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1. Introduccion
1.1 Antecedentes

La diarrea viral bovina (DVB) fue descrita en 1946 de manera simultanea
en Estados Unidos y Canada, como una enfermedad que afectaba al ganado
bovino; dicha enfermedad se caracterizd por la presencia de signos como
leucopenia, depresion, fiebre, diarrea, deshidratacién, anorexia, sialorrea, descarga
nasal, hemorragias y erosiones gastrointestinales (Olafson et al., 1946; Childs,
1946). Posterior a este afo, las investigaciones sobre la DVB se enfocaron en
discernir la patogenia de la enfermedad y los agentes etiologicos involucrados.

En 1957, se logré aislar el agente causal, el cual fue denominado virus
de la diarrea viral bovina (VDVB) (Underdahl et al., 1957). De manera subsecuente,
por medio de ensayos de neutralizacion viral, se demostré que el VDVB estaba
relacionado antigénicamente con el virus de la fiebre porcina clasica (VFPC) y el
virus de la enfermedad de las fronteras (VEF) (Darbyshire, 1962; Plant et al., 1973).
Por lo tanto, basandose en sus caracteristicas morfologicas, la presencia de
envoltura y la cadena ARN positiva, a éste grupo de virus se les acuio el género
viral Pestivirus, clasificado dentro de la familia Togaviridae (Baker 1987). Sin
embargo, los avances en la caracterizacibn molecular, expresion geénica y
estrategias de replicacién permitieron reclasificar a los Pestivirus dentro de la familia
Flaviviridae; clasificacion que se conserva en la actualidad (Simmonds et al., 2017).

En las décadas de los 70’s y 80’s, se logré discernir la patogénesis de la
DVB al realizar infecciones experimentales en bovinos. Lo anterior, permitio
establecer los factores virales y fisiolégicos de los animales involucrados en el
desarrollo de las diversas presentaciones clinicas de la DVB (Brownlie et al., 1987).

En esta época, se comenzaron a reportar diversos brotes de la DVB en
diferentes paises; sin embargo, las manifestaciones agudas y graves de la

enfermedad variaban de una region a otra, lo cual sugeria que existia variacion en



la virulencia de las cepas de VDVB (Carman et al, 1998; Pellerin et al., 1994; David
et al., 1994).

El aislamiento de los virus que generaban los brotes y su subsecuente
secuenciacion permitieron clasificar a los VDVB en grupos o genotipos. Después de
dicha segregacion, se comenzé a realizar la caracterizacion genética de virus
aislados a partir de bovinos y ovinos domésticos, asi como de ungulados silvestres
de diversos paises (Vilcek et al., 2001; Pellerin et al., 1994; Becher et al., 1997).
Como resultado, se propuso una clasificacion en biotipos, genotipos y subgenotipos
del VDVB; siendo ésta ultima aun materia de discusion. Sin embargo, la segregacion
por subgenotipos es ampliamente utilizada en estudios de epidemiologia molecular
y ha sido util para determinar la prevalencia de los VDVB que circulan tanto en
poblaciones ganaderas, como en animales silvestres en diferentes regiones del
mundo (Kadir et al., 2008; Booth et al., 2013; Jenckel et al., 2014; Silveira et al.,
2015).

1.2 Clasificacion taxonémica

El VDVB esta clasificado en el género Pestivirus, que pertenece a la
familia Flaviviridae. Por varias décadas, el virus de la diarrea viral tipo 1 (VDVB-1),
el tipo 2 (VDVB-2), el VFPC y el VEF fueron las cuatro especies virales reconocidas
dentro del género viral. Sin embargo, en los ultimos afios los virus bajo el género
Pestivirus han experimentado una exahustiva revision taxonémica permitiendo la
clasificacion o reclasificacion de sus miembros. Actualmente, el género Pestivirus
esta conformado por 11 especies reconocidas por el International Commitee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) denominadas Pestivirus A hasta Pestivirus K (Cuadro
1.1). De éstas, el Pestivirus A, Pestivirus By Pestivirus H corresponden al VDVB-1,
el tipo VDVB-2 y VDVB tipo 3 o HoBi-like, respectivamente. Asi mismo, dentro de
éste genero se incluyen virus de interés veterinario que se han detectado en
animales ungulados domésticos, y silvestres y ratas (Simmonds et al., 2019). De

manera subsecuente, estudios recientes proponen la inclusion de 8 nuevas



especies (Pestivirus L al Pestivirus S) al género Pestivirus, aunque requieren de
mayor analisis y aceptacion como pestivirus tentativos por parte del ICTV.

(Cuadro 1.2) (Postel et al., 2021). Asi mismo, el pestivirus de murciélago se
mantiene como un virus relacionado al género de los Pestivirus; sin embargo, se
requieren secuencias completas y estudios adicionales para ser considerado como

miembro de dicho género viral (Simmonds et al., 2019).

Especies del género Pestivirus

Especie viral

Nombre del virus

Nombre del

Numero de acceso

Abreviatura

aislamiento virus
Pestivirus A Virus de la diarrea viral bovina 1 SD-1 M96751 BVDV 1
Pestivirus B Virus de la diarrea viral bovina 2 890 FJ527854 BVDV 2
Pestivirus C Virus de |g||;::;e Porcina Alfort/187 X87939 CSFV
Pestivrus D Virus de 'affonnffe’ge"ad dela X818 AF037405 BDV
Pestivirus E Pestivirus del antilope berrendo AY781152 PaPeV
Pestivirus F Pestivirus porcino Bungowannah EF100713 PPeV
Pestivirus G Pestivirus de la jirafa H138 AF144617 GPeV
Pestivirus H Pestivirus HoBi-like Th/04_KhonKahen FJ040215 HoBiPeV
Pestivirus | Pestivirus Aydin-like 04-TR JX428945 AydinPeV
Pestivrus J Pestivirus de rata NrPV/INYC-D23 KJ950914 RPeV
Pestivirus K Pestivirus atipico porcino 515 KRO011347 APPeV

Cuadro 1.1 Clasificacion de pestivirus por el ICTV. (Modificado de Simmonds et al., 2019)



Especies del género Pestivirus

S . Ndamero de Abreviatura
Especie viral Nombre del virus Hospedador acceso virus
Pestivirus L Linda virus Sus scrofa NC035432 LindaV
Pestivirus M Phocoena pestivirus Phoconena phocoena MK910227 PhoPeV

Capra aegagrus hircus, ENMZ664273,

Pestivirus N Tunisian sheep-like pestivirus Ovis gmelini aries AGMZ664274 TSV
Pestivrus O Pestivirus ovino IT Ovis gmelini aries MK618725 ov IT PEV
Pestivirus P Pestivirus del pangolin A’"‘j\’)’ :,:73”/':5:,‘7’;’0’;9”3 MK636874 DYPV
Pestivirus Q Pestivirus de roedor Nivivienter nivivienter KY370101 RtNn-PeV
Pestivirus R Pestivirus de roedor Apodemus peninsulae KY370100 RtAp-PeV
n.a. Pestivirus de roedor Nivivienter excelsior KY370099 RtNe-PeV
n.a. Pestivirus de roedor Apodemus draco KY370102 RtAd-PeV
n.a. Pestivirus de roedor Nivivienter nivivienter KY370103 RtNn-PeV
Pestivirus S Pestivirus de murcielago Scotophilus khlii MH282908 BtSk-PeV

Cuadro 1.2 Especies de virus propuestos para el género Pestivirus (Modificado de Postel et al.,
2021)

1.2.1 Genotipos, subgenotipos y biotipos

Los VDVB son particularmente heterogéneos y se encuentran
agrupados, como se mencion0d anteriormente, en tres especies reconocidas hasta
ahora, VDVB-1, VDVB-2, VDVB y HoBi-like o como Pestivirus A, B y H
respectivamente (Cuadro 1.2). El impacto que tiene la heterogeneidad del VDVB se
observa en la variedad de genotipos, subgenotipos, biotipos y virulencia entre
cepas. Se ha descrito que la acumulacion de mutaciones puntuales en el tiempo ha
derivado en la segregacion del VDVB en genotipos distintos (Ridpath et al., 1994;
Brownlie et al., 2000).

Las diferencias entre los genomas del VDVB no solo se encuentran en

una region en particular, sino que también pueden ser encontradas a lo largo de



todo el genoma (Bolin, 1995); por lo tanto, la relacion que hay entre las secuencias
de nucledtidos de las cepas es el criterio mas fiable para su clasificacion. Debido a
lo anterior, la caracterizacion de los VDVB, asi como de Pestivirus tentativos, se
realiza mediante la comparacion de secuencias nucleotidicas de regiones como la

region no codificante 5’UTR y las regiones codificantes NPy E2 (Vilcek et al., 2001).

Actualmente, la caracterizacion de recientes Pestivirus aislados ha
llevado a la deteccion de virus atipicos relacionados filogenéticamente con el VDVB-
1y VDVB-2. Como consecuencia, algunos investigadores han propuesto que dichos
virus conforman el genotipo 3 del VDVB (VDVB-3), también denomido como HoBi-
like. Los miembros del VDVB-3 incluyen: el virus D32/00_"HoBi” aislado a partir de
un lote de suero fetal bovino (SFB) originario de Brasil (Schirrmeier et al., 2004), el
virus CHKaHo/cont detectado como un contaminante de cultivo celular en Suiza
(Stalder et al., 2005), SVA/cont08 detectado en un lote de SFB proveniente de
Sudamérica (Liu ef al., 2009a), IZSPLV_To identificado en lotes de SFB y ganado
bovino originario de ltalia (Peletto et al., 2010), Brz buf 9 detectado en un bufalo en
Brasil (Stalder et al., 2005), Th/04_KhonKaen recuperado del suero de un ternero
infectado de manera natural (Liu et al., 2009b), y la cepa ltaly-1/10-1 asociado a un

brote de enfermedad respiratoria grave en Italia (Decaro 2011).

Adicionalmente, los analisis filogenéticos del VDVB sugieren que existen
subgrupos dentro de cada genotipo del VDVB. El VDVB-1 es particularmente
diverso, con por lo menos 18 subgenotipos (VDVB-1a, VDVB-1b, VDVB-1c, VDVB-
1d, VDVB-1e, VDVB-1f, VDVB-1g, VDVB-1h, VDVB-1i, VDVB-1j, VDVB-1k (Vilcek
etal., 2001) VDVB-1I (Kadir et al., 2008; Jackova et al., 2008), VDVB-1m (Xue et al.,
2010), VDVB-1n, VDVB-10 (Nagai et al., 2008), VDVB-1p (Xue et al., 2010), VDVB-
1q (Gao et al., 2013), VDVB-1r (Yesilbag et al., 2014)). En contraste, el VDVB-2 se
ha segregado en cuatro subgenotipos (VDVB-2a, VDVB-2b, VDVB-2c y VDVB-2d)
(Flores et al., 2002; Jenckel et al., 2014; Deng et al., 2015); y en el caso del VDVB-
3, se han descrito cinco subgenotipos (VDVB-3a-VDVB-3e) (Giammarioli et al.,
2015; Kalaiyarasu et al., 2021). Como se mencion6 con anterioridad, la importancia



de la segregacion en subgenotipos sigue siendo materia de discusion. Sin embargo,
diversos estudios demuestran que la prevalencia de dichos subgenotipos es
diferente por region geografica, y que ademas existen variaciones antigénicas entre
subgenotipos; las cuales han sido evidenciadas por las diferencias en ensayos de
en neutralizacion cruzada (Bachofen et al., 2008), union a anticuerpos
monoclonales (Bolin y Ridpath, 1998) y respuesta a la vacunacion en animales

persistentemente infectados (Fulton et al., 2003).

Para cada genotipo del VDVB existen dos biotipos, citopatico (CP) y no
citopatico (NCP), y pueden variar de baja a alta virulencia. Esta clasificacion se basa
en su actividad en el cultivo celular, sin considerar la capacidad para producir
enfermedad en el hospedador, es decir, la citopatogenicidad in vitro no esta
correlacionada con la virulencia in vivo. El biotipo CP, produce vacuolizacion
citoplasmatica y muerte celular (Ronddn, 2006), mientras que el NCP se replica sin
producir daino o modificacion en la morfologia celular (Thiel et al., 1996; Lértora
2003). A nivel mundial, el NCP es el que esta distribuido en mayor proporcion en la
poblacién ganadera (Pellerin et al.,1994), causando mas del 90% de las infecciones
(Dubovi, 1992), ademas de ser el unico biotipo capaz de establecer persistencia en
los animales, es decir, genera animales persistentemente infectados (PI) (Kirkland
et al., 1993; Baker 1995; Bolin y Ridpath 1992). Por el contrario, el virus CP se
encuentra en la minoria de los casos y por lo general esta asociado con brotes de
la EM (Brownlie et al., 1984).

1.3 Morfologia

Los viriones del VDVB son esféricos, con un diametro de 40-60 nm.
Poseen una envoltura lipidica que contiene tres grupos de glicoproteinas
denominadas E™s, E1 y E2, las cuales recubren la capside viral (Figura 1.1). Esta
ultima constituida por la proteina C, con un didmetro de 25 a 37 nm
aproximadamente; sin embargo, su estructura y simetria no han sido del todo

caracterizadas (Simmonds et al., 2019).



1.4 Propiedades fisico-quimicas

El peso molecular del virion es de 6.0 x 107 y la densidad boyante en
sacarosa es de 1.10-1.15 g/cm?. La infectividad del VDVB se mantiene estable en
un amplio rango de pH; asi mismo, la infectividad viral no se ve afectada a
temperaturas de congelacion, pero si a temperaturas por arriba de los 40 °C. Los
solventes organicos y detergentes pueden inactivar al VDVB, al igual que
tratamientos con tripsina (0.5 mg/ml a 37°C por 60 min), etilenimina (10mmol/L a
37°C por 2 h), irradiacion con haz de electrones (se requieren 4.9 y 2.5 kGy para
reducir la infectividad viral 1 unidad en log1o para muestras liquidas y congeladas,
respectivamente) e irradiacion gamma (20-30 kGy) (Ridpath, 2010).

1.5 Genoma viral

El genoma del VDVB es ARN de cadena sencilla y polaridad positiva.
Tiene una longitud de 12.3 kb aproximadamente, que codifica para un solo marco
de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) (Simmonds et al., 2019). El ORF esta
flanqueado por dos regiones no traducibles o UTR (untranslated regions) en el
extremo 5’ y 3’ de 381-386 bases y 200-240 nucledtidos, respectivamente (Meyers
y Thiel 1996; Collett et al., 1988b). La region 5 UTR contiene el sitio de unién al
ribosoma (IRES, por sus siglas en inglés), éste sustituye la funcidén del cap para el
inicio de la traduccion (Poole et al., 1995). La region 3° UTR no contiene cadena
poliA, por el contrario, posee una cadena corta poliC (Mahy y Regenmortel, 2010).

El ORF es traducido en una poliproteina de aproximadamente 4000
aminoacidos, la cual se escinde co- y post-traduccionalmente por proteasas
celulares y virales en las proteinas virales individuales: NP©-C-E™S-E1-E2-p7-NS2-
NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B (Figura 1).



Ems

E2
= ; )

Core protein C

RNA

Envelope

= 3'OH

Y

V%*****I y Y v

v
"] = = [— [—

N'"° E’"‘ E1 E2 p7 N82-3 NS4A NS4B NS5A NS5B
23 14 44-48 25-33 53-55 7 120-125 7-10 30 54-58 75-78
kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
v
[ ] [P H]

NS2 NS3

38-54 75-80

kDa kDa

¥V Nee protease *Signal peptidase %Signal peptide peptidase V NS2 protease ¥ NS3 protease

Figura 1.1 Morfologia y organizacion del genoma del VDVB. La figura muestra la estructura de
del VDVB. Debajo, representacion esquematica del genoma viral y el procesamiento de la
poliproteina en proteinas estructurales y no estructurales. Disefio Grafico: Mandy Jorn, Friedrich-
Loeffler-Institut.

Los viriones contienen cuatro proteinas estructurales: la proteina de la
capside C y tres glicoproteinas de envoltura E™S, E1 y E2. Las proteinas restantes
son no estructurales y asisten la escisiéon de la poliproteina e intervienen en la
sintesis de cadenas positivas y negativas de ARN viral (RUmenapf et al., 1993). En
comparacion con los otros géneros de la familia Flaviviridae, los Pestivirus codifican
dos proteinas unicas NPy E™s (Ridpath, 2010). Las funciones que tiene cada una

de las proteinas virales se enlistan en el Cuadro 1.3.



1.6 Replicacioén viral

La replicacion del VDVB comienza con la union del virus a las células del
hospedador, proceso que involucra a las glicoproteinas virales E™, E1 y E2 (Liang
et al.,, 2003). La proteina E™ es la primera proteina en interactuar con los
glicosaminoglucanos de la superficie celular (Igbal et al., 2000), mientras que E2 lo
hace con proteinas de la membrana celular (Xue et al., 1993), como el CD46
(Maurer et al., 2004) y LDLr (low-density lipoprotein receptor) (Agnello et al., 1999).
Una vez que el virus establece interaccion con los receptores, ingresa a la célula
por medio de endocitosis mediada por clatrina. La membrana de la vesicula
endocitica se fusiona con la envoltura viral, en un proceso de fusién inducido por la
disminucién del pH endosomal y mediado por glicoproteinas virales (Lecot et al.,
2005). Después de dicho evento, se lleva a cabo el proceso de desnudamiento, el
cual ocurre cuando la capside es removida por medio de enzimas celulares y el
material genético del virus es liberado en el citoplasma (Sagar et al., 2008). Una vez
qgue el ARN viral es liberado en el citoplasma, puede ser traducido sin transcripcion
previa, es decir, actua como un ARN mensajero. La traduccion es independiente de
cap-5’y se inicia por el IRES (tipo 1V) localizado en la region 5’UTR. El IRES se
encarga de mediar la correcta union del coddn de inicio con el ribosoma (Pestova y
Hellen 1999).

Como resultado de la traduccion del mensajero se genera una
poliproteina de aproximadamente 4000 aminoacidos que es procesada y escindida,
co y post traduccionalmente para dar lugar a las proteinas estructurales y no
estructurales del virus, este proceso es resultado de la actividad de proteasas tanto

celulares como virales.



Cuadro 1.3
Proteinas del VDVB
Proteina T?&gf;o Funcion Caracteristicas
Autopreoteasa Unica en el género Pestivirus
Npre 20 Bloquea la actividad reguladora del factor regulador de interferon 3 (IRF-3) Proteina de 168 aminoacidos
Primera en ser liberada de la poliproteina
Impide la produccién de interferén tipo |
Forma la capside del virién Proteina de 120 aminoacidos
C 14
Tiene un papel importante en el empaquetamiento y morfogénesis del virion
Proteina integral de membrana Unica en el género Pestivirus
Actividad de ribonucleasa Glicosilada
Ems 44-48 Establece el primer contacto con la célula por medio de glicosaminoglicanos, aunque no Forma homodimeros unidos por puentes disulfuro
es fundamental para la entrada a la célula porp
Induce la produccion de anticuerpos con actvidad neutralizante débil Carece de dominio transmembranal
Previene la induccién del interferén
E1 33 Proteina integral de membrana Glicosilada
Forma heterodimeros con E2 unidos por puentes disulfuro Proteina de 195 aminoacidos
Principal proteina integral de membrana Glicosilada
Forma homodimeros y heterodimeros con E1 unidos por puentes disulfuro Proteina de 375-400 aminoacidos
E2 55 Tiene mayor capacidad de inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes Posee epitopos neutalizantes e inmunodominantes
Escencial para la infectividad del virus El gen que codifica para esta proteina tiene una region variable altamente
mutable
Necesaria para la maduracién del virién X . L X
p7 7 Se requiere para la produccién de virus infecciosos
Posible papel en el ensamblaje del virus
La porcién amino terminal (NS2) es una proteasa, responsable del procesamiento de Proteina multifuncional de 1300 aminoacidos. Formada por la unién de las
NS2/3 proteinas NS2 y NS3
NS2/3 125 NS3 actia como proteasa y como ARN helicasa/ATPasa Su escisién determina el biotipo viral
Participa en el ensamblaje y produccion de particulas virales infecciosas NS2/3 es considerada una proteina marcadora del VDVB no citopatico
NS3 es responsable de la escision entre NS3 y NS4A, NS4A y NS4B, NS4B y NS5A, y NS3 es considerada una proteina marcadora del VDVB citopético
NS5A y NS5B
. . Proteina de 64 aminoacidos
NS4A 7 Actta como un cofactor de la activiadad de la proteasa NS3
Hidrofébica
NS4B 33 Participa en la citopatoglenicidad ?/irall ) Hidrofébica
Forma parte del complejo de replicacion
NS5A 58 Asociada a cinasas celullares o Fosforilada
Forma parte del complejo de replicacion
Necesaria para el ensamblaje y la liberacién de las particulas virales de la célula Contiene la secuencia GDD (Gly-Asp-Asp) comun en todas las
NS5B 75-81 hospedadora polimerasas
Posee actividad de ARN polimerasa dependiente de ARN

Cuadro 1.3 Caracteristicas de las proteinas del VDVB.



NP es la primera proteina en ser liberada de la poliproteina debido a su
funcién de autoproteasa, por medio de su propia escision en la region NP©/C. Es una
proteina no estructural con funcién de proteasa, la cual bloquea la funcion del IFN-1 al
reducir el nivel intracelular del factor 3 regulador de interferon (IRF-3) por degradacion
proteolitica por la ruta proteasomal (Bauhofer et al., 2007). Las escisiones rio abajo que
generan a las proteinas C, E™, E1, E2 y p7 se llevan a cabo por medio de las enzimas
celulares: peptidasas peptidicas de sefial y la peptidasa senal (Elbers et al., 1996;
Heimann et al., 2006). La proteina C forma la capside del virion y empaqueta el ARN

viral; su extremo N-terminal es generado por una peptidasa sefial celular.

La glicoproteina E™S es una proteina unica del género Pestivirus con funcion
de RNasa y se ha demostrado que es capaz de suprimir la induccién del IFN-$3 asi como
de la proteina MxA inducida por interferon (Matzener et al., 2009). La proteina E1 de
superfice aun no ha sido caracterizada en su totalidad; sin embargo, se ha descrito que
forma heterodimeros con la proteina E2 y adicionalmente los animales infectados de
manera natural con el VDVB no desarrollan anticuerpos contra la proteina E1 (Thiel et
al., 1991). E2 es la glicoproteina que se une al receptor de las células del hospedador,
es responsable del tropismo celular, posee el principal epitope neutralizante e
inmunodominante, es decir, tiene la mayor capacidad de estimular la produccion de
anticuerpos neutralizantes (Donis et al., 1988). La translocacion de todas las
glicoproteinas al reticulo endoplasmico se realiza debido a la secuencia sefal interna
(Elbers et al., 1996).

La proteina no estructural p7 se requiere para la producciéon de virus
infecciosos (Harada et al., 2000), y su porcién carboxilo terminal funciona como una
secuencia sefial para la translocacion de la proteina NS2 a la membrana (Agapov et al.,
2004). Adicionalmente, debido a algunas de sus caracteristicas como el ser hidrofobica,
ser una proteina integral de membrana con una regidn central cargada sugiere que
podria tener funcion de viroporina, y por lo tanto, funciona como un canal de iones (Largo
et al., 2014).
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NS2-3 es una proteina multifuncional formada por la union de las proteinas
NS2 y NS3 y su escision determina el biotipo del VDVB vy asi, su citopatogenicidad en
cultivo celular; se puede encontrar NS2/3 (NCP) o NS2 y NS3 (CP), la presencia
incrementada de NS3 en el biotipo CP, es debido a eventos mutacionales como la
recombinacién o insercion de genes u otros mecanismos como deleciones,
duplicaciones de genes o rearreglos genéticos (Becker, 2000; Meyers et al., 1992,
Lambot et al., 1997). Los 146 aminoacidos en la region C-terminal del dedo de zinc
forman un dominio con actividad de serina proteasa responsable por los procesos de
escision rio abajo de NS3; éste proceso es facilitado por el cofactor NS4A en los sitios
NS4B/5A y NS5A/B (Tautz et al., 1997). El siguiente par de dominios tienen actividad
de ATPasa y helicasa necesarios para la replicacion del ARN (Andrew et al., 2012).
Adicionalmente, la proteina NS2-3 participa en el ensamblaje de particulas virales y es
requerida para la produccién de particulas virales infecciosas (Agapov et al., 2004).

Aun no se conoce todo sobre la replicacion del VDVB; sin embargo, se piensa
gue se lleva a cabo en asociacion con membranas intracitoplasmaticas por medio de un
complejo de replicaciéon conformado por el ARN viral y las proteinas no estructurales.
Durante este proceso, se realiza la sintesis de la cadena de ARN negativa que sirve
como molde para la sintesis de la cadena de ARN positiva. Se han detectado cadenas
de polaridad positiva y negativa desde las 4 a 6 horas post infeccion, a partir de este
momento la tasa de sintesis de ARN de cadenas positivas se incrementa rapidamente,
mientras que la sintesis de ARN de cadenas negativas permanece constante. La
proporcion de cadenas de ARN positivo-negativo, en células 12 h post infeccion es de
10:1 (Murphy et al., 1999; Tautz et al., 2015).

La proteina NS4A actua como cofactor de la actividad de proteasa de la NS2-3 y
desempenfia un papel critico en la morfogéneisis de los viriones del VDVB (Liang et al.,
2009). NS4B y NS5A forman parte del complejo de replicacion, aunque su funcion
exacta aun no es decrita de manera precisa. La NS5B tiene funcion de RNA polimerasa
dependiente de ARN escencial para la replicacion viral (Lai et al., 1999)
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El ensamblaje de particulas virales se realiza en el reticulo endoplasmico
(Grummer et al., 2001), su envoltura es adquirida a partir de las membranas
intracelulares de vesiculas citoplasmaticas y aparato de Golgi; finalmente, las particulas
virales son transportadas por medio de la via secretoria y liberadas por exocitosis (Sagar
et al., 2008).

1.7 Patogenia y patogénesis de la DVB

El hospedador principal del VDVB son los bovinos, que constituyen la
principal fuente de infeccién y reservorio del virus. Sin embargo, al ser un Pestivirus
tiene la capacidad de cruzar la barrera de especie infectando naturalmente a los
ungulados del orden Artyodactila, es decir, porcinos, ovinos, caprinos, alpacas, llamas,
camellos, bufalos de agua, antilopes y venados (Peterhans et al., 2010; Nettleton 1995).

El VDVB puede ser transmitido por via horizontal y vertical. Siendo los
animales PI, los que cursan un proceso agudo de la infeccion, las principales fuentes de
infeccion. La principal ruta de transmision horizontal es el contacto directo de animales
susceptibles con secreciones de animales infectados, como la orina, heces, descargas
nasales, saliva, semen, leche y demas fluidos corporales (Bruschke et al., 1998);
también, se puede transmitir de forma indirecta por medio del uso de material
contaminado como guantes de palpacion rectal (Lang-Ree et al., 1994), agujas, pinzas
de nariz (Gunn, 1993) y el uso de vacunas contaminadas con el VDVB (Loken et al.,
1991; Barkema et al., 2001; Falcone et al., 2003; Pastoret 2010; Falcone 1999).

El VDVB tiene la capacidad de cruzar la barrera placentaria e infectar al feto.
En éste, el desarrollo de la infeccion depende de la etapa de gestacion en la cual la
hembra es infectada, asi como el biotipo viral. En el caso de animales Pl se considera
que siempre tendran terneros Pl (Moennig y Leiss, 1995) y en animales que cursan una
infeccion aguda la probabilidad de una transmision vertical es mayor que la horizontal
(Lindberg y Houe, 2005). El periodo de incubacion del VDVB de 3-7 dias y los animales
pueden permanecer virémicos de 4-15 dias después de la infeccion inicial (Brownlie,
2005).
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La ruta de entrada mas frecuente del VDVB es por la mucosa nasal o bucal,
después del contacto directo con las secreciones de animales infectados la replicacion
viral ocurre en células epiteliales y en tonsilas palatinas de donde los linfocitos propagan
el virus a diversos tejidos y 6rganos (Bruschke et al., 1998a; Bruschke et al., 1998b).

Se ha demostrado que las cepas de baja virulencia se replican en tonsilas
palatinas, linfonodos regionales, placas de Peyer, timo, bazo y mucosa intestinal
(Liebler-Tenorio, 2003); mientras que las cepas de alta virulencia se replican en los
organos previamente mencionados y ademas en mucosa de tracto digestivo alto y bajo,
tracto respiratorio, médula 6sea (infectando células mieloides como megacariocitos) y
piel (Liebler-Tenorio, 2005).

Factores como el genotipo, biotipo y virulencia de cada una de las cepas
virales; asi como la edad, estado fisiologico y el estado inmunolégico del hospedador
determinaran el tipo de presentacion de la DVB. La patogénesis de la DVB es una
compleja combinacion de presentaciones clinicas que incluyen dos estados de
infeccion: aguda y persistente; de las cuales se derivan 5 manifestaciones clinicas
agudas y una que resulta de la infeccion persistente (Figura 1.2):

e Infeccion subclinica. En la mayoria de los casos las infecciones en bovinos
susceptibles no gestantes son subclinicas, pero dependiendo de la cepa y genotipo
pueden llegar a causar la enfermedad (Pellerin et al.,1994). Los animales infectados
se caracterizan por tener hipertermia leve y leucopenia (Baker 1987) .

e Infeccion aguda. Se desarrolla en bovinos susceptibles (seronegativos),
inmunocompetentes (Sagar et al., 2008), en particular en animales de 6 a 24 meses
de edad (Ramirez et al., 1999) y es causada en su mayoria por el VDVB NCP
(Baker, 1995). Se caracteriza por pirexia, leucopenia 3-7 dias post-infeccion,
diarrea, depresion, inapetencia, descargas oculares y nasales, erosiones en

mucosa oral, y en el caso de vacas lecheras disminuye la produccion lactea.
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Sindrome hemorragico. Este cuadro esta asociado al VDVB 2 biotipo NCP (Brownlie
et al., 2000; Ridpath et al., 2006), se caracteriza por mucosas anémicas con
hemorragias petequiales y equimoticas, hipertermia, hemorragia en multiples
sistemas organicos, diarrea sanguinolenta, epistaxis, sangrado constante en sitios
de inyeccion, anemia, leucopenia, trombocitopenia y muerte (Bolin y Ridpath 1992;
Ridpath et al., 2000).

Inmunosupresion. ElI VDVB tiene tropismo por células del sistema inmunologico
como neutrdfilos, linfocitos T, linfocitos B y células presentadoras de antigenos
(CPA) (Sopp, et al., 1994), principalmente monocitos, macrofagos y células
dendriticas, causando inmunosupresion e incrementando la susceptibilidad a
infecciones secundarias por patdgenos oportunistas. Los animales infectados
disminuyen la respuesta contra el VDVB y otros agentes. El VDVB juega un papel
importante en enfermedades de etiologia multiple, un ejemplo de ello es el complejo
respiratorio bovino (CRB) (Fulton et al., 2000).

Enfermedad respiratoria bovina. Debido a la inmunosupresion causada por el
VDVB, este ha sido aislado frecuentemente a partir de ganado con neumonia y
comunmente se presenta en infecciones con otros agentes como herpesvirus
bovino tipo 1 (HVB-1) (Biuk-Rudan, et al., 1999), virus de parainfluenza-3 (PI3)
(Fulton et al., 2000), coronavirus bovino (VCoB), virus sincitial respiratorio bovino
(VSRB) (Brodersen y Kelling, 1999), Manhemia haemolytica, Pasteurella multocida
(Martin et al., 1990) y Mycoplasma bovis (Haines et al., 2001). Adicionalmente, se
ha descrito que el VDVB puede presentar sinergismo en la infeccion con el HVB-1
y VSRB causando problemas respiratorios (Potgieter et al., 1984, Liu et al., 1999).

Infeccion de animales gestantes. La infeccion congénita resulta en una amplia gama
de anormalidades como reabsorcion embrionaria, aborto, momificacion,
malformaciones congénitas, nacimiento de terneros débiles, de bajo peso y tamafio
y nacimiento de animales persistentemente infectados o Pl (Radostits y
Littlejohns,1988). Ambos biotipos tienen la capacidad de cruzar barrera placentaria,
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pero unicamente el NCP es capaz de producir una infeccion persistente en el feto.
Si se adquiere una infeccion por el VDVB-NCP entre los dias 40 y 125 de gestacion,

antes de que ocurra el proceso de reconocimiento entre lo propio y lo no propio, se

produce una infeccion asintomatica al establecerse una tolerancia hacia el VDVB
(Kirkland et al., 1993; Fetzer et al., 2005). Estos animales, denominados PI's son

virémicos e incapaces de sintetizar anticuerpos o activar linfocitos T contra el VDVB

que les produjo la tolerancia (Tews et al., 2009).

o Enfermedad de las mucosas (EM). Esta condicion, solo ocurre en

animales P, los cuales pueden desarrollar la enfermedad como resultado

de una sobreinfeccion con un VDVB CP homologo (Brownlie et al., 2000)
o heterologo (Ridpath et al., 1991) de origen exdgeno o generada a partir

de cambios genéticos o recombinacion del ARN de las cepas NCP

residentes (Vera et al., 1999).
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Figura 1.2 Manifestaciones clinicas causadas por la infeccion con el VDVB.

16



1.7.1 Contaminacién por el VDVB

Como consecuencia de la patogenia de la DVB, la combinacion de altas
concentraciones de VDVB en el suero de animales Pl y la alta prevalencia de las
infecciones persistentes en animales gestantes, son los principales responsables de la
presencia de diversos linajes del VDVB en el suero de terneros. Por lo general, el SFB
que se distribuye comercialmente, se obtiene a partir de una mezcla de sueros
obtenidos de 4000 fetos aproximadamente; por lo tanto, diferentes cepas del VDVB
pueden contaminar el suero. La capacidad que tienen los VDVB de propagacion
trasplacentaria representa un riesgo potencial cuando productos derivados de los

bovinos son utilizados en la elaboracion de inmunégenos (Pastoret, 2010).

El SFB es uno de los factores de crecimiento mas empleado en la
propagacion y mantenimiento de cultivos celulares utilizados en la produccion de
vacunas y a nivel de investigacion. Debido a lo anterior, es comun encontrar al VDVB
como contaminante en mas del 50% los sueros comercializados (Monteiro et al., 2018;
Zabal et al., 2000) asi como en vacunas de uso humano y veterinario (Pastoret, 2010);
en este contexto, aunque se desconoce el impacto que el VDVB tiene en la salud
humana, es importante considerar técnicas adecuadas para el control de calidad de
dichos productos. Asi mismo, las infecciones iatrogénicas por el VDVB generadas por
la aplicacion de vacunas contaminadas se ha descrito con anterioridad en bovinos y
cerdos, en donde como consecuencia se reportaron brotes de la DVB en dichas
especies (Barkema et al., 2001; Falcone et al., 1999; Falcone et al., 2003; Pastoret et
al., 1997). Aunado a lo anterior, se han detectado lineas celulares de origen bovino,
ovino, caprino, de ciervo, bisonte, hamster, conejo, mono, gato doméstico obtenidas del
ATCC (American Type Culture Collection) contaminadas con el VDVB (Bolin et al.,
1994).

Es importante resaltar que los virus D32/00_"HoBi”, SVA/cont08, IZSPLV_To
(Schirrmeier et al., 2004, Stalder et al., 2005, Peletto et al., 2010) fueron aislados a partir
de lotes SFB y el virus CHKaHo/cont fue detectado como un contaminante de cultivo
celular (Stalder et al., 2005); lo anterior, ha tenido una implicacion a nivel de salud
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animal, ya que cepas geneéticamente relacionadas han sido identificandas a nivel de
campo ocasionando diversos cuadros patologicos, que a su vez, se traduce en grandes

pérdidas economicas (Weber et al., 2017).

La problematica antes planteada junto con el creciente reporte de virus
contaminantes de productos utilizados para el control de enfermedades en animales
resalta la importancia del desarrollo de inmundgenos eficaces y seguros como una
herramienta para evitar la diseminacion del VDVB, evitar que se generen infecciones
placentarias y asi promover el control de la DVB.

1.8 Situacion actual de la DVB

La DVB es una enfermedad endémica de las poblaciones ganaderas, en
donde el VDVB-1 esta distribuido mundialmente (Houe, 1995), el VDVB-2 sélo se ha
detectado en Estados Unidos, Canada y en algunos paises de Europa y Africa, mientras
que vDVB-3 o HoBi-like se ha detectado unicamente en paises como Brasil, Australia,
Canada, Estados Unidos (Xia et al., 2011) ltalia, Suiza, India (Mishra et al., 2014) y
Bangladesh (Haider et al., 2014). Asi mismo, se ha descrito una prevalencia de infeccién
por el VDVB a nivel mundial en donde del 1-2% corresponde a animales PI, y una

seroprevalencia del 60-85% en la poblacion bovina (Houe, 1999).

Como se menciond con anterioridad, la prevalencia de genotipos y
subgenotipos puede variar de una region a otra; por lo tanto, la prevalencia y distribucion
de los VDVB en cada pais pueden ser diferentes. Estas diferencias estan relacionadas
a diversos factores como la densidad de poblacion, tipo de explotacién, vacunacion,

comercio de animales, manejo del ganado, manejo de pasturas entre otros.

La DVB esta enlistada por la Organizacion Mundial de la Salud Animal (OIE)
como una enfermedad de notificacidn obligatoria (Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals, 2008) y en nuestro pais es reconocida por la Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) como una enfermedad endémica y de

notificacion obligatoria con base en el Acuerdo mediante el cual se enlistan las
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enfermedades y plagas de los animales, endémicas y exoticas de notificacion obligatoria
en los Estados Unidos Mexicanos.

En México, los estudios realizados en algunas regiones han determinado una
seroprevalencia que va del 12% al 75% (Coérdova-lzquierdo et al., 2007; Saldivar et al.,
2009; Suzan et al., 1983; Correa et al., 1974). Recientemente, se determind que los
subgenotipos que circulan en el ganado mexicano son VDVB-1a, 1b, 1c y 2a; sin tener
evidencia de la presencia del VDVB-3 en los animales analizados (Gomez-Romero et
al., 2017).

La DVB genera un impacto econdémico significativo a la industria ganadera,
atribuido a la pérdida de la produccion lactea, disminucidon en el rendimiento
reproductivo, retraso en el crecimiento, defectos congénitos, incremento en la
predisposicidon a enfermedades concomitantes e incremento de la mortalidad en
animales jovenes (Houe, 2003). Las disfunciones reproductivas generadas por la
infeccidn con el VDVB representan la causa principal de las pérdidas econdémicas,
debido a los abortos, disminucion en la tasa de concepcion y nacimiento de animales
débiles. Es por esto que la DVB sigue siendo considerada como una de las
enfermedades virales econdmicamente importantes que afectan al ganado bovino. Las
pérdidas econémicas asociadas a la infeccion por el VDVB se estiman en 46 millones
de ddlares por millon de partos (Bennett et al., 1999; Heuer et al., 2007; Houe, 2003).

Debido a esta situacion, en diversos paises de Europa se han aplicado, de
manera exitosa, programas de erradicacion que ofrecen un enfoque alternativo para el
control de la DVB a nivel granja (Lindberg et al., 2006); aunque para el establecimiento
de medidas de control se requiere de una aportacién financiera extra, todas las opciones
para el control de la enfermedad son econbmicamente favorables en comparacion con

el costo de una infeccion por el VDVB (Reichel et al., 2008).
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1.9 Control

Debido a la compleja patogénesis de la DVB, el control de la enfermedad es
complicado. El objetivo de utilizar un programa de control es minimizar las pérdidas
econdmicas al reducir la incidencia de animales infectados con VDVB y con esto su
diseminacion (Laureyns et al., 2010). Algunos paises implementan la erradicacion de la
DVB por medio de progamas de control con vacunacion (Houe, 2006; Lindberg y
Alenius, 1999).

La vacunacion representa una estrategia eficaz para prevenir el desarrollo de
la enfermadad y su vez la infeccion transplacentaria. Al ser una herramienta utilizada
ampliamente en el mundo, es posible encontrar en el mercado nacional e internacional
vacunas de virus activo atenuadas e inactivado. Sin embargo, una desventaja al utilizar
vacunas atenuadas es que se desconocen las bases genéticas de la atenuacion, lo cual
implica un riesgo impredecible de reversion a la virulencia (Leifer et al., 2013). Por otra
parte, un riesgo latente en el uso de este tipo de vacunas son los problemas que pueden
causar en animales gestantes, tales como dafos al feto, aborto o infeccion persistente
(Becher et al., 2001). Ademas la administracion de vacunas activas puede
desencadenar EM, cuando se desconoce la presencia de Pl's en el hato,
inumunosupresion e incluso la enfermedad similar a la que se genera por una infeccion

de campo (Thierauf et al., 1993).

En el caso de las vacunas inactivadas, la principal desventaja que tienen es
gue no inducen una respuesta inmune celular debido a la ausencia de sintesis de novo
de proteinas virales que puedan presentarse mediante el complejo principal de
histocompatibilidad. Ademas, tienen una limitante a nivel industrial relacionada con la
obtencion de suficiente antigeno viral para inducir una respuesta inmune protectora. Se
considera que este tipo de vacunas son seguras; sin embargo, se ha reportado, en
diversos paises de Europa, el surgimiento de una enfermedad fatal denominada
pancitopenia neonatal; la cual esta asociada al uso de vacunas inactivadas contra el
VDVB (Bastian et al., 2011).
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En México, se comercializan vacunas activas e inactivadas que contienen
cepas de VDVB-1a, recientemente 1b y 2a. Por lo general, se combinan con otros
antigenos virales como HVB-1, PI-3, vSRB; asi como algunos antigenos bacterianos
(Leptospira canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae, L. Pomona,
Haemophilus somnus, y Pasteurella (Manhemia) haemolityca A). Sin embargo, no
incluyen todos los subgenotipos o cepas que circulan en la poblacién ganadera; se
recomienda que dichos subgenotipos sean incluidos en las vacunas para mejorar la
eficacia de las mismas (Ridpath, 2010). Debido a lo anterior, es necesario el desarrollo
de inmundégenos que ofrezcan mayores ventajas que las vacunas comerciales
tradicionales, como la induccion de una adecuada respuesta inmune protectora y
proteger al feto de infecciones in utero. Una de las estrategias mas exitosas utilizadas
actualmente, se basa en el uso de antigenos que induzcan una respuesta inmunologica

protectora (Taken y Figdor 2011).

La glicoproteina E2, es considerada como la principal proteina estructural
inmunodominante del VDVB, debido a que posee Ilos principales epitopes
neutralizantes, es decir, tiene mayor capacidad de estimular la produccion de
anticuerpos neutralizantes necesarios para el control de la enfermedad. Dichos
anticuerpos, interfieren con la union del VDVB con el receptor de su célula blanco
previniendo la infeccion (Donis et al., 1988). Incluso los anticuerpos protectores
inducidos por la vacunacion, asi como por la infeccion natural con cepas de vDVB, son
predominantemente anti-E2 (Ridpath, 2010). La glicoproteina E2 integral de membrana
esta codificada por el gen gp53, el cual contiene una region hipervariable y altamente
mutable; por consiguiente, es el sitio en donde ocurren las mutaciones que generan
cambios antigénicos que dan lugar a la generacion de diversas cepas del VDVB (Xue
et al., 2010); asimismo, E2 es indispensable para la infectividad del virus, al igual que
para determinar el tropismo del VDVB en cultivos celulares (Liang et al., 2003).
Adicionalmente, la secuencia del gen es ampliamente utilizada para realizar la

clasificacion de aislamientos del VDVB (Becher et al., 1999).

Los esfuerzos por generar vacunas seguras y eficaces contra el VDVB, han
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llevado a utilizar como inmunogeno productos derivados de la biotecnologia, como las
proteinas recombinantes. La proteina recombinante E2 representa un candidato ideal
para su uso tanto en diagndstico como en vacunacion. Por ejemplo, grupos de
investigacion han estandarizado pruebas de ELISA utilizando la proteina E2 (Behera et
al., 2015); asi como también existen de manera comercial (Lawrence y McClure, 2007).
En el caso de la vacunacion, se ha utilizado dicha proteina para el desarrollo de
inmundégenos como vacunas de ADN (Nobiron et al., 2003), de subunidades (Bruschke
et al., 1997) y recombinantes (Loy et al., 2013) que aun estan en etapa de
experimentacion y evaluacion para ser utilizados en programas de control de la DVB.
Estudios en donde se utiliza la proteina E2 recombinante en ensayos de inmunizacion,
han tenido resultados promisorios en cuestion de proteccion contra el VDVB,
disminucién de signos, como la leucopenia, y reduccion en la presentacion de la DVB
en bovinos (Loy et al., 2013; Chimeno et al., 2007). El uso de la proteina
inmunodominante, puede representar una herramienta util para el desarrollo de

estrategias eficientes para controlar al VDVB.
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2. Justificacion

En México, el control de la DVB se lleva a cabo a través del uso de vacunas de
virus atenuados e inactivados; sin embargo, las cepas vacunales incluidas en dichos
inmunogenos incluyen cepas originarias de otros paises, sin incluir los VDVB detectados
en poblaciones ganaderas de nuestro pais. Ademas, debido a la capacidad del VDVB
de cruzar barrera placentaria, el uso de vacunas de virus atenuado representa un riesgo
en hembras gestantes, asi como en la produccion de inmundgenos contaminados con
este virus.

Esta problematica hace necesario el desarrollo de inmundégenos seguros vy
eficaces, como antigenos recombinantes, que confieran niveles de proteccion tanto a

ganado gestante como a sus productos.
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2. Hipoétesis

La proteina E2 recombinante del subgenotipo VDVB-1a sera capaz de inducir
una respuesta inmune protectora en ratones vacunados al ser desafiados con una cepa
del VDVB.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general
Producir la proteina E2 del virus de la diarrea viral bovina subgenotipo 1a
(VDVB-1a) por métodos recombinantes en bacterias y en células de mamifero, para
evaluar su inmunogenicidad en un modelo murino con la finalidad de determinar la

proteccion conferida en dicho modelo.

4.2 Objetivos especificos

e Construir plasmidos que permitan la expresiéon de la proteina recombinante E2
del VDVB-1a en bacterias y en células eucariontes y purificar de la proteina
sintetizada.

e Inmunizar ratones Balb/c con la proteina recombinante E2 del VDVB-1a
sintetizada en bacterias y en células eucariontes.

e Determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes inducidos contra el VDVB en el
suero de los ratones inmunizados.

e Evaluar el nivel de proteccién conferido por la proteina E2 recombinante al ser

desafiados con el VDVB, en el modelo de ratén.
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5. Material y métodos

5.1 Cepa de referencia y mantenimiento

Se utilizé la cepa de referencia del VDVB NADL (National Animal Disease
Laboratory), la cual se replicé en la linea celular MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney).
Brevemente, se realizd la infeccidon de monoestratos de células MDBK (Madin-Darby
Bovine Kidney) sin medio de crecimiento contenidas en una botella de 75 cm? con un
80% de confluencia. Una vez inoculado el monoestrato, se incubd a temperatura
ambiente en agitacion por una hora; transcurrido el tiempo de incubacion se decanto el
indculo y se adiciond 15 ml de medio fresco MEM (Minimun Esential Medium Eagle)’

suplementado con 10% de suero equino?.

Posterior a la infeccion, las botellas fueron incubadas a 37°C y 5% de CO:
por 72 h, momento en el que se observd efecto citopatico. Después se realizd lisis
celular por congelacion a -80°C y posterior descongelacion. Una vez realizado lo
anterior, el cultivo lisado fue centrifugado a 3000 rpm por 5 min para retirar detritus
celulares. Se cosecho el virus contenido en el sobrenadante para hacer alicuotas de 1.5

ml del mismo y se conservaron a -80°C hasta su uso.

5.2 Amplificacion de fragmento del gen E2

5.2.1 Extraccion de ARN

Se realizo la extraccion de ARN total a partir de 300 pl de la cepa del VDVB-
1a NADL utilizando Trizol® Reagent, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La
elucién del ARN se realiz6 en un volumen de 20 pl y fue almacenado a -80°C hasta su

uso.

I MEM Thermo Fisher Scientific 61100061
2 Horse Serum ATCC® 302040
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5.2.2 RT-PCR

Se utilizaron 500 ng de RNA de la cepa de referencia NADL para la sintesis

de cDNA. Para la RT-PCR se utilizaron dos juegos de iniciadores, los cuales se enlistan

en los cuadros 5.1 y 5.2. De los iniciadores E2p, el iniciador forward contiene la

secuencia CACC en el extremo 5’ y el iniciador reverse contiene un coddén de paro en

el extremo 3’ necesarios para poderse clonar en el vector pET100/D-TOPO.

. . . . Tamano del
Iniciador Sentido Secuencia Autor
producto
Forward CACCATGCACTTGGATTGCAAACCTGAATTC _
E2p 1030pb Este trabajo
Reverse TTAGGACTCAGCGAAGTAATCCCGGT

Cuadro 5.1 Iniciadores utilizados para amplificar el gen E2 del VDVB.

De los iniciadores E2e, el iniciador forward contiene el sitio de restriccion para la enzima

Hindlll (subrayado) en el extremo 5’ y el iniciador reverse contiene el sitio de restriccion

para la enzima Xhol (subrayado) en el extremo 3'.

. . . . Tamaio del
Iniciador Sentido Secuencia Autor
producto
E%e Forward CCCGAAGCTTGCACTTGGATTGCAAACCTGAATTC 1031 pb Donofrio et
Reverse CCCCGCTCGAGTGGACTCAGCGAAGTAATCCCG al., 2006

Cuadro 5.2 Iniciadores utilizados para amplificar el gen E2 del VDVB.

Para la reaccion de RT-PCR se utilizaron los siguientes reactivos:

RT

Reactivo Conci::ir::ti:cién Conc;:;rlacién
Iniciador 3' 10uM 1uM
DNTP's 10mM 200uM
RNA 500ng
Inhibidor RNAsas 40U/ul 20U/l
DTT 0.1M 10uM
Buffer First Strand B5x 1x
MMLV 200U/ul 200U
Agua c.b.p. 20pl
Volumen Final 20ul

Cuadro 5.3 Reactivos y concentraciones utilizados para la RT.
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PCR
Reactivo Conci::]air::tiraallclén Concentracion final

PCR Buffer 10x 1x
MgCI2 50mM 1.5uM
DNTp's 10mM 200uM
Iniciador &' 10uM 1uM
Iniciador 3' 10uM 1uM
Taq 5U/ul 1U
cDNA 500ng
Agua c.b.p 25ul

Volumen Final 250l

Cuadro 5.4 Reactivos y concentraciones utilizados para la PCR.

Una vez realizadas las mezclas de reaccion, se llevé a cabo la PCR utilizando las

siguientes condiciones:

Desnaturalizacién
94°C

I . . 7?°C
Alineamiento I
30s 59°C / ,
N 60s 7 min

30s

Elongacion

30 ciclos

Figura 5.1 Condiciones de la RT-PCR para primers E2e. Condiciones de temperatura y ciclos en la RT-
PCR establecidas en el termociclador.

Desnaturalizacién
94°C Elongacion
1

72°C
1

I Alineamiento ]
30s 64°C / ,
1 60s 7 min

I
30s

30 ciclos

Figura 5.2 Condiciones de la RT-PCR para primers E2p. Condiciones de temperatura y ciclos en la RT-
PCR establecidas en el termociclador.
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5.3 Clonacién
5.3.1 Clonacioén en vector pET100/D-TOPO
Para inducir la expresién de la proteina recombinante en un sistema
procarionte se utilizo el vector pET100/D-TOPO®3: un plasmido derivado del pBR322,
de 5764 pares de bases (pb), linearizado, de clonacién direccional, con extremos romos.
Contiene el promotor T7/ac, topoisomerasa | activada, gen de resistencia a ampicilina,
asi como una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal.
T7 promoter]  [lac operator
RBSGXHls

- ———T7 tag (gene 10 leader)
~ Xpress™ tag

tet promoter

pET100/D-TOPO
5764 bp

Figura 5.3 Mapa del vector pET100/D-TOPO. Diagrama que representa las principales caracteristicas
del vector de clonacién.

La clonacion del producto de PCR en el vector se llevo a cabo utilizando una
proporcion 5:1 de acuerdo con las instrucciones del fabricante, generando el plasmido

denominado pET-E2.

3 Invitrogen, Carlsbad, CA
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T7 promoter RBS
6xHis
| Xpress™ tag

L
Jo)eu‘.‘»)a\

pET-E2

6799 bp

— tet promoter

~ Promoter

Figura 5.4 Mapa del vector pET-E2. Diagrama que representa las principales caracteristicas del vector
pET-E2.

La reaccidn de clonacion se dejo en incubacion por 30 minutos a temperatura
ambiente y se conservo a 4°C hasta su uso. Posteriormente el pET-E2 fue transformado
en células competentes One Shot® TOP10 de E. Coli, las cuales se incubaron en
agitacién a 200 rpm por una hora para después sembrarlas en agar Luria Bertani (LB)
con ampicilina e incubarlas por 16h a 37°C. A partir del cultivo bacteriano se
seleccionaron 5 colonias para verificar que el inserto se haya clonado en el vector

mediante ensayos de PCR de colonia; dichos productos se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con GelRed®.
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5.3.2 Clonacién en vector pSecTag2/Hygro A

Se utilizo el vector pSecTag2/Hygro A®* para la expresién de la proteina
recombinante en células eucariontes. Este plasmido tiene 5745 pb que contienen el
promotor viral CMV, la secuencia de la cadena Ig kappa de raton, la secuencia
codificante del epitopo c-myc y 6 histidinas en tandem en el extremo C-terminal; asi
como los genes de resistencia a ampicilina y a higromicina B.

—\
v

AN [ G
— romoter e
pmpR P LSS

HindIII (997)
KpnI (1007)
Myc

— 6xHis

pSecTag2HygroA
5745 bp

(CAP binding site|
(lac operator]

Figura 5.5 Mapa del vector pSecTag2/Hygro A. Diagrama que representa las principales caracteristicas
del vector de clonacién.

Para llevar a cabo la clonacion del inserto en el plasmido se realiz6 el siguiente
protocolo:
Producto de PCR
e El producto de PCR se sometidé a una reaccion de digestion con las enzimas
Hindlll y Xhol y se purificd el producto digerido mediante el uso del kit MSB Spin
PCRAPACE®S para eliminar el exceso de sales.

4 Invitrogen, Carlsbad, CA
5 stratec molecular
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e Se realizo6 la cuantificacién del producto de PCR para utilizar una proporcion 5:1

para la reaccién de clonacion.

Plasmido pSecTag2/Hygro A

e El plasmido comercial se transformé en E. coli DH5a y se purific6 mediante el
meétodo de lisis alcalina utilizando el kit Genedet Plasmid Miniprep siguiendo
recomendaciones del fabricante y las modificaciones reportadas por Peifer et al
(2016).

e Una vez purificado el plasmido, se digirio utilizando las enzimas Hindlll y Xhol,
mismas que fueron inactivadas a 80°C por 20 min.

e Adicionalmente, se sometio el plasmido a un tratamiento de desfosforilacién
utilizando 1U de CIP.

e Finalmente la reaccion se purificdé utilizando el kit Genedet Gel Extraction,
siguiendo las indicaciones del fabricante y se cuantifico6 por medio de
espectofotometria®.

Una vez purificados el producto de PCR vy el vector se realiz6 la reaccién de ligazén
utilizando una proporcién 5:1 y ligasa T4, generando el plasmido pSecTagE2.

¢ Nanodrop Spectrophotometer ND1000
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CMV enhancer

T ¥
AN

P\“"‘;‘;‘ promoter

Donofrio_HindIII (995 .. 1027)
/— HindIII (597)

pSecTagE2
6711 bp

Xhol (2034)

[CAP binding site| " Donofrio_Xho (2012 .. 2039)

(lac operator|

Figura 5.6 Mapa del vector pSecTagE2. Diagrama que representa las principales caracteristicas del
vector pSecTagE2.

Posteriormente, el plasmido denominado pSecTagE2 se transformé en E. coli
JM101 electrocompetentes para su mantenimiento, posterior extraccion y purificacion.
Una vez transformadas, las bacterias se sembraron en agar LB con carbenicilina y se
incubaron a 37°C por 16h. De las colonias crecientes se seleccionaron 5 para llevar a
cabo PCR de colonia; dichos productos se analizaron mediante electroforesis en geles

de agarosa al 1% tefiidos con GelRed®.

5.4 Secuenciacién de plasmidos pET-E2 y pSecTagE2

Para ambas construcciones, se realizé extraccién de plasmido a las clonas
positivas por PCR, utilizando el kit Genedet Plasmid Miniprep siguiendo
recomendaciones del fabricante. Para verificar que el inserto estuviera en fase, los
plasmidos purificados pET-E2 y pSecTagE2, se enviaron a la Unidad de Sintesis y
Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (IBt-UNAM) en donde fueron
secuenciados utilizando el secuenciador automatizado ABI Prism 3500xI Genetic
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Analyzer (Applied Biosystems/Hitachi, Forest City, CA) utilizando los iniciadores para
T7.

5.5 Extraccion y purificacion de plasmidos

Una vez que se corroboro que los plasmidos pET-E2 y pSecTagE2 contenian
el inserto de interés en fase, la extraccién y purificacion del ADN plasmidico se realizo
mediante el método de lisis alcalina, utilizando el kit GenedJet Plasmid Miniprep y
QIAprep Spin Miniprep siguiendo las indicaciones del fabricante con las modificaciones
reportadas por Pronobis et al (2016). Ambos plasmidos se cuantificaron por medio de

espectofotometria para realizar la transformacién y la transfeccidn respectivamente.

5.6 Induccién de la proteina recombinante E2

Después de verificar que el inserto estaba en fase, se transformé el plasmido
pET-E2 en E. Coli cepa BL21 (DE3), utilizando el mismo protocolo que se utilizé para la
cepa One Shot® TOP10. Se incubaron las células BL21 (DE3) en agitacion a 200 rpm a
37°C. Posteriormente, se cultivaron en agar LB adicionado con ampicilina (100 pg/ml) y
se incubaron 16h a 37°C. Después de dicha incubacion, se seleccionaron 5 colonias y
nuevamente se corroboro la presencia del inserto por medio de PCR de colonia. De las
colonias positivas se eligid una y se cultivd en medio liquido LB con ampicilina (100
ug/ml). Una vez que el crecimiento del cultivo obtuvo una absorbancia de 0.6 con una
longitud de onda de ODsoo, se agreg6 isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG)
(Sigma St. Louis MO, USA) a una concentracién de 0.5 mM, para inducir la expresion
de la proteina recombinante. Finalmente, la pastilla celular se colecto por centrifugacion
y junto con el sobrenadante se mantuvo a -20°C, para ser analizada por electroforesis
en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10% e

inmunoelectrotransferencia (Western blot) utilizando anticuerpos anti-HisG®.

5.6.1 Western Blot
Posterior a la separacion de proteinas en gel SDS-PAGE al 12%, se realizo la
transferencia a membrana de nitrocelulosa a 130 mA constante por 1h. Se utilizé

marcador de peso molecular pretefido PageRuler™Fermentas (10-180 kDa).
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Brevemente, la membrana de nitrocelulosa se bloqued con leche descremada al 5% en
PBS-Tween 20 al 0.1% en agitacion durante una hora a temperatura ambiente,
posteriormente se incubd utilizando anticuerpos anti-HisG® (1:4000) por una hora a
temperatura ambiente. Una vez concluida la incubacion se realizaron 3 lavados con
PBS-Tween 20 al 0.1% de 15 min. Se realizaron geles y Bestern blots de cada una de
las condiciones para la induccidn de la proteina, asi como de los pasos para la
purificacion.

El revelado se realizé por quimioluminiscencia utilizando el producto Western
Lightning® ECL (Perkin-Elmer) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Se utilizo
el sustrato luminol y el enhancer en una proporcién 1:1, se homogenizé y se coloco
sobre la membrana. Se establecieron los parametros para obtener una mejor sefial de
deteccion de la proteina al evaluar diferentes tiempos de exposicién con un maximo de
12 min utilizando el escaner C-DiGit® (LI-COR).

5.6.2 Purificacion de la proteina recombinante de bacteria

El pellet celular proveniente de un cultivo bacteriano de 10mL se resuspendid
en 3 mL buffer de lisis frio adicionado con 1mg de lisozima. Posteriormente se sonicaron
a 6 puslos por 30s por periodos de descanso de 30s y con una amplitud de 40%; el
procedimiento se llevd a cabo en hielo para evitar la desnaturalizacion de la proteina.
Posteriormente se centrifugd el cultivo sonicado a 9000 rpm por 45 min a 4°C. Se
desecho el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 8mL de buffer de lisis para
puirifcar la proteina por medio de cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA, Qiagen)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La purificaciéon de la proteina se comprobo
verificando su presencia en geles de SDS-PAGE al 12% e inmunoelectrotransferencia
(Western blot) utilizando el anticuerpo anti-His®-

5.7 Transfeccion del plasmido pSecTagE2

Una vez obtenida la secuencia y después de verificar que el inserto estuviera
en fase, se realizo la transfeccion del plasmido pSecTagEZ2 en células HEK293T (human
embryonic kidney cells). La transfeccion se llevd a cabo en monoestratos con una

confluencia del 80% en placas de 24 pozos, utilizando 1ug de lipofectamina 3000®y 1ug
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de pSecTagE2 por pozo. Después de una incubacion a 37°C con 5% de CO:2 por 48h,
se evalud el sobrenadante para verificar la sintesis de la proteina E2 recombinante
cuando el monoestrato de cada pozo alcanz6 un 80% de confluencia.

Posterior a confirmar la expresion de la proteina recombinante se procedio al
pase de las células transfectadas a cajas de cultivo celular de 100 cm?. Lo anterior, para
evaluar su crecimiento y propagacion utilizando medio selectivo (DMEM + 200ug de
higromicina) e incubadas a 37°C con 5% de CO2. De manera subsecuente, la formacion
de colonias celulares, permitié su evaluacion de manera individual en una placa de 6
pozos por medio de western blot.

Al confirmar la expresion de la proteina recombinante en el sobrenandante
de las colonias celulares, estas se propagaron en botellas de cultivo celular de 125¢cm?

utilizando medio selectivo, para la obtencién de proteina recombinante requerida.

5.7.1 Western blot
Se recuperaron sobrenadantes de la placa de células HEK293T para realizar la
deteccidn de la proteina en geles de SDS-PAGE al 12% e inmunoelectrotransferencia
(Western blot) utilizando anticuerpos anti-His® y anti-myc® y anti-BVDV®. Los geles de
SDS-PAGE, western blots y el revelado de los mismos se llevé de la misma forma que

se mencionan en la secciéon 5.6.1.

5.7.2 Purificacion de proteina recombinante de células eucariontes

Una vez que se confirmd la colonia que sintetizaba la proteina recombinante,
el sobrenandante fue utilizado para llevar a cabo la purificacion por medio de
cromatografia de afinidad a niquel (Ni-NTA, Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, la purificacion de la proteina se comprobé verificando su
presencia en geles de SDS-PAGE al 12%. Finalmente, la proteina recombinante se
mezcld con el adyuvante Montanide (ISA 61 VG, Seppic®) siguiendo las
recomendaciones del fabricante.
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5.7.3 Cuantificacion de proteinas

La cuantificaciéon de la proteina recombinante sintetizada tanto en sistema
procarionte como en células eucariontes se realizé por el método de Bradford.
Brevemente, se realizaron diluciones de albumina sérica bovina (BSA) para obtener una
curva de referencia y posteriormente realizar la cuantificacion de la proteina
recombinante de cada sistema de expresion. Se utilizé una placa de 96 pozos para
realizar la cuantificacién, se agregaron 20ul de cada muestra+180ul del reactivo de
Bradford 1x por pozo; se incubd 5 min en obscuridad a temperatura ambiente y se
realizo la lectura por espetrofotometria a una longitud de onda 595 nm.

5.8 Ensayo de inmunizacion
5.8.1 Ratones Balbl/c
Por cada grupo se utilizaron 8 ratones hembras SPF de la cepa BALB/cde 6 a 8
semanas de edad para realizar los ensayos de inmunizacion y desafio. Cada grupo
experimental estuvo constituido por 6 ratones inoculados y 2 ratones centinela a
excepcion del grupo 9, el cual estuvo constituido por 3 ratones. Los animales fueron
adquiridos en la Unidad de Bioterio del IBt-UNAM, los cuales se mantuvieron en la
unidad de desafio microbiologico (UNIDESMIC, ubicada en la FMVZ-UNAM) bajo las
siguientes condiciones:
e Charolas estériles independientes para manejo de animales de
experimentacion
e Cuarto limpio (352,000 particulas /m® no mayores a 0.5 ym como maxima
concentracion)
e Humedad relativa de 40%-70%
¢ Ventilacién de mas de 15 recambios de aire por hora
e Control de fotoperiodo (ciclos 12:12 h)
e Control de Intensidad luminica (300- 1350 lumenes)
e Control de Temperatura (18-26 °C)
e Cuarto limpio con disefo tipo /n Side permite mantener el nivel de ruido

no mayor a los 85 db
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e Revision diaria de animales de experimentacion

La dieta consistio en alimento peletizado estéril (Laboratory Rodent Diet 5001) y

agua proporcionada ad libitum.

Grupos experimentales:

Grupo 1: ratones inoculados con 50 ug de proteina recombinante E2 sintetizada
en ceélulas eucariontes (E2e) sin adyuvante

Grupo 2: ratones inoculados con 50 ug de proteina recombinante E2 sintetizada
en ceélulas eucariontes (E2e) con ISA 61 VG

Grupo 3: ratones inoculados con 50 ug de proteina recombinante E2 sintetizada
en bacteria (E2p) sin adyuvante

Grupo 4: ratones inoculados con 50 ug de proteina recombinante E2 sintetizada
en bacteria (E2p) con poliacrilamida

Grupo 5: ratones inoculados con vacuna comercial contra el VDVB

Grupo 6: ratones inoculados con la cepa de referencia NADL

Grupo 7: ratones inoculados con solucion salina fisiolégica (SSF) con ISA 61 VG
Grupo 8: ratones indculados con SSF con poliacrilamida

Grupo 9: ratones inoculados con SSF

La identificacion de cada animal y el grupo al que pertenecen se muestran en el

Anexo 1. El manejo de animales, revision, cambio de cama y alimento se llevo a cabo

en condiciones de esterilidad en gabinete de bioseguridad nivel 2.

5.8.2 Protocolo de inmunizacién y desafio
Los grupos de ratones BALB/c se inmunizaron por via intraperitoneal (IP)

administrando 3 dosis del indculo correspondiente a cada grupo (Fig. 5.7)
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Figura 5.7 Esquematizacion del protocolo de inmunizacion y desafio. En donde /‘/ representa los dias

en los que se realizaron las inmuniziaciones, = los dias en donde se hizo toma muestras de sangre y

el dia del desafio.

Previo a la primera y segunda inoculacion se realizé puncion del seno retro-orbital
(Fig. 5.8) para la toma de muestra sanguinea utilizando capilares de vidrio estériles sin
anticoagulante. Adicionalmente antes de cada necropsia se obtuvo muestra de sangre
total por via intracardiaca. Las muestras de sangre se centrifugaron a 4000 rpm por 10
min a 4°C; posteriormente se recupero el suero de cada muestra y se conservé a -20°C

hasta su uso.

Superficial temporal vein
Retro-orbital sinus
Supraorbital vein

—Ocular angle vein

—Dorsal nasal vein

» o
-

) ’ Inferior palpebral vein

\ Facial vein

External jugular vein

Figura 5.8 llustracion del seno retro-orbital (Yardeni et al., 2011).

Posteriormente, los ratones fueron desafiados 6 semanas después de la tercera

inmunizacién, con una cepa homologa virulenta del VDVB utilizando una dosis de
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1x10%-2 DICC50/ml la cual se administro via orogastrica (OG) con el uso de una canula
esofagica calibre 18 x 1.5” (Cadence Science, Inc.). (Fig 5.8)

= J N .
J

Figura 5.9. Inoculacion via orogastrica de cepa de desafio.

Una vez realizado el desafio y hasta la necropsia se llevé a cabo la revisiéon
diaria del comportamiento y presentacion de signos clinicos; se realiz6 toma de
temperatura corporal (diario) y peso (cada tercer dia). Se realizé la necropsia a la mitad
de los ratones por grupo (inmunizados y un centinela) al dia 7 post desafio, y al dia 21
post desafio a los animales restantes.
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5.8.3 Titulacion de anticuerpos neutralizantes contra el VDVB

Para realizar la prueba de neutralizacion viral (NV) se utilizé la linea celular
MDBK vy las muestras de suero de los ratones inmunizados. Debido a la cantidad de
muestra de suero obtenida de cada individuo, se realizaron pools de sueros de animales
con las mismas caracteristicas; es decir, se evaluaron los sueros de animales centinelas
y animales vacunados y desafiados de cada grupo por separado.

Los sueros se inactivaron en bafio Maria a 56°C durante 1h. Se realizaron
diluciones dobles seriadas de cada uno de los sueros utilizando como diluyente DMEM
(Dulbecco’s modification of Eagle’s minimal essential medium); los sueros se diluyeron
desde 1:4 hasta 1:32768 en placas de 96 pozos; realizando 3 repeticiones por muestra,
para lo cual se utilizaron 3 pozos por cada pool de suero (Fila A, columnas 1-3), y sus
respectivas diluciones (Fila A-H). Posteriormente, se adicioné la cepa del VDVB
inoculada en el desafio utilizando una MOI de 0.5. Las placas se incubaron a 37°Cy 5%
de CO2 por una hora. Una vez transcurrido este tiempo se adicionaron 20,000 células
MDBK en suspension en 100 yl de DMEM, por pozo. Finalmente, las placas se
incubaron a 37°C y 5% de CO: por 4 dias para realizar la lectura final. Los titulos de
neutralizacion viral se expresaron como el reciproco de la diluacion mas alta que
neutralizo la infectividad vital.

Para determinar el titulo de anticuerpos se utilizo la siguiente formula:

{ \

’ %0 — ; —JZ%J

Log; (end-point dilution)
x0= logz de la dilucién mas baja en donde todos los pozos son positivos
d= logz de la dilucién

ni: numero de repeticiones (3)
ri: niumero de pozos positivos

5.8.4 Determinacién de eficiencia protectora en ratones inmunizados
Se realizo la necropsia de la mitad de los ratones de cada grupo alos 7 y 21 dias
post-desafio. La técnica de necropsia se llevo a cabo de acuerdo con la descrita por
Parkinson et al (2011) en donde los ratones de cada grupo experimental se sacrificaron
con CO> para obtener muestras de encéfalo, pulmdn, estbmago, higado, bazo, intestino
delgado y rifion. La mitad de la muestra de cada 6rgano se mantuvo a -70°C hasta su
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uso para la deteccion del genoma del VDVB por RT-PCR; la otra mitad de la muestra
se fijo en solucion amortiguada de formol al 10% para estudios de histopatologia e

inmunohistoquimica.

5.8.4.1 Extraccion de ARN y RT-PCR a partir de 6érganos

Se realiz6 la extraccion de ARN total a partir encéfalo, pulmén, estbmago, higado,
bazo, intestino y rifidon de cada animal utilizando 0.5 cm® aproximadamente de cada
organo. Tanto la extracciéon de ARN como la RT-PCR se realizaron bajo condiciones de
esterilidad. Cada 6rgano una vez descongelado se maceré y se recuperé en tubos de
microcentrifuga estériles y se adiciond 1mL de Trizol® Reagent, se homogeneiz6 por
10 s y se incubo a 4°C por 10 min; posteriormente, se adicionaron 200 ul de cloroformo
se homogeneizo por 10 s, se incubd a 4°C por 10 min y se centrifugd a 12 000 rpm por
15 min. El sobrenadante se recupero en tubo de microcentrifuga estéril de 1.5 mL y se
adicion6 600 pl de isopropanol; se incubd por 1h a -20°C y se centrifugd a 14 000 rpm
por 20 min a 4°C. Finalmente, el pellet de ARN se lavo con 1 mL de etanol al 70% con
agua DEPC, se retird el excedente de etanol y se dej6 secar a temperatura ambiente
por 10 min para resuspenderse en 40 ul de agua libre de nucleasas. Las muestras se
conservaron a -70°C hasta su uso.

Para realizar la RT-PCR se utilizaron los de iniciadores y condiciones de
amplificacion reportados por Mahony et al., (2005), los cuales se enlistan en el cuadro
5.5y Figura 5.11 respectivamente.

. . . . Tamano del
Iniciador Sentido Secuencia producto Autor
Forward CTAGCCATGCCCTTAGTAGGACTA Mahony et
SUTR/START 292 pb
Reverse CAACTCCATGTGCCATGTACAGCA al., (2005)

Cuadro 5.5 Iniciadores utilizados para amplificar un fragmento de la region 5’UTR del VDVB.

42




Desnaturalizacién

94°C Elongacion
72°C
l Alineamiento r
30s 56.2°C / ,
2 60s 7 min
|
30s
35 ciclos

Figura 5.11 Condiciones de la RT-PCR para iniciadores SUTR/START. Condiciones de temperatura
y ciclos en la RT-PCR establecidas en el termociclador.

5.8.4.1.1 Analisis jerarquico de conglomerados

El analisis jerarquico de conglomerados de dos vias (TWHCA, por sus siglas en
inglés), es un método estadistico que clasifica los objetos en grupos o clusters de
acuerdo a las similitudes entre ellos (Mooi y Sarsted, 2011). En éste analisis se
consideraron los resultados obtenidos de la RT-PCR a partir de cada uno de los érganos
de los animales inmunizados de cada grupo experimental en una matriz de dos
dimensiones (N x M), en donde N representa el numero de los grupos experimentales y
M los resultados de la RT-PCR en cada dérgano. Los animales centinelas fueron
excluidos de éste analisis.

El objetivo del analisis de conglomerados es descubrir un sistema de
organizacion de observaciones en donde los miembros del grupo comparten
propiedades especificas en comun (Yim y Ack Baraly, 2015). Como resultado, la
inferencia se representa con un dendograma utilizando un mapa de calor para
demostrar los valores con diferente correlacion para cada grupo experimental. El

analisis estadistico mencionado se realiz6 utilizando la paqueteria de JMP Version 11.

5.8.4.2 Histopatologia

Para determinar la capacidad protectora de las proteinas recombinantes
utilizadas en este estudio se evaludé la presencia de lesiones y alteraciones
microscopicas, en los tejidos previamente mencionados, asociadas a la infeccién por el
VDVB utilizando la técnica descrita por Heffes y Mullick (1995).
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Para lo anterior, los tejidos fijados por 48 h en formol se incluyeron en casetes de
plastico depositandose en un histoquinete convencional (Leica) para su procesamiento
automatizado. Los tejidos incluidos se deshidrataron en serie ascendente de etanoles,
80, 95 y 100%, alcohol absoluto-xileno relacion 1:1 y después se depositaron en dos
cambios de xilol y uno en parafina. Posteriormente, los tejidos se retiraron del casete
para incluirlos en el fondo de un molde metalico y se embebieron en parafina liquida
dejandose solidificar a temperatura ambiente por 15 min y después en refrigeracion a
4°C por 30 min. Una vez solidificada la parafina se realizaron cortes de 4 um de grosor
utilizando un micrétomo estandar (Leica). Los cortes se extendieron en bafio Maria de
flotacion y se recuperaron montandose en portaobjetos convencionales y se incubaron

a 100°C por 10 min para quitar exceso de parafina.

Finalmente, los cortes se tifieron con hematoxilina & eosina (H&E) para su
revision por microscopia 6ptica convencional. El nivel de severidad de las lesiones se
clasificaron de la siguiente manera: incipiente (-/+), leve (+), leve/moderado (+/++),
moderado (++), moderado/severo (++/+++) y severo (+++); asi mismo se agrego la

siguiente escala de colores para facilitar la visualizacion de los resultados:

Incipiente | Leve |Leve/moderado | Moderado | Moderado/Severo| Severo

-/+ + +/++ ++

5.8.4.3 Inmnohistoquimica

Para la identificacion especifica del VDVB en las muestras de organos
mencionados, se utilizd la prueba de inmnunohistoquimica (IHQ) con el método de
deteccidn complejo avidina-biotina peroxidasa (Invitrogen). Como controles positivos se
utilizaron los cortes de tejidos obtenidos de animales inoculados con el VDVB cepa
NADL, en las cuales se habia identificado previamente el VDVB por RT-PCR punto final.
Como controles negativos se utilizaron los mismos cortes de tejido sustituyendo el
anticuerpo primario por PBS-Tween 20.
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Para la IHQ se llevo a cabo el mismo procesamiento de las muestras de 6rganos
que para la tincion de H&E, los cortes se montaron en laminillas electrocargadas y se
almacenaron a temperatura ambiente hasta su procesamiento. Los cortes se
desparafinaron con calor (56°C) y dos lavados de xilol por 8 min. Los residuos de xilol
se eliminaron con alcohol absoluto y se rehidrataron con serie descendente de etanoles
(96, 80, 70%) y agua destilada; se bloqued la peroxidasa, biotina y avidina endogenas
con peréxido de hidrégeno al 30%-metanol absoluto y biotina-avidina con soluciones
comerciales respectivamente (/ife-tecnologies) en camara humeda a 37°C.
Posteriormente, se bloquearon los sitios de adherencia inespecifica para anticuerpos
con solucion bloqueadora (Biocare medical). Se realizé la incubacion con anticuerpo
primario anti-VDVB (VRMD 3.12F1) y secundario biotinilado (Invitrogen); finalmente, se
adicion6 el conjugado enzimatico estraptavidina-peroxidasa (Invitrogen), y tanto la
incubaciéon de anticuerpos, asi como la peroxidasa se incubaron en camara humeda a
37°C. Para determinar la presencia de antigeno viral en los tejidos, a cada corte se
agrego solucion comercial de revelado compuesta por cromégeno (diaminobencidina
betazoide (DAB)) y solucion amortiguadora de la reaccion (Biocare Medical). Después
de agregar la solucion reveladora se observo la reaccion del color por microscopia
optica (40s aproximadamente) y, hasta visualizar el cambio de color se detuvo la
reaccion con agua destilada. Los cortes se contrastaron con hematoxilina de Meyer y
se lavaron con agua destilada, para aclarar el tono de la hematoxilina se utilizo alcohol
acido y carbonato de litio por 1 min. Las laminillas se dejaron secar a temperatura
ambiente para posteriormente colocar resina y cubreobjetos. Estas fueron revisadas por
microscopia Optica convencional en donde el nivel de inmunopositividad se determiné
con base en la intensidad del inmunomarcaje de la siguiente manera: incipiente (-/+),
leve (+), moderado (++), moderado/severo (++/+++) y severo (+++); asi mismo se

agrego la siguiente escala de colores para facilitar la visualizacion de los resultados:

Incipiente Leve Moderado | Moderado/Severo | Severo
-[+ +
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5.8.4.3.1 Analisis estadistico

La prueba t-student (P <0.05) se utilizé para evaluar el nivel de anticuerpos
neutralizantes inducidos como respuesta a la inmunizacién en cada grupo experimental.
Lo anterior, se realizé utilizando la paqueteria de Graph Pad Prism versién 6.0 (Graph
Pad Prism, Software Inc. La Jolla CA).

Asi mismo, con base en la IHQ, a los niveles de inmunopositividad se les asigno
un valor numérico (puntaje), con base en la cantidad de cruces asignadas en cada tejido.
Los datos obtenidos se compararon entre grupos utilizando analisis de varianza ANOVA
de una via y HSD de Tukey. Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando la
paqueteria de JMP version 11; las diferencias se consideraron estadisiticamente
significativas en donde P <0.05, P <0.01 y P <0.001.
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6. Resultados

6.1 Amplificaciéon de fragmento del gen E2

Se realizé la amplificacion del ectodominio de la proteina E2 del VDVB, a
partir de la cepa de referencia NADL utilizando los dos juegos de iniciadores
denominados E2p y E2e (Fig.6.1).

(0) Start E2p_Fwd (48 ..72) E2p_Rvs (1055 .. 1077) End

2507 5007 7501 1000/ 1250

[ E2 Protein '>

(0) Start Fwd (48 .. 72) E2e_rvs (1057 .. 1078) End

250! soo0! 7501 10007 12501

E2 Protein >

E2 protein

Figura 6.1. Esquema del gen de la glicoproteina E2 del BVDV. En la imagen se muestra en azul claro el
tamarfo completo del gen que codifica para la glicoproteina E2 del VDVB. Las flechas en color azul rey y
verde corresponden la regiéon que amplifican los juegos de iniciadores E2p y E2e, respectivamente.

Como resultado se obtuvieron dos productos de PCR de 1030 pb y 1031 pb
respectivamente (Fig 6.2). Lo anterior, con el objetivo que los productos amplificados
incluyan secuencias especificas para su clonacidn en los vectores comerciales
pET100/D-TOPO y pSecTag/HygroA, como se menciona en el apartado 5.5.2 del
presente trabajo. En la figura 6.1 y 6.2 se muestran los productos de PCR con el tamario
esperado utilizando los primers E2p y E2e, de 1030 y 1031 pares de bases (pb),
respectivamente.

2000 pb
1650 pb

1000 pb

650 pb
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Figura 6.2 Productos de la RT-PCR utilizando los iniciadores E2p y E2e. Gel de agarosa al 1% en TAE
tefiido con GelRed®. Carril 1: MPM 1 Kb Plus Ladder, carril 2: Amplificacion del ectodominio E2 utilizando
iniciadores E2p, carril 3: Amplificacion del ectodominio E2 utilizando iniciadores E2e.
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De manera subsecuente, para inducir la expresion de la proteina
recombinante en un sistema procarionte, el producto de PCR amplificado con los
iniciadores E2p se clon6 en el vector pET100/D-TOPO generando el plasmido
denominado pET-E2. Asi mismo, para la expresion de la proteina recombinante en
células eucariontes el el producto de PCR amplificado con los iniciadores E2e se cloné
en el vector pSecTag/HygroA generando el plasmido pSecTagE2 (Fig 5.4 y 5.6,

respectivamente).

6.2 Secuenciacioén de los plasmidos pET-E2 y pSecTagE2

Se realiz6 la secuenciacion de los plasmidos pET-E2 y pSecTagEZ2 utilizando
el iniciador de T7 para verificar que el inserto estuviera en fase; es decir, comprobar que
el inserto haya sido clonado en direccidon correcta y en posicion adecuada de lectura
para su posterior expresion. Las secuencias obtenidas de los plasmidos pET-E2 y
pSecTagE2 se analizaron con el software SnapGene® (Fig. 6.3 y 6.4 respectivamente);
asimismo cada una de las secuencias fue analizada con la herramienta BLAST para
determinar identidad genética.

Start (0)
5’ TMGGGWMATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGCTAGCAT
| : Il 3 Il ’ 1 : Il ' Il ’ ! : Il : Il 3 Il ’ 1
100
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3’ AKCCCWKTAAGGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATGTATACGCCCCAAGAGTAGTAGTAGTAGTAGTACCATACCGATCGTA

1 L L 5 L L L
His His His His His H\s Gly Met Ala Ser Met
[ RBS ] | 6xHis p---»|

T7 tag (gene 10 Ieader)

GACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATGACGATAAGGATCATCCCTTCACCATGCACTTGGATTGCAAACCTGAATTCTCGTATGCC
: ! . ! . ! s ! . ! . I s 1 s ! . ! . ! 200
+ T y T y T t T t T T T T T T T T T T T
CTGACCACCTGTCGTTTACCCAGCCCTAGACATGCTGCTACTGCTATTCCTAGTAGGGAAGTGGTACGTGAACCTAACGTTTGGACTTAAGAGCATACGG

Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr Asp Asp Asp Asp Lys Asp His Pro Phe Thr Met H|s Leu Asp Cys Lys Pro Glu Phe Ser Tyr A!a
T7 tag (gene 10 leader) - [ enterokinase site | ------------------------» E2_ectodomain >
Xpress™ tag

ATAGCAAAGGACGAAAGAATTGGTCAACTGGGGGCTGAAGGCCTTACCACCACTTGGAAGGAATACTCACCTGGAATGAAGCTGGAAGACACAATGGTCA
+ 1 + 1 + Il 4 Il + 1 + Il 4 Il + 1 + 1 t Il 300
+ T + T y T t T t T t T t T T T T T T T
TATCGTTTCCTGCTTTCTTAACCAGTTGACCCCCGACTTCCGGAATGGTGGTGAACCTTCCTTATGAGTGGACCTTACTTCGACCTTCTGTGTTACCAGT

25 30 35 40
lle Ala Lys Asp Glu Arg Ile Gly Gin Leu Gly Ala Glu Gly Leu Thr Thr Thr Trp Lys GIu Tyr Ser Pro Gly Met Lys Leu Glu Asp Thr Met Val
E2_ectodomain

TTGCTTGGTGCGAAGATGGGAAGTTAATGTACCTCCAAAGATGCACGAGAGAAACCAGATATCTCGCAATCTTGCATACAAGAGCCTTGCCGACCAGTGT
L ! . ! s ! s ! . ! s ! s ! L ! . ! s ! 400
T T T t T t T t T t T t t t t + } + ,

AACGAACCACGCTTCTACCCTTCAATTACATGGAGGTTTCTACGTGCTCTCTTTGGTCTATAGAGCGTTAGAACGTATGTTCTCGGAACGGCTGGTCACA

45 s L . 50 s s L, 55 s s L 60 s s . 65 s s L, 70 L s L 75 n s
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Figura 6.3 Andlisis de secuencia del plasmido pET-E2. Andlisis de la secuencia obtenida del plasmido
para confirmar que el inserto esta en fase.
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Figura 6.4 Analisis de secuencia del plasmido pSecTagE2. Analisis de la secuencia obtenida del plasmido
para confirmar que el inserto estuviera en fase.

El analisis de las secuencias mostré que ambas construcciones estaban en
fase; esto es que la insercion del fragmento genético que codifica para el ectodominio
de la glicoproteina E2 en cada uno de los vectores, se realiz6 manteniendo el ORF. Una
vez corroborada la orientacion de los insertos, se llevo a cabo la induccion vy la
transfeccion de los plasmidos pET-E2 y pSecTagEZ2, respectivamente.

6.3 Induccion de la proteina recombinante

6.3.1 Analisis de proteinas

Se realiz6 la induccion de la proteina recombinante en E. Coli cepa BL21
(DE3) utilizando IPTG e incubando el cultivo a 27°C y 37°C con agitacion de 200 rpm y
se tomo una muestra de cada cultivo cada 2 horas para determinar temperatura y tiempo
optimo para la induccion. Cada muestra se centrifugd y tanto el sobrenandante como el
pellet fueron analizados en geles de SDS-PAGE al 12%, los cuales se muestran en las
figuras 6.5y 6.6. En ambas figuras se observa una banda de mayor intensidad de tincion
con un tamano aproximado de 43.3 kDa, la cual corresponde a la proteina de interés
inducida, misma que se corrobora con ensayos de Western blot. Las condiciones bajo
las cuales se observa una mejor induccion de la proteina fueron: incubacion a 37°C por

6 h con agitacién de 200 rpm.
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Figura 6.5. Induccion de proteina recombinante a 27°C. Gel de SDS-PAGE al 12% tefiido con Azul de
Coomasie. Carril 1: MPM, carril 2: pellet de cultivo sin inducir, carril 3: sobrenadante de cultivo sin inducir,
carril 4: pellet cultivo 2h, carril 5: sobrenadante cultivo 2h, carril 6: pellet cultivo 4h, carril 7: sobrenadante
cultivo 4h, carril 8: pellet cultivo 6h, carril 9: sobrenadante cultivo 6h. S/I: sin inducir, P: pellet, SN:
sobrenadante.

37°C
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Figura 6.6. Induccion de proteina recombinante a 37°C. Gel de SDS-PAGE al 12% tefiido con Azul de
Coomasie. Carril 1: MPM, carril 2: pellet de cultivo sin inducir, carril 3: sobrenadante de cultivo sin inducir,
carril 4: pellet cultivo 2h, carril 5: sobrenadante cultivo 2h, carril 6: pellet cultivo 4h, carril 7: sobrenadante
cultivo 4h, carril 8: pellet cultivo 6h, carril 9: sobrenadante cultivo 6h. S/I: sin inducir, P: pellet, SN:
sobrenadante.

Una vez establecidas las condiciones 6ptimas para la induccion de la proteina
recombinante, el cultivo bacteriano inducido se sonicd para liberar las proteinas
sintetizadas. Después de centrifugar las bacterias lisadas por sonicacién, se analizo el
sobrenadante y el pellet obtenido en un gel de SDS-PAGE al 12%; en donde se visualizd
la proteina recombinante en el pellet, y no en sobrenandante demostrando asi que la
proteina recombinante es insoluble(Figura 6.7).
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Figura 6.7. Determinacion de la insolubilidad de proteina recombinante. Gel de SDS-PAGE al 12% tefiido
con Azul de Coomasie. Carril 1: MPM, carril 2: cultivo sonicado, carril 3: pellet de cultivo sonicado, carril
4: sobrenadante de cultivo sonicado. S: cultivo sonicado, P: pellet, SN: sobrenadante.

6.3.2 Western blot de proteina recombinante

Para confirmar que la banda que se observd en los geles de SDS-PAGE
correspondia a la proteina E2 recombinante, se realizé la electrotransferencia a una
membrana de nitrocelulosa para detectar dicha proteina mediante el uso del anticuerpo
monoclonal Anti-HisG, dirigido contra la etiqueta de polihistidinas localizada en el
extremo N-terminal de la proteina. Se evaluaron diversas concentraciones del
anticuerpo, siendo la dilucién 1:4000 la ideal para la inmunodeteccion de la proteina. La
proteina se evidencia por la presencia de una banda que corresponde al peso estimado
de 43.3 kDa (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Western blot de proteina E2 recombinante. Inmunodeteccion de proteina E2 recombinante.
Carril 1: MPM, carril 2: cultivo de E. coli cepa BL21 (DE3) sin inducir, carril 3: cultivo de E. coli cepa BL21
(DE3) inducido con 0.5mM de IPTG. La flecha indica el peso molecular de la proteina recombinante. S/I:
sin inducir, I: inducido.
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6.3.3 Purificacion de proteina recombinante
Una vez detectada la proteina por medio de western blot, se llevé a cabo su
purificacion por medio de cromatografia de afinidad a niquel. Este método de separacion
se basa en la union especifica entre la etiqueta de histidinas, incluida en la construccién
del vector comercial, con iones metalicos como el Ni?* inmovilizados en la matriz de
cromatografia de afinidad. En la figura 6.9 se muestran los pasos del protocolo de

purificacion.

=====

Lavados c/Urea Elucion con Imidazol

Figura 6.9. Gel de SDS-PAGE al 12% tefiido con Azul de Coomasie. Carril 1: MPM, carril 2: sobrenadante
de cultivo sonicado, carril 3: pellet de cultivo sonicado, carril 4-8: lavados con urea, carril 9: no unido a
ﬁ);airsl-as, carril 10-12: elucién, carril 13: perlas Ni-NTA sonicado. SN: sobrenadante P: pellet, BL: buffer de

6.4 Transfeccion del plasmido pSecTagE2

6.4.1 Western blot de proteina recombinante

Inicialmente, la transfeccion del plasmido pSecTagE2de en células HEK293T
se realizd en placas de 24 pozos con 80% de confluencia, las cuales se incubaron por
48 h. Una vez transcurrido este tiempo, se evalué la presencia de la proteina
recombinante en las células transfectadas y su sobrenandante por medio de Western
blot. En la figura 6.10 se muestran los western blots en donde se analizaron células
HEK293T sin transfectar y su sobrenadante en los carriles 2 y 3, mientras que en los
carriles 3 y 4 de cada ensayo se muestra el analisis de células HEK293T transfectadas
y su sobrenadante utilizando los anticuerpos anti-His® y anti-myc® y anti-BVDV® (Fig.
6.10 A-C, respectivamente)

Adicionalmente, en este analisis se inlcuyeron controles positivos de
deteccion de etiquetas del vector; en donde la proteina BirA se utilizd como control
positivo para la deteccion del epitopo myc (Fig. 6.10 A), mientras que la proteina
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Subolesin se utiliz6 como control positivo de deteccidn de la etiqueta 6x-His (Fig. 6.10
B).

A) Anti-myc 1:1000 B)  Anti-His 1:1000 C) Anti-BVDV 1:1000

i
2
H

Figura 6.10. Western blots de proteina recombinante. A) Western blot con anti-myc; Carril 1: MPM, carril
2: células sin transfectar, carril 3: sobrenadante de células sin transfectar, carril 4: células transfectadas,
carril 5: proteina control BirA. B) Western blot con anti-His; Carril 1: MPM, carril 2: células sin transfectar,
carril 3: sobrenadante de células sin transfectar, carril 4: células transfectadas, carril 5: proteina control
(Subolesin). C) Western blot con anti-BVDV; Carril 1: MPM, carril 2: células sin transfectar, carril 3:
sobrenadante de células sin transfectar, carril 4: células transfectadas. (C: células SN:sobrenadante).

Una vez que se comprobd la expresion de la proteina E2, se realizé el pase
de células del pozo transfectado a una caja de cultivo celular de 100 cm? para evaluar
su crecimiento utilizando medio selectivo (DMEM + 200ug de higromicina) incubadas a
37°C con 5% de CO.. Como control se utilizaron células HEK293T sin transfectar, las
cuales fueron incubadas bajo las mismas condiciones. Posteriormente, en células
transfectadas se observo la formacion de colonias celulares separadas en la caja de
cultivo celular (Fig. 6.11). De estas, se eligieron 6 colonias celulares y se transfirieron a
una placa de 6 pozos para evaluar la expresion de la proteina recombinante por colonia.
Esta placa se incubd hasta obtener una confluencia del 80% y se evaludé el
sobrenadante de cada pozo para detectar la presencia de la proteina recombinante por
Western blot utilizando los anticuerpos antes mencionados (Fig. 6.12).
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HEK293T + HEK293T transfectadas +
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Figura 6.11. Formacion de colonias celulares de HEK293T. Crecimiento de células HEK293T
transfectadas con el plasmido pSecTagE2 suplementadas con medio de seleccion (DMEM+200ug de
higromicina).

Esta placa se incubd hasta obtener una confluencia del 80% y se evalud el
sobrenadante de los 6 pozos para detectar la presencia de la proteina recombinante por
Western blot utilizando los anticuerpos antes mencionados. Se detecto la presencia de
la proteina recombinante en las colonias 3 y 4, siendo el sobrenandante de la colonia
celular 4 en la que se detecté mayor proporcion de proteina (Fig. 6.12). Por lo tanto, la
colonia 4 fue utilizada para su propagacion en botellas de cultivo celular de 125 cm? y
posterior obtencion de proteina recombinante requerida para el presente estudio.
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Figura 6.12. Western blots de proteina recombinante. A) Western blot con anti-myc; Carril 1: MPM, carril
2: Colonia 1, carril 3: Colonia 2, carril 4: Colonia 3, carril 5: Colonia 4, carril 6: Colonia 5, carril 7: Colonia
6. B) Western blot con anti-His; Carril 1: MPM, carril 2: Colonia 1, carril 3: Colonia 2, carril 4: Colonia 3,
carril 5: Colonia 4, carril 6: Colonia 5, carril 7: Colonia 6. C) Western blot con anti-BVDV Carril 1: MPM,
carril 2: Colonia 1, carril 3: Colonia 2, carril 4: Colonia 3, carril 5: Colonia 4, carril 6: Colonia 5, carril 7:
Colonia 6. C: Colonia.
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6.4.2 Purificacion de proteina recombinante

La purificacion de la proteina se llevé a cabo por medio de cromatografia de
afinidad a niquel. La fraccion eluida fue analizada en geles de SDS-PAGE al 12% para
visualizar la pureza de la proteina recombiante. En la figura 6.13 se muestra la elucion
por cada 5 ml de sobrenadante de cultivo celular, asi como el Western blot utilizando
anticuerpos anti-His®. Finalmente, se realizé la formulacion del inmundgeno a una
concentracion de la proteina recombinante purificada de 100 pg/mly se mezcl6 con el
adyuvante Montanide (ISA 61 VG, Seppic®) siguiendo las recomendaciones del

fabricante.
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Figura 6.13. Gel de SDS-PAGE al 12% tefiido con Azul de Coomassie y Western blot. Carril 1: MPM,
carril 2-4: Elucién 1 a partir de 5ml de sobrenadante de cultivo celular. La flecha indica la deteccion de la
proteina recombinante en el peso esperado.

6.5 Signos clinicos en animales de experimentaciéon

Con la finalidad de determinar el efecto de la inoculacion de la cepa del VDVB
en los animales de experimentacion se realizo la revision diaria de la condicion fisica y
de salud de los animales pertenecientes a los diferentes grupos experimentales.

Los animales que fueron sometidos al desafio con la cepa del VDVB se
mantuvieron en buena una condicion fisica y no presentaron signos clinicos a lo largo
de la fase experimental, manteniendo una temperatura promedio de 36.5°, temperatura
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corporal normal en esta especie (Fig. 6.14). Posterior al desafio, no se detecto fiebre en

ningun dia (superior a 38°C).

Temperatura post desafio
38.5

380 === == m e e e mm e m e e e e e e e e - — - -

37.5

Temperatura corporal

35.0

T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Dias post desafio

@ E2 E2p+poliacrilamida I} SSF+ISA 61 VG
B E2e+ISAVG @ Vacunacomercial g ssF+poliacrilamida
E2p @ VDVB NADL ¥ SSF

Figura 6.14 Temperatura corporal post desafio. En la grafica se representan los valores de la
temperatura corporal diaria de los animales durante 21 dias posterior al desafio, por grupo. La linea
punteada indica el valor a partir del cual la temperatura se considera como fiebre.

Asi mismo, no hubo disminucion del peso de los animales sometidos al proceso
de experimentacion (Fig. 6.15). No hubo cambios en su comportamiento o estado de
animo. Adicionalmente, durante la necropsia no se encontraron lesiones compatibles

con la infeccion por el VDVB en bovinos.
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Figura 6.15. Peso corporal de los ratones post desafio. En la grafica se representan los valores del
peso de los animales durante 21 dias posterior al desafio, por grupo.

6.6 Titulacion de anticuerpos neutralizantes y analisis estadistico

El objetivo de realizar la NV a partir de las muestras de sueros fue detectar la
presencia de anticuerpos neutralizantes contra la cepa de desafio VDVB tipo 1a, en
muestras de sueros de los animales pertenecientes a los grupos experimentales. La
neutralizacion viral fue detectada por la inhibicion de la infectividad viral, evidenciada
por la ausencia de efecto citopatico (vacuolizacion y muerte celular).

Se realizaron 3 tomas de muestra de suero: dia 1, antes de la primera
inmunizacion; dia 15, antes de la segunda inmunizacién; y dia 79 y 94 antes de la
primera y segunda necropsia, respectivamente. Se generaron pools de sueros de
animales centinela y por separado los de animales inmunizados de cada grupo
experimental.

Se determind que los ratones centinelas del grupo 1, 2, 3 y 4 asi como los
ratones centinelas e inmunizados de los grupos 6, 7 y 8, y el grupo 9 no desarrollaron
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respuesta humoral detectable, ya que la presencia de anticuerpos neutralizantes no

pudo ser evidenciada en la prueba (Figura 16.6 y Cuadro 6.1).

Anticuerpos neutralizantes

Dias
@ Grupo 1 centinelas {1 Grupo 4 centinela 4x Grupo 7 centinelas
& Grupo 1inmunizados 4 Grupo 4 inmunizados -4k Grupo 7 inmunizados
- Grupo 2 centinelas N Grupo 5 centinela @ Grupo 8 centinelas
¥ Grupo 2 inmunizados <> Grupo 5 inmunizados # Grupo 8 inmunizados

Grupo 3 centinelas > Grupo 6 centinela @® Grupo 9
O Grupo 3 inmunizados =k Grupo 6 inmunizados

Figura 6.16. Titulo de anticuerpos neutralizantes. En la grafica se muestra el titulo de anticuerpos
neutralizantes en animales centinela e inmunizados por grupo.

Por el contrario, en el caso de los ratones inmunizados pertenecientes a los
grupos 1, 2, 3 y 4 que corresponden a los grupos en donde se utilizaron las proteinas
recombinantes como inmundgenos: E2e, E2e+ISA 61 VG, E2p, E2p+poliacrilamida
respectivamente, se detectd la presencia de anticuerpos neutralizantes en diferentes

niveles, los cuales se muestran en la figura 6.17 y en el Cuadro 6.1.
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Figura 6.17. Titulo de anticuerpos neutralizantes grupos 1, 2, 3 y 4. En la grafica se muestra el titulo
de anticuerpos neutralizantes en animales inmunizados pertenecientes a los grupos 1-4, considerando
las 4 tomas de muestra a los dias 1,15, 79y 94.

Utilizando la prueba estadistica t-student (P <0.05) se observaron diferencias
significativas entre los animales de los grupos 1, 2, 3 y 4 inmunizados con las proteinas

recombinantes antes mencionadas (Cuadro 6.1).

P value
Grupos . Grupo 2 E2e Grupo 4 E2
. Dias| Grupo 1E2e Grupo 3 E2, po P
experimentales P +ISA 61 VG PO SE2P| | poliacrilamida
1 No No No|
Grupo 1 E2e 15 0.000091 0.002978 0.002978
79 0.00749 0.000002 0.000014
94 0.007981 0.000002 <0.000001
1 No No|
Grupo 2 E2e+ISA | 15 <0.000001 <0.000001
61VG 79 <0.000001 <0.000001
94 <0.000001 <0.000001
1 No
Grupo 3 E2p ' No
79 0.015997
94 0.000005}
1
Grupo 4 15
E2p+poliacrilamida | 79
94

Cuadro. 6.1. Niveles de significacia estadistica. Se muestra el nivel de significancia estadistica al
comparar los titulos de anticuerpos de cada grupo.
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La actividad por anticuerpos neutralizantes fue detectada desde los 15 dias
después de la vacunacion en los animales inmunizados pertenecientes a los grupos 1y
2. La inmunizacion con E2e+ISA 61VG (grupo 2) indujo los titulos de neutralizacion viral
(VNT) mas altos contra la cepa de desafio, los cuales fueron calculados desde 1:128,
15 dias después de la primera aplicacion; para el dia 79 y 94 alcanzaron un VNT de
1:8192 a 1:16384 respectivamente. En comparacién con el grupo 1, en donde en
animales vacunados con la proteina recombinante E2e sin adyuvante se detectd un
VNT de 1:4 a 1:8 después de la primera inmunizacion; sin embargo, para los dias 79 y
94 del ensayo incrementaron significativamente hasta 1:4096.

Por el contrario, los animales inmunizados de los grupos 3 y 4 mostraron
actividad neutralizante por anticuerpos hasta los dias 79 y 94. EI VNT estimado en estos
dias en los animales del grupo 3, inmunizados con la proteina E2p, fue de 1:8 a 1:16;
mientras que para los animales del grupo 4, inmunizados con la proteina
E2p+poliacrilamida, se detectaron VNT de 1:4 a 1:8 al dia 79 e indetectables para el dia
94.

Los resultados obtenidos, evidencian que el nivel de anticuerpos neutralizantes
inducidos en los grupos 1y 2 son significativamente mayores que los generados en los
grupos 3 y 4 (p < 0.05). En particular, la respuesta obtenida por los animales
inmunizados con E2e + ISA 61VG es significativamente mayor en comparacion con los
demas grupos a partir de los 15 post inoculacion (p < 0.001) del inmundgeno hasta el
término del ensayo (Cuadro 6.1); demostrando que, en dicho grupo los VNT altos se
alcanzan desde una etapa temprana, después de la primera inmunizacion en
comparacion con los los demas grupos. De la misma forma, en el caso del grupo 1 los
VNT se ven incrementados después de la primera inmunizacién; sin embargo, el titulo
alcanzado en este tiempo es significativamente menor que el alcanzado por el grupo 2.
Asi mismo la respuesta detectada al final del ensayo aumenta considerablemente, pero
se mantiene significativamente menor en comparacién con el grupo 2. Lo anterior,
podria tener un impacto en el desarrollo de lesiones en etapa temprana o tardia
causadas por el VDVB de desafio.
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En contraste, los resultados obtenidos por los grupos inmunizados con
proteinas recombinantes E2 con y sin poliacrilamida, grupos 3 y 4 respectivamente, no
demuestran VNT altos. Por el contrario, en ambos grupos los anticuerpos neutralizantes
fueron detectados hasta el dia 79 del ensayo con VNT significativamente menores que
los estimados en los grupos 1y 2. El comportamiento de la respuesta entre el grupo 3
y 4 no es significativamente diferente desde el inicio hasta el dia 79 del ensayo; al dia
94, el grupo 4 disminuye por completo el titulo de anticuerpos, mientras que el grupo 3
mantiene niveles similares al dia 74.  Los resultados de las neutralizaciones virales
se describen por numero de muestreo y pool de suero de los animales en el Cuadro 6.2,
asi como los niveles de significacia estadistica en el Cuadro 6.1:

Titulo de anticuerpos neutralizantes 4 a 16384

Grupo Tipo de animal

Primer Segundo Tercer Cuarto
muestreo muestreo mustreo muestreo
1 Centinela 0 0 0 0
Inmunizado 0 4-8 2048-4096 4096
5 Centinela 0 0 0 0
Inmunizado 0 128 8192 8192-16384
3 Centinela 0 0 0 0
Inmunizado 0 0 8 8-16
4 Centinela 0 0 0 0
Inmunizado 0 0 4-8 0
5 Centinela 0 0 0 0
Inmunizado 0 0 0 0
Centinela 0 0 0 0
6 Inmunizado 0 0 0 0
7 Centinela 0 0 0 0
Inmunizado 0 0 0 0
Centinela 0 0 0 0
8 Inmunizado 0 0 0 0
9 Inmnunizado 0 0 0 0

Cuadro 6.2. Resultados de la neutralizacion viral. Se muestran los resultados de neutralizacion viral
por cada pool de sueros evaluados, asi como por grupo experimental.
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6.7 RT-PCR a partir de érganos

Los resultados obtenidos de la RT-PCR se muestran resumidos en el siguiente cuadro (Cuadro 6.2). Se muestran
los resultados de la RT-PCR obtenidos por 6rgano en cada individuo; los érganos evaluados fueron: cerebro, pulmon,
estdbmago, higado, bazo, intestino y rifidn. Las identificaciones de los animales centinela se muestran en negritas, en color
azul se distinguen los animales a los que se les practico la necropsia 7 dias post desafio y en color blanco aquellos
sometidos a necropsia 21 dias post desafio. Los resultados positivos a la RT-PCR se resaltan en color verde.

RT-PCR
Grupo 1 Cerebro Pulmén Estdbmago Higado Bazo Intestino Rifion
66 (*) (+) (*) (+) (*) () (*)
2 (-) () (-) (-) (-) (-) (-)
4 (*) () (*) (+) (*) (+) (+)
5 (*) (+) () (+) (*) (+) (+)
8 (-) (+) (*) (+) (*) (-) (*)
1 (*) (+) () (+) (-) (+) (-)
3 (*) (+) (-) (+) (*) () (+)
6 (*) (+) () (+) (*) (+) ()
Grupo 2 Cerebro Pulmon Estomago Higado Bazo Intestino Rifon
16 (-) () (-) () (-) () (-)
9 (-) () (-) (-) (-) () (-)
11 (*) (+) (-) (+) (*) (+) (+)
14 (*) (+) (*) () (*) (+) (+)
47 (*) () (-) (+) (*) (+) (+)
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10 (-) () () () () () (-)
12 (+) (+) () (+) () (+) (+)
Grupo 3 Cerebro Pulmon Estomago Higado Bazo Intestino Rif6n
23 (+) () () (+) (+) (+) (+)
19 (+) (+) () () (+) (+) (+)
20 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
21 (+) (+) () () (-) (+) (+)
24 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
17 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
18 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
22 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Grupo 4 Cerebro Pulmén Estdmago Higado Bazo Intestino RifAon
32 (-) (+) (+) (+) (+) (+) (-)
26 (+) (+) () (+) (-) (+) ()
27 () (+) (-) (+) (+) () ()
29 () (+) (+) (+) (+) (+) ()
31 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
25 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
28 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
30 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
Grupo 5 Cerebro Pulmén Estdmago Higado Bazo Intestino RifAon
40 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
33 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
35 (+) (+) () () (+) (+) (+)
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36 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
39 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
34 (+) (+) (+) (-) (-) -) (+)
37 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
38 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
Grupo 6 Cerebro Pulmon Estomago Higado Bazo Intestino Rifdn
48 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
41 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
43 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
46 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
44 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
42 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
45 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
Grupo 7 Cerebro Pulmén Estdmago Higado Bazo Intestino RifAon
56 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
49 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
52 (+) (+) (-) (-) (+) (+) (+)
54 (+) (+) (+) () (+) (+) (+)
55 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
50 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
51 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
53 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
Grupo 8 Cerebro Pulmon Estomago Higado Bazo Intestino RifAon
63 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
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57 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
61 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
64 (+) (+) () (+) (+) (+) (+)
60 (+) (+) (-) (+) (+) (+) (+)
62 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Grupo 8 Cerebro Pulmén Estdbmago Higado Bazo Intestino Rifion
13 () () () () () () ()
15 () () () () () () ()
70 () ) () () () ) ()

Cuadro 6.3 Resultados RT-PCR a partir de muestras de cerebro, pulmoén, estomago, higado, bazo, intestino y rifion. Para cada grupo
experimental, se indica el nimero de identificacion de cada animal. En negritas se resaltan los animales centinela.
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6.7.1 Analisis jerarquico de conglomerados

El TWHCA nos permitié evaluar las diferencias en la respuesta al desafio con el
VDVB generada en cada grupo experimental al utilizar los diferentes protocolos de
inmunizacion. En la primera dimension de este el analisis se muestra una clara division
en 3 grupos o clusters: el cluster 1 (azul) esta representado unicamente por el grupo 2
de animales inmunizados con E2e + ISA 61VG; en el cluster 2 (verde) se incluyen los
grupos 3, 5, 6, 7 y 8 que corresponden a los grupos inmunizados con E2p, vacuna
comercial, VDVB cepa NADL, SSF + ISA 61VG y SSF + poliacrilamida,
respectivamente; en cluster numero 3 (rojo) esta formado por los grupos 1 en donde los
animales fueron inmunizados con E2e y el grupo 4 en donde a los animales los animales

se les inoculé E2p + poliacrilamida.

Los colores en el mapa de calor representan los porcentajes de positividad en la
RT-PCR de cada o6rgano por grupo; el color rojo simboliza mayor porcentaje de
positividad en la RT-PCR, mientras que el color verde se refiere a un menor porcentaje
de positividad en la prueba.

En el analisis de la segunda dimension del TWHCA, se distinguen dos clusters
basados en la deteccion del VDVB por RT-PCR en los érganos evaluados. Con base en
este analisis, el pulmon, higado, bazo y cerebro representan los tejidos que nos

permiten evaluar mejor las diferencias entre grupos experimentales.

El cluster 1 es representado por el grupo 2 el cual esta asociado a resultados
negativos en la RT-PCR de los 6rganos evaluados en la mayoria de los animales. Por
lo tanto, se infiere que en los 6rganos negativos a la RT-PCR no hubo replicacion del
VDVB o una disminucion de esta. Por el contrario, el cluster 2 en donde se encuentran
los grupos 3, 5, 6, 7 y 8, esta asociado a una mayor proporcion de tejidos positivos a
VDVB por RT-PCR. Por ultimo, el cluster 3 incluye los grupos 1 y 4, en estos
aproximadamente la mitad de los tejidos son clasificados como positivos y la otra mitad
como negativos el VDVB.
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Figura 6.18 Analisis jerarquico de conglomerados. Los animales inmunizados de cada grupo experimental se agruparon en 3 clusters. Los
colores en el mapa de calor representan los valores de porcentajes de positividad en la RT-PCR por 6rgano/grupo; valores altos se representan en

color rojo y valores bajos se representan en color verde.
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6.8 Histopatologia

La evaluacion histopatoldgica se realizé en pulmén, estdmago, intestino, higado,
bazo, riidn y cerebro colectados a los 7 y 21 dias post desafio. Las laminillas fueron
evaluadas para identificar lesiones asociadas a la infeccion por el VDVB.

En los grupos 6, 7 y 8, utilizados como grupos control de la infeccion del VDVB
cepa NADL en ratones, se observaron lesiones muy bien definidas en las que se
incluyen neumonia intersticial, hiperplasia del BALT, despoblacion linfoide, necrosis
coagulativa multifocal, necrosis tubular aguda, glomerulitis, nefritis, encefalitis, gliosis y
necrosis neuronal; con excepcion del estomago en donde no hubo alteraciones en

ninguno de los grupos.

Se demostré que los animales que conformaron los 9 grupos experimentales
presentaron alteraciones en los diversos tejidos con grado y distribucion variable. El
nivel de severidad de las lesiones se clasific6 como incipiente (-/+), leve (+),
leve/moderado (+/++), moderado (++), moderado/severo (++/+++) y severo (+++); asi
mismo se agrego la siguiente escala de colores para facilitar la visualizacion de los

resultados:

Incipiente | Leve |Leve/moderado | Moderado | Moderado/Severo| Severo

-/+ + +/++ ++

De manera particular se describen las alteraciones y grado de severidad de las
alteraciones por 6rgano: en pulmon, se observo congestion y neumonia intersticial de
leve a moderada difusa. En algunos individuos se observo hiperplasia de tejido linofoide
asociado a bronquios (BALT) leve (Fig. 6.19 A). A nivel de estdmago no sé detectaron
lesiones especificas, unicamente un individuo presentd hiperplasia de tejido linfoide
asociado a mucosa (MALT) moderado. En intestino se apreci¢ infiltrado inflamatorio
intersticial de leve a severo (Fig. 6.19 B). En higado se presentd necrosis coagulativa

multifocal de leve a moderado/severo, infiltrado inflamatorio intersticial de incipiente a
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leve/moderado y congestion (Fig. 6.19 C). En el caso del bazo, se observo congestion
y despoblacion linfoide de incipiente a moderado (Fig. 6.19 D). Las lesiones identificadas
en rindn fueron necosis tubular aguda de incipiente a leve, glomerulitis de leve a
moderado, nefritis de leve a moderado y congestién (Fig. 6.19 E). Por ultimo, en cerebro
se observd encefalitis que varié de incipiente a moderada, necrosis neuronal de leve a
moderada en los animales del grupo 6 y leve en los grupos 7 y 8; asi mismo, se detecto
gliosis en grados de leve a moderado (Fig. 6.19 F).

De forma comparativa, los érganos de los animales vacunados con la proteina
E2 emulsionada con el adyuvante ISA VG 61, al igual que los centinelas de este grupo,
mostraron una evidente disminucion de las lesiones mencionadas a los 7 y 21 dias post
desafio en comparacion con los demas grupos inmunizados ya sea con la proteina E2e
sin adyuvante, E2p o la vacuna comercial. Adicionalmente, fue el unico grupo en donde
los animales inmunizados no presentaron despoblacion linfoide en bazo, ni lesiones a
nivel renal; solo un ratdén, sometido a necropsia a los 21 dias post desafio presentd
lesiones leves en pulmon, higado y cerebro, mientras que los animales restantes no
presentaron éstas alteraciones en dichos érganos. Asimismo, los animales identificados
con el numero 9, 10 y 14 mostraron lesiones clasificadas desde de incipientes a nulas
en todos los tejidos; esto concuerda con los resultados obtenidos en la RT-PCR de los
ratones 9 y 10. Por otro lado, en los animales inmunizados del grupo 1 (E2e) no se
encontré lesion a nivel neuroldgico, un evento que no se observo en ninguno de los

grupos experimentales sometidos a inmunizacion.

Ademas, los grupos 3 y 4 inmunizados con la proteina E2p y E2p+poliacrilamida
respectivamente, mostraron lesiones en todos los 6rganos evaluados, con excepcion
del riidn; en donde a los 7 dias post desafio no se observaron alteraciones patoldgicas
en ambos grupos. Asimismo, 21 dias post desafio en el grupo 3 los animales no tuvieron
cambios patologicos en cerebro detectables. Los animales centinelas de ambos grupos
mostraron lesiones similares a las ocasionadas en los animales inmunizados de los

grupos mencionados.
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De manera general, los grupos 3, 4 y 5 mostraron un incremento en la severidad
de las alteraciones en tejidos, comparables con los ocasionados en los grupos testigo

positivos, en comparacion con los hallazgos microoscopicos detectados en el grupo 2.

| . Beal Y Tt N
Figura 6.19. Cambios histopatoldgicos. Cortes histologicos representativos de las lesiones encontradas
en los animales de los grupos 6, 7 y 8. A) Corte de pulmén que presenta neumonia; B) Infiltrado inflamatorio
intersiticial en intestino; C) En higado se muestra necrosis coagultativa foca (recuadro) e infilirado
inflamatorio intersticial (flecha); D) Despoblacion linfoide en bazo; E) Necrosis tubular aguda (recuadro) y
glomerdulitis (flecha); F) Encefalitis y foco de necrosis neuronal (flecha).

g 4% % R

Los hallazgos histopatologicos y su severidad, se describen detalladamente por
individuo y grupo experimental en el cuadro 6.4.
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Hallazgos microscoépicos y grado de severidad

o 7 dias post desafio 21 dias post desafio
g' ()rgano Lesidn Centinela Desafiados Centinela Desafiados
S
(&)
66 2 4 5 8 1 3
Congestién + + - - + + +
Pulmoén Neumonia intersticial + - + - - +/++ +
Hiperplasia BALT + - - + - - s
Estomago Hiperplasia GALT - - - - - - +
. Infiltrado inflamatorio
Intestino intersticial j A ) ) } } -
Infiltrado |n_flamat_orlo + + J+ . . .
intersticial
o | Higado Congestion - - + & & + +
N
w Necrosis coagulativa - + + -+ + +/++ +
-
o Congestion - - - - - n
g— Bazo
6 Despoblacién linfoide ﬁ +/++ -/+ + _ + +
Congestion - -[+/+ -+ + -+ + +
Necrosis tubular aguda - + + - - + -
Rifdén
Glomerulitis + - + - - 4+ .
Neffritris - - + - - +/++ -
Encefalitis _ - - - - - -
Cerebro Necrosis neuronal - - - - - - -
Gliosis + - - - - - -
16 9 11 14 47 10 12
Congestion + + + + + +
Pulmon Neumonia intersticial -/+ -/+ -/+ - T -1+ T
(U] Hiperplasia BALT - - - - - - +
> : ;
« | Estomago Hiperplasia GALT - - - - - - -
© Infiltrado inflamatorio
< | Intestino . o - - + -+ + - -
) intersticial
+ Infiltrado inflamatorio . ] e ] R e ]
o intersticial
i | Higado Congestién + - + + + I+ -
N . .
o Necrosis coagulativa + - - - - - +
Q
> Congestién - - - - - + +
('5 Bazo
Despoblacién linfoide -/+ - - - - - -
Congestion + -+ + +/++ - -+ e
Rifion Necrosis tubular aguda - - - - - - -
Glomerulitis + - - - - - -
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Neffritris + - - - - - -
Encefalitis - - - - -+ - +
Cerebro Necrosis neuronal - - - - -+ - +
Gliosis - - - - - - -
23 19 20 21 24 17 18 22
Congestion e - + + -+ -+ + +
Pulmoén Neumonia intersticial + -/+ +/++ + -+ + -+ +
Hiperplasia BALT - -+ - - - + - .
Estomago Hiperplasia GALT - - - - - - - -
Intestino Infiltrado inifila:(r;:;[i?;g + i i e i ] ] ]
Infiltrado inflamatorio R - e . . -
o intersticial
m Higado Congestion + + + y -+ -+ -+ R
g Necrosis coagulativa + ++ + + + + + +
% Congestion - + + - - + + +
6 Bazo Despoblacién linfoide - + + - - + + -+
Congestion -+ + + + -+ + I+ I+
RifdN Necrosis tubular aguda - - - - - - - -
Glomerulitis - - - - -+ + . +
Neffritris -/+ - - - - - - -
Encefalitis - + - - - - - -
Cerebro Necrosis neuronal - - - - - - - -
Gliosis - - +/++ - - - - -
32 26 27 29 31 25 28 30
Congestion - + - -+ + I+ +
© Pulmon Neumonia intersticial + + + + + 4 +
2 Hiperplasia BALT -+ - - - - - - -
_‘S Estomago Hiperplasia GALT - - - - - - - -
E Intestino Infiltrado inifila:(r;:;[i?;g ] ] I+ - .\ ] ) -
E_ Infiltrado in'flamat.otio + + + . i . N e
+ intersticial
(91' Higado Congestion -1+ + + - -+ - - +
:,J Necrosis coagulativa -/+ + -_ + - +
§_ Bazo Congestién - - - - -1+ + + +
6 Despoblacién linfoide - - - + + - + +
Congestion + + + + + - + I+
Rifion Necrosis tubular aguda -/+ - - - - - + +
Glomerulitis T - - - - - - +




Nefritris - - - - - - - -
Encefalitis - + + + - + +/++
Cerebro Necrosis neuronal - - - + - - -
Gliosis - - - - - - - -
40 33 35 36 39 34 37 38
Congestion + + + -+ + I+ I+
Pulmén Neumonia intersticial +/++ +/++ + + -+ +
Hiperplasia BALT - - - - - - - -
Estomago Hiperplasia GALT - - - - - - -
® | Intestino Infiltrado |n'flamat.0(|o ) + ) + i . i i
o intersticial
(7] Infiltrado inflamatorio ) + + . . e e e
g intersticial
: Higado Congestion + - + - + -+ + -+
g Necrosis coagulativa i i W AR i -1+ + -+
(8]
o Congestién - + - + + + + +
> Bazo
2 Despoblacion linfoide + + -+ + +/++ + -+ -+
g' Congestion + + + - -+ + I+ -
S
(O] Necrosis tubular aguda + - + + + - - -
Rifi6n
Glomerulitis -+ -+ - -+ -+ I+ + I+
Nefritris + - - - - - - -
Encefalitis T + -+ + + + - -
Cerebro Necrosis neuronal - - - * - - - -
Gliosis + + + +/++ -+ - - e
48 41 43 46 44 42 45
Congestion e + + + + + +
Pulmon Neumonia intersticial + + -+ 4+t + + +
Hiperplasia BALT - + - -+ - - s
EI Estomago Hiperplasia GALT - - - - - - -
< . - .
Z | Intestino Infiltrado inflamatorio . et R - . . .
o intersticial
> Infiltrado inflamatorio + + . . . . e
g intersticial
© | Higado Congestion + - + + + + +
8. Necrosis coagulativa - A W AR i i i
2 ”
(O] Congestion + + + + + + +
Bazo
Despoblacién linfoide + - + + - +/++ +
Congestion e + + + + + +
Rifidn Necrosis tubular aguda i i - -1+ -/+ i -
Glomerulitis + - + + + +/++ +
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Nefritris - - - + - - -
Encefalitis - +/++ + + + - +
Cerebro Necrosis neuronal - +/++ - - - + -
Gliosis I + + [+ + - +
56 49 52 54 55 50 51 53
Congestion + + + + + + + -
Pulmén Neumonia intersticial + _ + _ -/+ + -/+
Hiperplasia BALT - -+ - -+ - - s e
Estémago Hiperplasia GALT - - - - - -/+ - -
O | Intestino Infiltrado inflamatorio i e - R N - ] .
S intersticial
- Infiltrado inflamatorio
: intersticial * I+ - -+ -1+ - - -
o | Higado Congestion -+ I+ + + + + + +
:. Necrosis coagulativa + - + + + + + +
0 Congestion + + + + - e +
n Bazo o
~ Despoblacion linfoide -+ + + + + I+ +
o
S Congestion + -+ = -+ + + + +
[
(O] N Necrosis tubular aguda + + -+ -+ -+ - -+ +
Rifién
Glomerulitis + + + + + + +
Nefritris + - + + -+ + I+
Encefalitis I + + - - +
Cerebro Necrosis neuronal - + + - + - - +
Gliosis + -/+ + - -/+ -1+
63 57 61 64 60 62
Congestién + + + + -+
© Pulmon Neumonia intersticial + +/++ + + 4 -
-E Hiperplasia BALT -+ + ] + . )
B | Estémago Hiperplasia GALT - - - - - -
5 Infiltrado inflamatorio
° . . .
a Infiltrado |n_flamat_0(|o i 4+ . . R R
+ intersticial
‘l.}., Higado Congestién + & -/+ + + +
2 Necrosis coagulativa + + -/+ + + +
o Congestion i i i i i -+
S Bazo
(3 Despoblacién linfoide + + -/+ + + +
Congestion + + -+ + + +
Rifién Necrosis tubular aguda -/+ i + + + -+
Glomerulitis + + -+ + + +




Nefritris + - + - - -

Encefalitis - -+ + + + +
Cerebro Necrosis neuronal - - + - - +
Gliosis i -+ e -+ -+ -+
13 15 70
Congestion + I+ +
Pulmon Neumonia intersticial + -/+ -

Hiperplasia BALT - - -

Estémago Hiperplasia GALT - - -

Intestino Infiltrado |nflamatpf|o J+ m i
intersticial

Infiltrado inflamatorio
intersticial

Higado Congestion [+ + -1+

Necrosis coagulativa - - -

Congestion - - -
Bazo

Grupo 9 SSF

Despoblacién linfoide - - -

Congestion - + -+

Necrosis tubular aguda - - -
Rifién
Glomerulitis - - -

Nefritris - - -

Encefalitis - - -
Cerebro Necrosis neuronal - - -

Gliosis - - -

Cuadro 6.4. Resultados de Histopatologia. Resumen de las lesiones asociadas a la infeccion por el VDVB
indicando el nivel de severidad de la lesién (escala de colores) en cada 6rgano de cada animales de los 9
grupos experimentales.
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6.9 Inmunohistoquimica

Al igual que en la histopatologia, para la IHQ se evaluaron cortes de cerebro,
pulmon, estomago, higado, bazo, intestino y rifidn del total de los animales incluidos en
este estudio con la finalidad de detectar la presencia del antigeno viral del VDVB en los

tejidos mencionados.

Por medio de la IHQ se evidencié inmunopositividad en los tejidos evaluados; sin
embargo, el inmunomarcaje tuvo variaciones dependiendo del grupo expermiental
analizado. Similar al apartado anterior, se tom6 como referencia la positividad obtenida
en los grupos 6, 7 y 8, utilizados como grupos control de la infeccién del VDVB cepa
NADL en los ratones experimentales (Fig. 6. 20).

El nivel de inmunopositividad se clasific6 como incipiente (-/+), leve (+),
moderado (++), moderado/severo (++/+++) y severo (+++); asi mismo se agrego la

siguiente escala de colores para facilitar la visualizacion de los resultados:

Incipiente Leve Moderado | Moderado/Severo | Severo
-[+ +

La deteccion por IHQ del antigeno del viral asociado a lesiones causadas por

infeccion del VDVB y su distribucion en cada érgano y el nivel de la inmunopositividad,
se describen detalladamente por individuo y grupo experimental en el cuadro 6.5.

El efecto inmune protector, contra el VDVB, desencadenado por cada uno de los
tratamientos fue evaluado con base en los puntajes determinados en la IHQ. Mediante
ésta técnica el VDVB fue detectado en pulmon, estomago, intestino, higado, bazo, rifndn
y cerebro en los grupos utilizados como testigo positivo (grupo 6, 7 y 8). De la misma
forma que en los resultados mostrados en la RT-PCR, VNT’s e histopatologia, en el
grupo 2, se redujo significativamente el marcaje del antigeno viral, lo cual sugiere una
disminucién en la capacidad replicativa del virus a los 7 y 21 dias post desafio. Los
resultados de RT-PCR, histopatologia e IHQ coinciden en los animales 9 y 10; en donde
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todos los 6rganos del ratén 9 resultaron negativos por IHQ y solo positividad leve en
higado del ratdon 10. Al igual que el raton 9, en este grupo el raton identificado como 47
mostré negatividad completa en los érganos evaluados lo cual confirma que al utilizar
E2e+ISA VG 61 se disminuye la infeccion por el VDVB.
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¥ s o AS < ; ja v
Figura 6.20. Inmunohlstoqulmlca para la detecclon del VDVB. Las |magenes corresponden a Ios organos de raton sometldos a IHQ en donde
se muestra la distribucion del antigeno viral por inmunopositividad (coloracién café). A) Pulmén; B) Estdmago; C) y D) Intestino; E) Higado; F) Bazo;
G) Rifdn; H) Encéfalo.
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Nivel de inmunopositividad por IHQ

7 dias post desafio

21 dias post desafio

o - -
% Organo Lesién Cena"unel Desafiados Cena"unel Desafiados
o
66 2 4 5 8 1 3 6
Neumonia intersticial + + + + + +
Pulmon
Hiperplasia BALT i - - - - - - -
Estémag Hiperplasia GALT - - -
° Capilares/membrana de capilares
® Infiltrado inflamatorio intersticial
o | Intestino
- Enterocitos
o
g Necrosis coagulativa
@ | Higado
Sinusoides
Bazo Despoblacioén linfoide
Necrosis tubular aguda
Rifion
Glomerulitis - + a - - - -
Cerebro Membranas endoteliales - - T
16 9 ‘ 11 ‘ 14 47 10 12
Neumonia intersticial -/+ -/+ o+ - - -/+
Pulmon
Hiperplasia BALT -/+
(>D Estémag Hiperplasia GALT - - - - - - -
© 0 Capilares/membrana de capilares - - - - - - -
z) Infiltrado inflamatorio intersticial - - - - - - +
+ | Intestino
[} Enterocitos - - - - - -
J
~ Necrosis coagulativa + - - - - + +
o | Higado ] .
=3 Sinusoides - - - - - - -
O | Bazo Despoblacion linfoide - - - - - - -+
Necrosis tubular aguda - - - - - - -
Rifion
Glomerulitis - - - - - - -
Cerebro Membranas endoteliales - - - + - - -+
23 19 20 21 24 17 18 22
o Neumonia intersticial + -/+ -/+ + -
& | Pulmon
) Hiperplasia BALT - - - - - - - -
o
g Estomag Hiperplasia GALT - - - - - - i .
o ° Capilares/membrana de capilares - - - - - - -
Intestino Infiltrado inflamatorio intersticial -/+ - -/+ - - -+ -/+
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Enterocitos - - - - -
Necrosis coagulativa + + + + +
Higado . .
Sinusoides - - - - -
Bazo Despoblacién linfoide - - - - - - - -
Necrosis tubular aguda -/+ - i -/+ - - + -
Rifdén
Glomerulitis - - - - - - - -
Cerebro Membranas endoteliales + i + +
32 26 27 29 31 25 28 30
Neumonia intersticial + -/+ i + + -/+ + &
Pulmén
Hiperplasia BALT - - - - - - - -
1]
o . -
'€ | Estémag Hiperplasia GALT - - - - - - _ -
% 0 Capilares/membrana de capilares - - - - + - - +
(5]
S Infiltrado inflamatorio intersticial - - - - -/+ - + -
8 | Intestino
+ Enterocitos - - - - - - -
o
A . Necrosis coagulativa -1+ + - - -T
<« | Higado . .
o Sinusoides - - - - - - - -
Q
g Bazo Despoblacion linfoide - - -1+ - -j
Necrosis tubular aguda -+ - - - - - -+ +
Rifdén
Glomerulitis - - - - - - - -
Cerebro Membranas endoteliales + & -+ + + -/+ -:
40 33 35 36 39 34 37 38
Neumonia intersticial + +++ [+t +i+ +
Pulmén
Hiperplasia BALT - - - - - - - -
% | Estomag Hiperplasia GALT - - - - - - _ -
g 0 Capilares/membrana de capilares - - * * + + L
g Infiltrado inflamatorio intersticial - -/+ -+ -+ + T 4+ -
o | Intestino
< Enterocitos - - - - - + - -
(5]
S Necrosis coagulativa + + +
v | Higado
-4 Sinusoides + - -+ + -
=
15} Bazo Despoblacion linfoide + + -/+ + +
Necrosis tubular aguda -/+ + - + + +++
Rifidén
Glomerulitis -/+ + - + + +++
Cerebro Membranas endoteliales + +++ -+
© 48 41 43 46 44 42 45
o
S Neumonia intersticial + + + + +
5 Pulmén
Hiperplasia BALT - - - - - - -



Estémag Hiperplasia GALT - - - - - - _
0 Capilares/membrana de capilares - - - - - + -/+
Infiltrado inflamatorio intersticial - -/+ - - -/+ - +
Intestino
Enterocitos - - - - - - -
Higado
Sinusoides + - - - - - -
Necrosis tubular aguda - - - - + - +
Rifidén
Glomerulitis - - - - - - -
Cerebro Membranas endoteliales + + +
56 49 52 54‘ 55 ‘ 50 ‘ 51 53
Neumonia intersticial -/+ + + + - + + i
Pulmon
Hiperplasia BALT - - - - - - - -
(>D Estémag Hiperplasia GALT - - - - - - _ -
o 0 Capilares/membrana de capilares - - + - + + +
tZ) Infiltrado inflamatorio intersticial - -1+ -
+ | Intestino
T8 Enterocitos - - - - - _ -
7
:’: ) Necrosis coagulativa |  +/++ -/+ - +
o | Higado . .
e Sinusoides - - i - - - T
S
o Bazo Despoblacién linfoide - - -+ +
Necrosis tubular aguda - - - - - - - -
Rifidén
Glomerulitis - -/+ - -/+ + & +
Cerebro Membranas endoteliales _ + +
63 ‘ 57 61 64 60 62
Neumonia intersticial + T i + T +
Pulmon
Hiperplasia BALT - - - - - -
©
-E Estémag Hiperplasia GALT - - - - - ;
.‘—; 0 Capilares/membrana de capilares - + -/+ -/+ + -
(5]
8 Infiltrado inflamatorio intersticial + + - + + _
g Intestino
+ Enterocitos - - - - - -
b"; Necrosis coagulativa
» | Higado
o Sinusoides
g
g Bazo Despoblacion linfoide
Necrosis tubular aguda
Rifidén
Glomerulitis
Cerebro Membranas endoteliales

81



13 ‘ 15 ‘ 70 ‘
Neumonia intersticial _ _ -
Pulmén
o Hiperplasia BALT _ - -
'E Estémag Hiperplasia GALT - - .
1]
= ° Capilares/membrana de capilares - - .
(5]
2 Infiltrado inflamatorio intersticial _ - -
& | Intestino
+ Enterocitos _ - -
L
(2] Necrosis coagulativa _ _ -
2 Higado
o Sinusoides - - .
Q
g Bazo Despoblacioén linfoide _ _ -
Necrosis tubular aguda _ _ -
Rifién
Glomerulitis _ - -
Cerebro Membranas endoteliales _ _ _

Cuadro 6.5 Resultados de la Inmunohistoquimica. Se indican los 6rganos positivos al VDVB por IHQ y el nivel

de intensidad (escala de colores) en inmunopositividad para cada uno de los grupos experimentales.
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6.9.1 Evaluacion de la eficacia protectora inducida por la proteina recombinante
E2

Con el objetivo de evidenciar la proteccion conferida por la administracién de los
diferentes tratamientos en los 9 grupos experimentales; por medio de IHQ, se evalué la
presencia de antigeno del VDVB en tejidos murinos por los cuales tiene tropismo.

El antigeno del VDVB fue detectado en la mayoria de los 6rganos sometidos a
revision; sin embargo, el inmunomarcaje fue variable entre grupos. Los grupos 6, 7y 8
utilizados como testigos positivos evidenciaron la presencia del VDVB en pulmodn,
estdmago, intestino, higado, bazo, rindn y cerebro; no obstante, en el caso de estomago
y cerebro la inmunopositividad se demostré en el endotelio capilar de cada érgano y no
asociado a las lesiones tisulares asociadas a la infeccion por el VDVB. Por el contrario,
el grupo 9 al ser grupo testigo negativo, no se detectd el antigeno viral en ninguno de

los 6érganos antes mencionados.

Se analizaron y se compararon, por separado, los datos obtenidos de los
animales sometidos a necropsia 7 dias y 21 dias post desafio. En ambos periodos de
tiempo, los 6rganos que permitieron observar diferencias estadisticas entre grupos
tratados fueron pulmon, higado, riidn y cerebro. Por el contrario, los resultados de la
IHQ obtenidos a partir de la evaluacion de estomago, intestino y bazo no generan
diferencia entre grupos.

En la figura 6.21 se resumen los resultados de la IHQ de los ratones sacrificados
7 dias post desafio, en donde se observa una disminucion en la deteccién del VDVB en
pulmoéon e higado de los ratones inmunizados con E2e+ISA 61 VG (grupo 2) en
comparacion con organos de animales testigo (grupo 7) y animales inmunizados con la
vacuna comercial (grupo 5). En contraste, en los animales inmunizados con la proteina
recombinante E2e, E2p, E2p+poliacrilamida y vacuna comercial (grupos 1, 3, 4 y 5,
respectivamente) se detectd inmunipositividad mayor o similar a los grupos control

positivo (grupos 6, 7 y 8). (Figura 6.21)
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Figura 6.21. Resultados de la IHQ 7 dias post desafio. En la grafica se muestran la comparacion entre grupos de los puntajes asignados en la
IHQ en animales sometidos a necropsia 7 dias post desafio
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Por otro lado, en el caso de animales evaluados 21 dias después del desafio el
grupo 2 mostré menor inmunomarcaje en pulmon, higado, rindn y cerebro con respecto a
los mismos tejidos del grupo 6 (testigo positivo) y el inmunizado con la vacuna comecial.
Asi mismo, en los grupos experimentales a los que se les administré la proteina
recombinante E2e, E2p, E2p+poliacrilamida y vacuna comercial (grupos 1, 3, 4 y 5,
respectivamente) mostraron diferencias relevantes en inmunipositividad en comparacion

con los grupos control positivo (grupos 6, 7 y 8). (Figura 6.22)
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Figura 6.22. Resultados de la IHQ 21 dias post desafio. En la grafica se muestran la comparacion entre grupos de los puntajes asignados en la
IHQ en animales sometidos a necropsia 21 dias post desafio.
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7. Discusion

El VDVB es probablemente el agente viral mas importante a nivel mundial en
rumiantes; por lo tanto, la DVB continua siendo una enfermedad prevalente en la
mayoria de las poblaciones bovinas domésticas (Neill, 2013). EI VDVB es el
responsable por generar una compleja combinacion de presentaciones clinicas que
derivan en pérdidas econdmicas importantes a la industria ganadera de leche y carne
de bovinos. De la misma forma, la infeccién por VDVB en cerdos, pequefios rumiantes,
y rumiantes de vida silvestre resulta en presentaciones clinicas similares a las causadas
en bovinos; por lo tanto, el contacto interespecies facilita la transmisién viral y favorece

su prevalencia en diversas poblaciones animales (Gomez-Romero et al., 2021).

Lo anterior, resalta la necesidad de desarrollar e implementar medidas de control
de la DVB que permitan disminuir las pérdidas asociadas infecciones causadas por el
VDVB, asi como limitar y prevenir infecciones por agentes oportunistas en eventos de
inmunosupresion causados por el VDVB (Chase et al., 2004). De forma convencional,
en México la prevencidon de la DVB se basa en la aplicacién voluntaria de vacunas, de

virus activo modificado y virus inactivado (Gémez-Romero et al., 2021a).

Si bien, tanto las vacunas de virus activo modificado como las de virus inactivo,
pueden conferir proteccion contra la DVB , es crucial considerar las desventajas al usar
este tipo de inmunogenos; tales como inmunosupresion, contaminaciéon con VDVB de
campo, la potencial reversion de la virulencia o el desarrollo de la pancitopenia neonatal
bovina y la necesidad de contuinuos refuerzos vacunales (Ridpath, 2013; Palomares et
al.,, 2013; Gémez-Romero et al., 2021b; Reber et al., 2006; Rodning et al., 2010;
Deutskens et al., 2011).

Debido a lo anterior, en los ultimos afos se ha realizado la busqueda de nuevas
alternativas para el control de la DVB mediante el uso de diversos tipos de inmundgenos
que sean mas seguros y eficaces para evitar la problematica antes mencionada; acorde

con esto, en el presente trabajo, se sintetizo la proteina E2 del VDVB-1a recombinante
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expresada en bacterias y células eucariontes con la finalidad de evaluarlas como

candidatos vacunales contra la DVB en un modelo murino.

Debido a las caracteristicas inmunogénicas que tiene a glicoproteina integral de
la membrana E2, la hacen el blanco ideal y potencial para el desarrollo de nuevas
vacunas contra el VDVB que pueda ser util como una herramienta en la prevencion y
control de la DVB (Deregt et al., 1998; Liang et al., 2003; Donis et al., 1988).

Con propositos vacunales, la glicoproteina E2, ha sido expresada en sistemas
heterdlogos como: baculovirus (Chimeno et al., 2007), particulas replicativas basadas
en alphavirus (Loy et al., 2003), herpesvirus bovino (Donofrio et al., 2008) y equino
(Rosas et al., 2007) virus de estomatitis vesicular (Kohl et al., 2007), asi como en células
de mamifero (Thomas et al., 2009); ademas, el gen que codifica para la proteina E2 se

ha utilizado en inmunizaciones con DNA (Donofrio et al., 2006).

En el presente trabajo se evalu6 la capacidad de proteccidn contra la infeccidon
del VDVB en un modelo murino, utilizando la proteina E2 recombinante del VDVB,
sintetizada en dos sistemas de expresion. En estudios previos, el modelo murino ha sido
utilizado como modelo de infeccion con el VDVB. La capacidad replicativa que tiene el
VDVB en diversos tejidos del raton (Seong et al., 2015) ha permitido sugerirlo como un
modelo potencial para la evaluacion de la calidad de vacunas experimentales
elaboradas con este virus; lo anterior ofrece una alternativa de evaluaciéon de vacunas
para bovinos en una especie con mayor viabilidad de mantenimiento, manejo e inversion

de recursos econdmicos (Reyes-Montellano et al., 2020).

Debido a lo anterior, se realizd la inmunizacion de 8 grupos experimentales; de
los cuales, el grupo 1y 2 fueron inmunizados con diferentes formulaciones de la proteina
E2 recombinante producida en células eucariontes (E2e), el grupo 3 y 4 con diferentes
formulaciones de la proteina E2 producida en bacteria (E2p), el grupo 5 fue inmunizado
con una vacuna comercial de virus activo, el grupo 6 fue inoculado con la cepa NADL

del VDVB, mientras que los grupos 7 y 8 fueron utilizados como controles negativos de

88



inmunizacion y desafio, al ser inoculados con SSF con ISA VG 61 y poliacrilamida,
respectivamente. Por lo tanto, los grupos 5-8 fueron utilizados como grupos
experimentales comparativos, en donde el grupo 5 nos permiti6 comparar la respuesta
protectora de una vacuna comercial con las inducidas por las formulaciones de
proteinas E2 recombinantes, y el grupo 6 fue utilizado como control positivo de la
infeccion con el VDVB, por lo que los resultados obtenidos se contrastaron con los

obtenidos en animales inmunizados.

Los resultados obtenidos en la RT-PCR a partir de 6rganos de ratones de cada
grupo experimental, indicaron que los grupos 3, 5, 6, 7 y 8 fueron similares con base
en el porcentaje de positividad al genoma del VDVB en los 6rganos evaluados; esto
quiere decir que la deteccion del genoma del VDVB en éstos grupos fue equiparable.
Por otro lado, los grupos 1y 4 tuvieron menor positividad en la prueba.

Por el contrario, el grupo 2 (inmunizados con E2e+ISA VG 61) fue el unico en el
que se obtuvieron un mayor numero de muestras negativas, lo que sugiere una reducida
infectividad y replicacién del VDVB en este grupo. De manera interesante, en dos
ratones pertenecientes al grupo 2 se obtuvieron resultados negativos en todos los
tejidos, lo cual podria sugerir que en ambos animales la infeccion con el VDVB fue
bloqueda en medida importante al usar dicho inmundgeno; estos resultados coinciden
con los obtenidos en histopatologia e IHQ en donde los animales fueron negativos a

lesiones e inmunomarcaje.

La deteccidon del genoma del VDVB en 6La evaluacidn de animales centinelas
por RT-PCR sugiere que el virus es capaz de transmitirse por fomites o secreciones; sin
embargo, estos no pudieron ser identificados en este estudio. Lo anterior, evidenciado
por la deteccidon del genoma del VDVB en los ratones centinelas de todos los grupos
experimentales; a excepcion del grupo 2 en donde el animal identificado con el numero

16 resulté negativo por RT-PCR.

El nivel de anticuerpos producido después de una inmunizacion es un criterio
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importante que nos permite evaluar la eficacia de la vacuna experimental, ya que se ha
descrito que titulos de anticuerpos neutralizantes mayores o iguales a 1:256 son
necesarios para evitar la presentacion clinica causada por la infeccién del VDVB (Bolin
et al., 1995). En contraste, estudios realizados por Beer et al., estimaron que el titulo
protector contra el VDVB es de 1:512 (Beer et al., 2000). Considerando los resultados
de ambos estudios, el nivel mas bajo sugerido para tener proteccion frente a infecciones
causadas por VDVB en bovinos es de 1:256. Es decir, se requiere una dosis
neutralizante de 1:256 para proteger a animales susceptibles contra la infeccion por el
VDVB.

La respuesta humoral en nuestro esquema experimental se midié por medio de
la titulacién de anticuerpos neutralizantes, en donde se observaron diferencias en el
nivel de anticuerpos producidos por los grupos 1y 2 los cuales se elevaron a partir de
la primera aplicacién hasta un titulo de 1:8 y 1:128, respectivamente en comparacion
con los grupos testigo; de la misma forma, los animales de dichos grupos
experimentales mantuvieron un incremento considerable durante los 79 dias posteriores
alcanzando titulos de hasta 4096 y 16384, respectivamente. Sin embargo, la actividad
por anticuerpos neutralizantes en los grupos 3 y 4 fue Unicamente detectable en la parte
final del ensayo en donde el grupo 3 alcanzo un titulo de 1:16, mientras que el grupo 4
alcanzé un titulo de 1:8 al dia 79 del ensayo y posteriormente al dia 94 los anticuerpos
neutralizantes fueron indetectables. El titulo de neutralizacién viral (VNT) estimado de
los animales del grupo 2, en etapas tempranas del experimento, podria estar
relacionado con la disminucién de lesiones patoldgicas, asi como una disminuida
capacidad de replicacion del VDVB en los 6rganos evaluados, evidenciado en los
resultados de la IHQ.

Los animales inmunizados con la vacuna comercial no serocovirtieron en ninguno
de los tiempos del muestreo; en contraste con estudios previos en donde la la deteccion
de anticuerpos neutralizantes en bovinos es detectada desde los 15 dias post
inmunizacidon con vacunas inactivadas (Alpay y Yesilbag, 2019) y 21 dias post

inoculacion con vacunas de virus atenuado (Sangewar et al., 2020). La vacuna
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comercial esta disefiada para su uso en bovinos; por consiguiente, puede esperarse
una respuesta diferente a la generada en ratones. La formulacién no promovio una
respuesta humoral en los periodos considerados para evaluacion; sin embargo, una

respuesta posterior a este periodo no debe descartarse.

Es importante mencionar que en muestras de suero de animales centinela de
todos los grupos no se detectd actividad neutralizante por anticuerpos durante toda la
fase experimental, mostrando una respuesta similar a los grupos 6, 7 y 8; esto puede
deberse a que la exposicién con el VDVB, eliminado por los animales desafiados, no

fue el suficiente para generar una respuesta por anticuerpos detectables.

En los grupos 6, 7 y 8 utilizados como grupos testigos positivos no fue posible la
deteccidn de anticuerpos neutralizantes en la dilucion inicial 1:4 empleada en la prueba.
Estos resultados se mantuvieron hasta el dia 21 post desafio en donde los niveles de
anticuerpos fueron indetectables. Lo anterior, coincide con lo reportado por Cai et al.,
en donde el VNT de animales desafiados se mantuvieron en niveles bajos en
comparacion con animales inmunizados con vacunas de DNA y subunitarias contra el
VDVB (Cai et al., 2018). Similar a los grupos mencionados, los animales del grupo 9
inmunizados unicamente con SSF sin desafiar, no montaron una respuesta humoral
contra el VDVB.

De manera subsecuente, la evaluacion histopatoldgica realizada en cada grupo
experimental revel6 que los érganos de los animales vacunados con E2e+ISA VG 61,
al igual que los centinelas, mostraron una evidente disminucion de las lesiones
mencionadas, a los 7 y 21 dias post desafio en comparacion con los demas grupos
inmunizados ya sea con la proteina E2e sin adyuvante, E2p o la vacuna comercial.
Adicionalmente, fue el unico grupo en donde los animales inmunizados no presentaron
despoblacion alteraciones en bazo, ni lesiones a nivel renal. Por otro lado, un hallazgo
importante fue que en los animales inmunizados del grupo 1 (E2e) no se encontro lesion
a nivel neurologico, un evento que no se observd en ninguno de los grupos

experimentales sometidos a inmunizacion.
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Por otro lado, el efecto inmune protector, contra el VDVB, desencadenado por
cada uno de los tratamientos fue evaluado con base en los puntajes determinados en la
IHQ. Similar a los resultados obtenidos en RT-PCR, VNT’s e histopatologia, en la IHQ
la disminucion en la deteccidn del antigeno del VDVB puede ser atribuible a la
formulacion utilizada en el grupo 2, en donde el uso de la proteina recombinante E2e
emulsionada con el adyuvante Montanide ISA VG 61, desencadena una respuesta
inmunitaria temprana que puede impedir el desarrollo de lesiones, o en su defecto, una
disminucion en la gravedad de las mismas. Esto coincide con estudios previos en donde
este tipo de adyuvantes ha sido utilizado, en vacunas de ADN y subunitarias, para
estimular respuestas inmunitarias mas sélidas contra el VDVB (Cai et al. 2018; Pecora
et al., 2015).

Por el contrario, el aumento en la inmnopositividad de los tejidos en los grupos 1,
3, 4 y 5, evidencia una mayor capacidad de replicacion del VDVB vy, por lo tanto, una
disminucidén en la capacidad de inducciéon de proteccion al utilizar los respectivos
tratamientos. En estos grupos la positividad en tejidos fue similar entre animales

inmunizados en relaciéon con los ratones centinela.

Los hallazgos de este estudio y los obtenidos por Reyes-Montellano et al., 2020,
que pertenecen al mismo grupo de trabajo, son los primeros en evidenciar la transmision
entre ratones infectados con el VDVB a ratones susceptibles. Lo cual tiene importantes
implicaciones en el entendimiento de la patogenia del VDVB, no sdélo en ratones, si no
también en bovinos, ya que los ratones podrian fungir como reservorios del virus y asi

favorecer la propagacién del VDVB entre especies.

Los hallazgos del presente estudio sugieren que la formulacion de la proteina
recombinante E2e + ISA 61 puede ser considerada como un candidato vacunal
potencial para el control de la DVB. Se requiere realizar experimentos de vacunacion y
desafio en bovinos para evaluar el nivel de proteccion conferido en la especie destino,
asi como determinar si promueve proteccion cruzada contra otras cepas del VDVB.
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8. Conclusiones

Se realizé al construccion y expresion de la proteina recombinante E2 del VDVB
en dos sistemas de expresion: bacterias y células eucariontes y se demostrd su

capacidad antigénica.

Los érganos evaluados de los grupos 1-5 tuvieron daino a diferentes grados, en
donde los ratones inmunizados con la proteina recombinante E2e + ISA VG 61

demostraron menor daffo en compracion con los demas grupos experimentales.

El uso de la proteina E2e, expresada en células eucariontes, aunada a la
actividad del adyuvante Montanide ISA VG 61 induce una respuesta
inmundlogica que reduce los dafos causados por la infecciéon del VDVB,
demostrada por la prevencion de lesiones y disminucion en la transmisioén del

virus a animales centinela.

La formulacidn de la proteina E2e con el adyuvante indujé una mejor respuesta
inmunitaria, lo cual confiere un mejor efecto protector ante la infeccién por el

VDVB que al utilizar la proteina recombinante E2e por si sola.

La proteina recombinante E2e emulsionada con adyuvante representa un
potencial candidato a vacuna, a ser evaluado en bovinos, para ser considerado

como herramienta en la prevencion y control de la DVB.

9. Prospectiva

Realizar una caracterizacion de la respuesta inmune celular inducida por el uso
de la formulaciéon E2e + ISA VG 61.

Evaluar la presencia de anticuerpos neutralizantes en periodos mas prolongados
Incluir en el analisis mayor numero de animales sometidos por grupo
experimental

Evidenciar respuesta humoral, celular y respuesta inmune protectora contra la
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formulacion E2e + ISA VG 61 en bovinos
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11. Anexos

11.1 Anexo 1. Grupos experimentales e identificacion de animales

Este anexo describe los grupos experimentales utilizados en este estudio, asi
como la identificacion de los animales. En el cuadro se indican en negritas los animales
centinela de cada grupo experimental. En la columna “No. de Identificacion” los
recuadros en color verde indican los animales sacrificados 7 dias post desafio, y los
recuadros en blanco los animales sacrificados 21 dias post desafio.

Grupo

Descripcion

No. de
Identificacion

Animales inmunizados con la
proteina recombinante E2e

Animales inmunizados con la
proteina recombinante E2e +
Adyuvante

Animales inmunizados con la
proteina recombinante E2p
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Animales inmunizados con la
proteina recombinante E2p +
poliacrilamida

27

29

31

25

28

30

Animales inmunizados con
vacuna comercial

40

33

35

36

39

34

37

38

Animales inmunizados con VDVB
cepa NADL

48

41

43

46

44

42

45

Animales inmunizados con SSF
+ Adyuvante

56

49

52

54

55

50

51

53

Animales inmunizados con SSF
+ poliacrilamida

63

57

61

64

60

62

SSF

13

15
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