche descremada al
5% durante 20 min.

Se colocaron 100 uL de una muestra sérica de conejo positiva a P. multocida,
obtenida a partir de un conejo hiperinmune, asi como 100 pL de una muestra
sérica de conejo negativo a P. multocida, obtenida a partir de un conejo
clinicamente sano y negativo al aislamiento bacteriano.

Las laminillas con los sueros positivos y negativos se mantuvieron en
refrigeracion durante una noche.

Posteriormente se realizaron nuevamente tres lavados por inmersion en
PBS-1x.

Se adicionaron 100 puL por frotis del anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado
con HRP a una dilucion de 1:2 000 durante 1 h.

Se repitieron tres lavados por inmersién en PBS-1x.

10. Paulatinamente, se realizé el revelado de las laminillas con 100 uL por frotis

de 4-Cloro-1naftol durante 10 min.

11.Finalmente, el montaje de las laminillas se realizé6 con medio de montaje

adicionado con DAPI (4,6-Diamino-2-Fenilindol) (Ultracruz ®Mounting
Medium for Fluorescence) y se observaron mediante Optica y el marcaje con
DAPI mediante microscopia de fluorescencia (microscopio marca Zeiss
Axioscop 40, acoplado a una camara Evolution VF Cooled Color de Media
Cybernetics).
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3. Método micro Bradford

w

El ensayo se realiz6 en una placa de cultivo de 96 pozos, por triplicado.
Se realiz6 una curva patron utilizando una solucion madre de BSA con 1
ug/uL en PBS-1x, a proporciones de 5 yL de BSA y 395 uL de reactivo de
Bradford, posteriormente se realizaron diluciones dobles seriadas hasta el
sexto pozo.
La lectura de absorbancia se realiz6 a 595 nm y se elaboro la curva estandar.
Para las muestras de extractos bacteriano de P. multocida, se colocaron
alicuotas de la muestra y se llevaron a 200 uL de reactivo, por triplicado de
cada extracto y siempre colocando un pozo blanco.
A partir de la curva estandar se realiza el célculo de la concentracion de
proteinas de la siguiente manera:
a. Por regresién con minimos cuadrados se obtiene la ecuacion de la
curva patrén: Concentracion BSA = a(A595) + b.
b. Se calcula el coeficiente de correlacion con la recta (r).
c. Se realiza el grafico y con la ecuacion de la curva se calcula la
concentracion de proteinas en las diluciones apropiadas (0.1 > A595<
1).
d. Se registran por interpolacion en la curva estandar los valores de la
muestra, considerando la dilucion y volumen de muestra en cada caso.

4. Técnica de ELISA indirecta

El procedimiento para el montaje de la prueba de ELISA indirecta fue el siguiente:

1)

2)
3)
4)

5)

6)
7

Se tomé6 1 ug de proteina total del extracto bacteriano de P. multocida y se
llevé a 1 mL con solucion de carbonato de sodio-bicarbonato de sodio 100
mM, con un pH de 9.6.

Adicionar 100 uL del antigeno (Ag) por pozo, en microplacas de 96 pozos.
Se incubaron a 4° C durante 24 h.

Lavar los pozos 5 veces con solucion amortiguadora de fosfatos con Tween
al 0.05% (PBS-T).

Bloquear los sitios inespecificos con 100 yL de una soluciéon de leche
descremada (Svelty) al 5% en PBS-T.

Incubar a 4°C durante toda una noche.

Lavar los pozos 5 veces con PBS-T. Posteriormente se agregaron los sueros
problemas comenzando con una dilucion de 1:200 en PBS-1X, se
adicionaron 100 pL de dicha dilucion, estos sueros problema fueron
recolectados previamente durante el desarrollo de este trabajo, se dejaron
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incubar durante 2 h/ 37°C en una estufa microbiolégica Brinder, previamente
esterilizada.

8) Retirar los excedentes y lavar 5 veces con PBS-T.

9) Adicionar 100 pL por pozo del Ac secundario cabra anti-conejo conjugado
con HRP (marca comercial Sigma) a una dilucion de 1:2 000 en PBS-1X.

10)Incubar durante 1 h a temperatura ambiente.

11)Lavar 5 veces con PBS-T.

12)Adicionar 100 uL de la solucion de revelado por pozo, dejar incubar durante
10 min, detener la reaccion afadiendo 20 pL de H2SO4 al 4 N por pozo.

13)Realizar la lectura de la placa en un lector de microplacas de ELISA (marca
BioRad, modelo 550) a una longitud de onda de 490 nm.

5. Inclusién rapida de Robinson y Fayen
El proceso de inclusion se realizé en el siguiente orden:

1. Formol al 10-15% 5 min a 80°C, sin que presente ebullicion franca.
Alcohol de 96%, 5 min 80°C, sin que presente ebullicion franca.
Alcohol de 96%, 5 min 80°C, sin que presente ebullicién franca.
Alcohol de 100%, 5 min 80°C, sin que presente ebullicion franca.
Alcohol de 100%, 5 min 80°C, sin que presente ebullicién franca.
Alcohol de 100% - acetona 1:1, 5 min 80°C, sin que presente ebullicion
franca.

7. Acetona, 5 min 80°C, sin que presente ebullicion franca.

8. Acetona - xileno 1:1, 5 min 80°C, sin que presente ebullicién franca.
9. Xileno, 5 min 80°C, sin que presente ebullicion franca.

10. Parafina a 60°C (hasta desaparecer las burbujas), 5 min.
11.Parafina a 58°C, 5 min.

12.Incluir.

o0k wh

6. Tincién de hematoxilina eosina
1. Desparafinar e hidratar.
Tefiir con hematoxilina de Harris durante 3 min.
Lavar por inmersion en cinco pases.
Diferenciar con alcohol acido durante 5 min.
Lavar por inmersion en cinco pases.
Enjuagar con agua destilada.
Tefiir con eosina, durante 1 min.
Deshidratar en etanol al 96%, en dos pasos.
Deshidratar en etanol absoluto, en dos pasos, durante 5 min cada uno.
10 Aclarar con xileno, en dos pasos durante 5 min cada uno.

©COoNoGO kWD
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11.Cubrir con medio de montaje sintético.

7. Tincién de azul de toluidina
1. Desparafinar e hidratar.

Lavar por inmersion en cinco pases.

NoOokwN

Cubrir con medio de montaje sintético.

Soluciones

1. Preparaciéon del revelador de ELISA
Reactivo
Agua destilada
Sustrato de ELISA
Orto-fenilendiamina (OPD) (SIGMA)

Perdxido de hidrégeno (SIGMA)

2. Solucion sustrato de ELISA
Reactivo
NaH2PO4 0.2 M (MERCK)
Acido citrico 0.1 M (SIGMA)

Agua destilada

Ajustar la solucién aun pH de 5-6

Diferenciar con etanol 96% durante 10 seg.
Diferenciar con etanol 100% durante 10 seg, en dos pases.
Aclarar con xileno, en dos pasos durante 5 min cada uno.

Teiiir con azul de toluidina al 0.5% en agua destilada, durante 5 min.

Cantidad
24.375 mL
625 pL
10 mg

10 uL

Cantidad
6.25 mL
6.25 mL

12.5 mL
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Graficos

1. Fig. 18. Correlacidn entre las variables descritas con respecto al aumento del nivel
de anticuerpos al dia 56 experimental para los grupos con adyuvante de EAP.
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Fig. 18. Correlacidn entre las variables descritas con respecto al aumento del nivel de anticuerpos al dia 56 experimental
para los grupos inmunizados con adyuvante de propdleo. 1) Correlacion entre el dafio macroscépico con los niveles de
anticuerpos; 2) Correlacidn entre el conteo de mastocitos con los niveles de anticuerpos; 3) Correlacién entre la ganancia
de peso con los niveles de anticuerpos; 4) Correlacidn entre las lesiones histopatoldgicas con los niveles de anticuerpos.

(Rosa: EAP FESC; Azul: EAP Morelos)

= | inea de minimos cuadrados (representa la tendencia de la mayoria de los datos)

Linea suavizada (representa la variabilidad de los datos)
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2. Fig. 19. Correlacion entre las variables descritas con respecto al aumento del nivel
de anticuerpos al dia 56 experimental para todos los grupos inmunizados.
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Fig. 19. Correlacién entre las variables descritas con respecto al aumento del nivel de anticuerpos al dia 56 experimental.
1) Correlacién entre el conteo de mastocitos con los niveles de anticuerpos; 2) Correlacién entre el dafio macroscépico
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Aceptacion del protocolo experimental por parte de CICUAE — FESC, UNAM.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO

i DE LOS ANIMALES EN EXPERIMENTACION
VNIVERSDAD NACJONAL CICUAE-FESC

Amo”‘ OFICIO: FESC/CICUAE/11/04/2018

TONATIUH ALEJANDRO CRUZ SANCHEZ
ACADEMICO DE LA FES-CUAUTITLAN
PRESENTE

En respuesta a las correcciones solicitadas (segtin oficio FESC/CICUAE/13/06/2017) por el Comité Interno para
el Cuidado y Uso de los Animates de Experimentacion CECUAE-FESC a su protocoto de experimentacién
“Efecto inmunomodulador del propéleo en una bacterina contra Pasteurella multocida en conejos”.

Clave CICUAE: C17_12.
El comité le notifica:

Las correcciones solicitadas fueron solventadas satisfactoriamente.
Por lo que la resolucién del Comité fue APROBAR el presente protocolo.

Se le solicita notificar por escrito a este Comité cuando su proyecto experimental con los animales quede
concluido.

Sin otro en particular, le envio un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU” //
Cuautitlan Izcalli Estado de México a 5 de abril de 2018,

VICEPRESIDENTE DEL CICUAE-FESC

b~ CICUAE

M. en A. OLIVIA ADAMS VAZQUEZ. FESC

C.c.p. Archivo CICUAE-FESC
CMM/ecmm
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