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1. Resumen

Este trabajo evalud la fase preclinica de una vacuna contra COVID-19 en ovinos y
caprinos para determinar la seguridad, inmunogenicidad y dosis vacunal. La
proteina recombinante en la que se basa la vacuna se extrajo y purific6 mediante
cromatografia por afinidad a niquel, de la biomasa de un cultivo inducido de una
clona de E. coli BL21. Las dosis se prepararon emulsionando adyuvante comercial
con la proteina purificada en solucion salina amortiguadora de fosfatos (pH 7.40).
Veinte caprinos se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos recibiendo dosis
de 100, 60, 30 y 0 pg de proteina; ocho ovinos se distribuyeron aleatoriamente en
dos grupos recibiendo dosis de 100 y O pg de proteina. Se administraron dosis
subcutaneas de 1 ml los dias 0 y 21. Se recolect6 sangre los dias 0, 10, 21, 31y 50
para obtencion de suero. La inmunogenicidad se evalué mediante la determinacion
de anticuerpos por ELISA indirecta. La seguridad se evalu6 monitoreando el estado
general, temperatura rectal, reactividad de linfonodos regionales, reaccion en el sitio
de aplicacién, ganancia diaria de peso (GDP), hemograma y medicion de actividad
sérica de alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST). La
proteina vacunal fue inmunogénica en caprinos, apreciandose diferencia estadistica
(P < 0.05) desde el décimo dia, no hubo diferencia estadistica (P > 0.05) entre los
grupos de 100 y 60 pg. No se encontré diferencia estadistica en la GDP (P > 0.05),
no se encontraron alteraciones en el estado general, hemograma general, ni
actividad sérica de ALT y AST, se encontro fiebre leve transitoria, reactividad de
linfonodos regionales, inflamacion y edema leves en el sitio de aplicacion que
desaparecieron a las 72 horas. Se concluye que la vacuna contra COVID-19
evaluada en ovinos y caprinos fue inmunogénica y segura. La dosis evaluada en

caprinos.con mejor resultados es la de 60 microgramos.

Palabras clave: COVID-19, fase preclinica, ovinos, caprinos.



2. Summary

The present work evaluated a COVID-19 vaccine in a preclinical trial with sheep and
goats in order to determine safety, immunogenicity and optimal dose. The
recombinant protein was produced in a transformed BL21 E. coli clone culture,
extracted and purified by immobilized nickel-affinity chromatography. Vaccine doses
were prepared emulsifying commercial adjuvant with the purified protein diluted in
phosphate buffered saline (pH 7.40). Twenty goats were randomly distributed-into
four groups, receiving 100, 60, 30 and O protein ug doses; eight sheep were
randomly distributed into two groups receiving 100 and O protein pg doses. Vaccines
were administrated subcutaneously in 1 ml doses at 0 and 21 days. Serum samples
were collected at 0, 10, 21, 31 days. Immunogenicity was obtained by antibody
determination by indirect ELISA. Safety was determined by monitoring animals’
overall status, body temperature, regional lymph node reactivity, application site
reaction, daily weight gain (DWG), complete hemogram, and AST and ALT seric
activity. The vaccine was immunogenic in goats, finding statistical difference (P <
0.05) since 10th PID, there was no statistical difference (P > 0.05) between 100 and
60 pg dose groups. It was not found statistical difference (P > 0.05) in DWG, neither
alterations in animal’s overall status, complete hemogram, and seric ALT and AST
activity; it was found mild transitory fever, regional lymphnode reactivity, mild
inflammation and edema at the application site that disappeared after 72 hours. It is
concluded that the vaccine evaluated in sheep and goats was immunogenic and
safe. The best dose evaluated was 60 micrograms.

Key words: COVID-19, preclinical trial, sheep, goats.
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8. Introduccion

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es una enfermedad infecciosa
producida por un nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) que surgié en China a finales
del 2019 y se convirti6 en pandemia mundial a principios de marzo del 2020
(Jahangir et al., 2020). A casi un afio de su aparicién, la enfermedad ha cobrado
alrededor de 1.39 millones de vidas en todo el mundo y ha provocado pérdidas
econdémicas incalculables (OMS, 2020%). Por esta razon, los cientificos de todo el
mundo se han enfrascado en una carrera sin precedentes para producir alguna
vacuna eficaz, trabajando a marchas forzadas para comprimir en unos pocos meses

un proceso que tradicionalmente demora mas de una década.

Una vacuna es un compuesto biolégico que estimula en-el cuerpo una respuesta
inmune capaz de brindar proteccién contra la infeccion natural por un patégeno
(ATAGI, 2018). La importancia de la vacunacion radica en que brinda al cuerpo la
oportunidad de desarrollar proteccion contra enfermedades antes de entrar
realmente en contacto con los agentes patogenos de campo. Calificadas por la
Organizacion Mundial de la Salud como «una de las mejores inversiones en salud
que el dinero puede comprar», las vacunas previenen mas de 20 enfermedades
mortales, previenen 2-3 millones de muertes cada afio por enfermedades como
difteria, tétanos, influenza, sarampion y tos ferina, ademas de que la vacunacién es
parte critica en la prevencion y control de brotes de enfermedades infecciosas
(OMS, 2021Y).

La regulacién-de las vacunas se divide en tres etapas: desarrollo, licenciatura y
postlicenciatura; el desarrollo consiste de dos partes: estudios preclinicos y estudios
clinicos en tres fases. Los estudios preclinicos se llevan a cabo in vitro e in vivo en
modelos animales. El objetivo principal de los estudios preclinicos es demostrar que
la nueva vacuna es adecuada para pruebas en humanos, ademas de establecer la

seguridad e inmunogenicidad (OMS, 2016).

8.1. Justificacion
A finales del 2019 aparecié en el mundo un nuevo virus, el cual en pocos meses

pasaria a la historia como el primer coronavirus conocido en causar una pandemia

10



mundial. A un afo, se registraron en el mundo 58.9 millones de casos confirmados
y 1.39 millones de muertes, (OMS, 20202).

Para la primera semana del 2021, el mundo contaba con diez vacunas contra

COVID-19 en uso, pero ninguna de aprobacion universal (OMS, 20212):

Cuadro 1: Vacunas mas avanzadas contra COVID-19.

Eficacia
Desarrollador Nombre Estatus
reportada (%)
Aprobada en Canada y otros  paises,
Pfizer-BioNTech Comirnaty 95 aprobado uso de emergencia en EE.UU. y
otros paises
Aprobada en Canadé, aprobado uso de
Moderna MRNA-1273 94.5 )
emergencia en EE.UU. la UE e Israel
) Uso temprano en Rusia, aprobado uso de
Gamaleya Sputnik V 91.4 { ) ) i
emergencia-en Bielorrusia y otros paises
Oxford- Aprobado uso de emergencia en Reino
AZD1222 90 _ ) i
AstraZeneca Unido, India y otros paises
CanSinoBIO Convidecia — Uso limitado en China
Vector Institute  EpiVacCorona — Uso temprano en Rusia

Aprobada en China, Emiratos Arabes
Sinopharm BBIBP-CorV 79.34 Unidos y Bahréin, aprobado uso de

emergencia en Egipto

Sinovac PiCoVacc 78 Uso limitado en China
Sinopharm- Uso limitado en China y Emiratos Arabes
Wuhan 7y - Unidos
Bharat Biotech Covaxin — Aprobado uso de emergencia en la India

Organizacion Mundial de la Salud (2021%).

Las primeras pruebas que se llevan a cabo en el desarrollo de vacunas son los
ensayos preclinicos, los cuales se realizan tradicionalmente en modelos animales,
siendo los primates no humanos, roedores, conejos y animales de granja los mas
comunes (OMS, 2016). Gracias a la bioinformatica y a los ensayos in vitro, el
namero de animales requeridos para los estudios preclinicos se ha reducido, no
obstante, el desarrollo de vacunas humanas sigue dependiendo del uso de animales
de investigacion, pues el fin Gltimo de toda vacuna es generar una respuesta inmune

protectora y memoria del patdogeno de interés, algo que solo se puede apreciar en
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un animal vivo. Elegir el modelo animal adecuado es crucial para el éxito de una
vacuna, pues los estudios traslacionales dependen de la similitud de la respuesta
inmune del huésped y patogenia de la enfermedad, comparada con el humano
(Gerdts et al., 2015).

Los ovinos y caprinos han sido utilizados como modelos animales para estudios en
diversas éareas de la salud, entre las que destacan cirugia, farmacologia,
oftalmologia, cardiologia, neurologia e inmunologia (Bezos et al., 2009; Hein &
Gribel, 2003; Zhang, Drapeau, et al., 2012). Los ovinos son particularmente utiles
en la investigacion de vacunas, ya que, aunque los marcadores concernientes al
estudio de la inmunidad no estan tan desarrollados como en roedores, es posible
evaluar los parametros clave como marcadores principales de superficie y citocinas,
aunado a la variedad de anticuerpos monoclonales ovino-especificos, y la gran
cantidad de reactividad cruzada de moléculas ovinas con anticuerpos humano-
especificos. El tamafio de las ovejas y las cabras permite evaluar vias de
administracion representativas de humanos y dar seguimiento de la respuesta
inmune en tiempo real en un solo individuo, evitando los problemas asociados a las
diferencias de respuesta inmune entre humanos y roedores (Scheerlinck et al.,
2008).

8.2. Hipotesis
La vacuna contra COVID-19 desarrollada por la UAQ es segura e inmunogénica en

ovinos y caprinos.

8.3. Objetivo general
Evaluar la inmunogenicidad y seguridad de la vacuna desarrollada por la UAQ

contra COVID-19 en ovinos y caprinos.

8.4. Objetivos especificos

1. Obtener la proteina vacunal

2. Evaluar la seguridad e inmunogenicidad de la vacuna en ovinos
3. Evaluar la seguridad e inmunogenicidad de la vacuna en caprinos

4. Determinar la dosis vacunal

12



0. Revision de literatura
9.1. COVID-19

9.1.1. Definicién

Se trata de una enfermedad infecciosa producida por un coronavirus recientemente
descubierto, caracterizada por enfermedad respiratoria de leve a moderada, aunque
algunas personas pueden desarrollar cuadro grave, o cursar como asintomaticas
(CDC, 2020); en febrero del 2020, la Organizacion Mundial de la Salud, en
colaboracion con la Organizacion Mundial para la Sanidad Animal (OIE) y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
acuiid el nombre «COVID-19» para referirse a la «enfermedad por coronavirus
2019» (OMS, 20213).

9.1.2. Historia

El primer caso de COVID-19 aparecié por primera vez en la ciudad de Wuhan,
provincia Hubei, China, en noviembre de 2019. El primer caso fuera de China fue
reportado el 13 de enero de 2020 en Tailandia, el 30 de enero, con 7,736 casos
confirmados en China y 82 casos confirmados en 18 paises, la OMS declar6
emergencia sanitaria mundial (Jahangir et al., 2020). El 28 de febrero de 2020, se
confirmaron los primeros dos casos en México, ambos importados de Italia
(Secretaria de Salud, 2020). Su rapida propagacion por el mundo llevéo a OMS a
declarar «pandemia» el 11 de marzo del 2020 (Liu et al., 2020). México cerro el
2020 con 1,448,755 casos confirmados, y 127,123 defunciones (DGE, 2021).

9.1.3. Etiologiay taxonomia
El COVID-19 es causado por el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo
2 (SARS-CoV-2), un virus envuelto, esférico, de aproximadamente 120 nm de
diametro, para el cual, el Comité Internacional sobre Taxonomia Viral (ICTV) y su
Grupo de Estudio Coronavirinae (CSG) asignaron la siguiente clasificacion
taxondmica (Gorbalenya et al., 2020):

e Categoria: Coronavirus

e Reino: Ribovira

13



e Orden: Nidovirales

e Suborden: Cornidovirineae

e Familia: Coronaviridae

e Subfamilia: Orthocoronavirinae

e Geénero: Betacoronavirus

e Subgénero: Sarbecovirus

e Especie: Coronavirus relacionados con el sindrome respiratorio agudo
severo.

e Individuo: SARS-CoV-2

Su material genético consta de ARN monocatenario de polaridad positiva, con
29,903 nucledtidos, una capucha 5’ de metil-guanosina, y una cola de poli-A que lo
asemejan al ARNm de las céulas. El genoma transcribe nueve ARN subgendmicos,
tiene una region 5' no traducida, un marco de lectura abierto (ORF la/ab) que
codifica proteinas no estructurales para su replicacion (NSP), cuatro proteinas
estructurales, espicula (S), envoltura (E), membrana (M), y nucleocapside (N);
varias proteinas accesorias (ORF 3a, 6, 7a/b y 8), y una region 3' no traducida (Liu
et al., 2020).

9.1.4. Replicacion

La proteina S es escindida en las subunidades S1 y S2 por la proteasa celular
TMPRSS2, la region C-terminal de S1 utiliza la enzima convertidora de angiotensina
2 (ACE2) como receptor, y la fusibn de membranas ocurre por via endosomal. El
material genético liberado en el citoplasma transcribe la replicasa poliprotéica viral,
la cual transcribe varias copias de ARNm subgendémico que codifican las proteinas
estructurales. Las proteinas S, E y M entran al reticulo endoplasmico (RE) y el
aparato de Golgi, mientras que la proteina N se une a copias gendmicas para formar
complejos nucleoprotéicos. Los viriones son ensamblados en el compartimiento
intermedio RE-Golgi y posteriormente son liberados de la célula infectada
(Hoffmann et al., 2020; Liu et al., 2020).
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9.1.5. Especies afectadas
Aungue quiza nunca se esclarezca de donde proviene del SARS-CoV-2, se acepta
que es de origen zoondtico. Se cree que los murciélagos forman un reservorio
natural, debido a que son afectados por otros coronavirus estrechamente
relacionados, por la misma razon, se cree que el pangolin malayo (Manis javanica)

puede fungir como huésped intermediario (Abdel-Moniem & Abdelwhab, 2020).

Se han reportado en varias partes del mundo la infeccion natural de humano a gato,
de humano a tigres malayos y leones africanos en un zoolégico de Nueva York, y

de humano a visén en Paises Bajos (Abdel-Moniem & Abdelwhab, 2020).

Existen dos reportes de perros infectados naturalmente con SARS-Cov-2, los cuales
no presentaron signos clinicos, sin embargo, estudios en varias partes del mundo
no han encontrado pruebas de infeccién en condiciones similares de cohabitacion
humano-perro. Las infecciones experimentales han demostrado la seroconversion
y excrecion baja de virus en algunos individuos, asi como la ausencia de material
viral y seroconversion en cohabitacion perro-perro (Abdel-Moniem & Abdelwhab,
2020).

Experimentalmente, se han infectado el mono Rhesus (Macaca mulatta), hurén
(Mustela putorius), ratén transgénico que expresa el receptor humano a ACE2, ratén
BALB/C sin células T y B funcionales, hamster sirio dorado (Mesocricetus auratus),
gato (Felis silvestris catus), musarafia, murciélago egipcio de la fruta (Rousettus
aegyptiacus); no se ha podido demostrar la susceptibilidad del cerdo (Sus scrofa
domestica), pollo doméstico (Gallus gallus domesticus), pato (Anas platyrhynchos
domesticus), pavo (Meleagris gallopavo domesticus), codorniz (Coturnix coturnix) y

ganso (Anser anser domesticus; Abdel-Moniem & Abdelwhab, 2020).

9.1.6. Factores predisponentes
Se ha estudiado la asociacion existente entre varios factores y la severidad del
cuadro clinico, entre los cuales destacan: sexo masculino, edad avanzada,
obesidad, diabetes, hipertension enfermedades bacterianas concurrentes, asma,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), enfermedad cardiaca coronaria,

enfermedad cardiovascular, malfuncionamiento hepéatico o renal, linfocitopenia,
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niveles elevados de alanino aminotransferasa y creatinina cinasa, sensibilidad a la
troponina cardiaca |, y condicién inmunocomprometida (Chen et al., 2020; Miller &
Englund, 2020; Noor 2020).

9.1.7. Transmision
Se cree que la principal ruta de trasmision es por exposicion a los aerosoles y gotas
expulsados por una persona enferma o asintomatica al hablar, toser o estornudar;
el contacto con superficies contaminadas representa un mecanismo de trasmision
viable, pero de menor importancia (Wiersinga et al., 2020) En la transmision del
SARS-CoV-2, los individuos asintomaticos y presintomaticos juegan un papel
importante, pues albergan suficiente carga viral en el tracto respiratorio superior

para ser contagiosos, mientras pasan desapercibidos (Gandhi et al., 2020).

9.1.8. Patogénesis
Se presenta un periodo de incubacion de entre 4y 7 dias, con promedio de 5.2 dias
(Carter-Timofte et al., 2020), las células blanco son el epitelio nasal y bronquial,
neumocitos y endotelio alveolar. El dafio alveolar puede desencadenar la formacién
de microtrombos y evolucionar en problemas trombo-embodlicos, el estado terminal,
se desarrolla disfuncion multiorganica a consecuencia de la respuesta del cuerpo a
la infeccién; en los casos fulminantes ocurre activacion de la coagulacién y consumo
de factores por coagulacion intravascular diseminada. Se ha visto que
aproximadamente el 8% de los pacientes intubados desarrollan infecciones

bacterianas o fungicas secundarias (Wiersinga et al., 2020).

9.1.9. Cuadro clinico
La enfermedad puede ser asintomatica, o presentarse de diferentes formas, siendo
la mas comun el cuadro leve (81% de los casos), seguido del cuadro severo (14%)
y el critico (5%). Los signos y sintomas mas comunes son fiebre, tos seca, vomito,
diarrea, falta de aliento, nausea dolor de cabeza, mialgia, y disfuncion del olfato y
gusto; las complicaciones incluyen dificultad de la funcion cardiaca, cerebral,
pulmonar, hepatica, renal y de la coagulacion. Los cuadros mas graves se deben a
falla respiratoria hipoxica e infecciones bacterianas concurrentes (Miller & Englund,
2020; Wiersinga et al., 2020).
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9.1.10. Lesiones macroscopicas
A la necropsia, los pulmones se presentan pesados, de consistencia firme y color
azulado-rojizo; son apreciables areas difusas de consolidacién, bronconeumonia
supurativa (Menter et al., 2020). En la tomografia computarizada de térax se
aprecian habitualmente opacidades difusas periféricas como vidrio molido, con
bordes pobremente definidos, broncograma aéreo, engrosamiento ligero o irregular
de los septos interlobulares, engrosamiento pleural y consolidacion (Dai et al., 2020;
Hani et al., 2020; Wiersinga et al., 2020).

9.1.11. Lesiones microscopicas
Los pulmones muestran dafio alveolar difuso, congestion capilar severa,
engrosamiento de la pared alveolar, hiperplasia de neumacitos Il reactivos, con
infiltrado mononuclear a la luz, microtrombos, edema y deposicion de fibrina en la
luz alveolar, fibrosis intersticial difusa con infiltrado. mononuclear (Menter et al.,
2020; Wiersinga et al., 2020; Zhang et al., 2020). En los rifiones pueden encontrarse
signos de choque como dafio tubular difuso, luz tubular ensanchada, aplanamiento

del epitelio tubular, y edema intersticial (Menter et al., 2020).

9.1.12. Hallazgos de laboratorio clinico
Los hallazgos tipicos de un cuadro de COVID-19 incluyen incremento de la proteina
C reactiva, de la lactato deshidrogenasa, de la alanina aminotransferasa y de la
aspartato aminotransferasa; hay reduccibn de la albumina, linfopenia,
coagulopatias, tiempo de protrombina elevado, trombocitopenia moderada, y

elevacion en el valor de dimeros D (Miller & Englund, 2020; Wiersinga et al., 2020).

9.1.13. Diagnéstico
El diagnostico definitivo se basa en la deteccion del material genético del virus. La
reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a retrotranscriptasa (RT-PCR) es la
prueba diagnéstica estandar, sin embargo, su sensibilidad y porcentaje de falsos
negativos varia segun el tiempo en que se toma la muestra, con respecto del
momento de la infeccion y presentacion de signos, la forma de toma de muestra y
tipo de muestra. Se han desarrollado también pruebas de amplificacion isotérmica

mediada por horquillas acoplada a retrotranscriptasa (RT-LAMP; Kashir &
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Yaginuddin, 2020; Yu et al., 2020). Las pruebas seroldgicas pueden indicar si el
individuo estuvo expuesto al virus, siendo la IgM detectable desde el quinto dia
postinfeccion (Wiersinga et al., 2020). La tomografia computarizada es una gran
herramienta para el diagnostico presuntivo, pues las lesiones pulmonares pueden
apreciarse desde los primeros tres dias luego de iniciado el cuadro clinico (Dai et
al., 2020; Hani et al., 2020).

9.1.14. Diagnésticos diferenciales
Las lesiones vistas por tomografia computarizada provocadas por el virus son
dificiles de distinguir de las ocasionadas por la influenza A, B, citomegalovirus,
adenovirus, virus sincitial respiratorio, SARS-CoV, y algunas neumonias
bacterianas. Otras condiciones no infecciosas que ocasionan las mismas lesiones
incluyen edema pulmonar, efusion pleural y linfadenopatia mediastinica. (Dai et al.,
2020; Hani et al., 2020).

9.1.15. Tratamiento

Aungue no existe un tratamiento especifico contra este virus, se estan evaluado
diferentes tipos de farmacos para manejar el COVID-19: antiretrovirales (lopinavir,
ritonavir, ribavirina, oseltamivir, umifenovir), antivirales  (cloroquina,
hidroxicloroquina, mesilato de camostat), anticuperos (plasma de paciente
convalesciente o suero hiperinmune), antiinflamatorios (corticosteriodes), terapias
inmunomoduladoras (interferon a y B, anticuerpos monoclonales contra citocinas
proinflamatorias), anticoagulantes, antifibréticos, y farmacos de actividad
miscelanea (nitazoxanida; Sanders et al., 2020; Wiersinga et al., 2020).

9.1.16. Control y prevencion
Los primeros brotes de COVID-19 se intentaron controlar con medidas similares a
las aplicadas para el SARS en 2003, sin embargo, estas se basaron en un sistema
de deteccién y aislamiento de casos segun signologia, las cuales fracasaron ante
este nuevo agente por desconocerse el rol epidemiolégico de los casos
asintomaticos y presintomaticos (Gandhi et al., 2020). Debido a que aun no existe
un tratamiento, las medidas principales de control y prevencién se centran en

regular la exposicion a personas posiblemente infectadas, ya sea en el dmbito
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personal, o desde dérdenes gubernamentales: distanciamiento, higiene personal,
uso de equipo de proteccidn, rastreo de casos y contagios, cierre de escuelas y/o
centros de trabajo, restriccion de transporte publico, cordones sanitarios, etc.
(Wiersinga et al., 2020).

Cerrando el 2020, algunos paises han aprobado el uso de ciertas vacunas,
incluyendo México, que aprobé de emergencia el uso de la vacuna Comirnaty
(Pfizer-BioNTech), con una eficacia reportada del 95% (OMS, 20212).

9.2. Evaluacion de vacunas

9.2.1. Proceso de desarrollo
Los ensayos preclinicos comprenden la experimentacion..in_vitro e in vivo en
modelos animales, tipicamente se busca caracterizar la seguridad dosis,
formulacién, via de administracion, inmunogenicidad y, de ser posible, proteccion
contra el agente en desafios controlados, se buscan ademas detectar posibles
riesgos y aportar a la planificaciéon de futuras pruebas en humanos (Gerdts et al.,
2015; OMS, 2016).

La fase | de los estudios clinicos se lleva a cabo en pequefia escala, y su objetivo
principal es establecer la tolerancia clinica y seguridad. Determina si la seguridad y
reactogenicidad son aceptables, y brinda datos preliminares de inmunogenicidad
(OMS, 2016).

La fase Il involucra'a un mayor numero de participantes, busca demostrar la
inmunogenicidad y el perfil de seguridad en la poblacion objetivo, la dosis 6ptima,
esquemainicial, duracion de la inmunidad. Se deben tomar en cuenta multiples
variables asociadas a la respuesta inmune del huésped como edad, origen racial,
género, etc. (OMS, 2016).

Los estudios de fase Il son pruebas clinicas a larga escala para arrojar datos
robustos sobre eficacia y seguridad. Al finalizar, se debe contar con suficiente
evidencia clara y definitiva de que la vacuna es seguray que previene la enfermedad
en cuestion, o que afecta significativamente la historia natural de la enfermedad
(OMS, 2016)
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Davis et al., (2011) dieron seguimiento por 16 afios al desarrollo de 130 vacunas
profilacticas y 4,125 farmacos, al final del periodo, 85% de los productos habian
fallado, 11% habia tenido éxito, y el porcentaje restante seguia en desarrollo; el
equipo determiné que el desarrollo de vacunas profilacticas no es significativamente
diferente al desarrollo de otros farmacos en cuanto a la proporcion fracaso-éxito,

probabilidad de pasar a la siguiente fase de desarrollo, ni la duracion de cada fase.

9.2.2. Pruebas preclinicas de seguridad y toxicidad
Los estudios de toxicidad evallan posibles efectos en 6rganos blanco, incluyendo
sistema inmune y toxicidad sistémica. Normalmente se emplea un- estudio de
toxicidad en dosis repetidas que refleje el esquema clinico pretendido para
humanos, administrando dosis con un adecuado margen de seguridad con relacion
a las dosis humanas (EMEA, 1997). Tradicionalmente, el dafio hepatico se emplea
como un indicador de toxicidad sistémica; el modelo-murino suele incluir bioquimica

hepatica e histologia de higado (Iwalokun et al., 2006; Pan et al., 2018).

Para evaluar posible dafio hepatocelular, se miden varias enzimas presentes en el
suero, entre ellas la AST (aspartato aminotransferasa), y ALT (alanino
aminotransfersa), las cuales escapan del citosol hacia la circulacion, habiendo
sufrido su tejido de origen algun grado de necrosis. La AST proviene de varios
tejidos, entre los que destacan higado y musculo; su nivel sérico incrementa por
lesion aguda o crénica de tipo infeccioso, inflamatorio, toxico o metabdlico; pueden
verse falsos aumentos por hemolisis de la muestra. La ALT proviene principalmente
de musculo e higado en rumiantes, su actividad sérica incrementa por lesién aguda
(Faburay et al., 2016; Jackson, 2007).

El perfil hematolégico y bioquimico debe contrastarse con rangos de referencia
obtenidos de una poblaciéon saludable lo mas parecida posible al grupo de estudio.
Se recomienda que cada laboratorio establezca sus rangos de referencia, en lugar

de basarse en la literatura (Russell & Roussel, 2007).

9.2.3. Consideraciones especificas para unavacuna contra COVID-19
La Organizacion Mundial de la Salud (20209 redactd el manual Consideraciones

para la evaluacion de vacunas contra COVID-19, en el que se incluyen los
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lineamientos que debe cumplir el proceso de desarrollo de una vacuna contra

COVID-19 para aprobar su uso. Los puntos concernientes a la fase preclinica son:

Documentacién: para iniciar las fases clinicas hace falta redactar el
Documento Técnico Comun del Consejo Internacional para la Armonizacion de
Requerimientos Técnicos para Farmacos para uso Humano, mismo que debe
haber sido evaluado por las autoridades nacionales regulatorias de referencia.
Si se emplean adyuvantes novedosos, debe anexarse la informacion preclinica
relevante encontrada.

Bio e inmunomarcadores: se deben incluir los niveles relativos de anticuerpos
neutralizantes y no neutralizantes, afinidad de anticuerpos, perfil de la respuesta
de células T (TH1/TH2), e histopatologia de pulmén (segin el antigeno
empleado).

Caracterizacion de la respuesta inmune: se evallan tres caracteristicas en
funcién del antigeno y adyuvante empleados.

o Funcionalidad: ensayos de neutralizacion in vitro.

o Respuesta celular: examinacion de células T CD8* y CD4*

o Respuesta humoral: ensayo porinmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
Otras consideraciones: con base en lo encontrado durante las pruebas en
animales de vacunas humanas contra otros coronavirus (SARS-CoV y MERS-
CoV), las pruebas preclinicas deben tener en cuenta la posibilidad de que se

produzca una.cepa de COVID-19 potenciada por vacunacion.
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10. Material y métodos
Informacidon detallada sobre los equipos, materiales, reactivos y formulacion de

soluciones empleadas se enlistan en el Apéndice 1 — Equipo, materiales y

soluciones

10.1. Antigeno vacunal
El antigeno vacunal es una proteina quimérica recombinante en proceso de patente,
gue consta de varios epitopos del dominio de unién a receptor (RBD) de la proteina

S1 del SARS-CoV-2, colocados en serie, y seguidos de una cola de polihistidinas.

10.1.1. Expresion del antigeno vacunal
En antigeno vacunal se obtuvo a partir de una clona transformada de E. coli BL21,
conteniendo un plasmido de expresion con el gen que- codifica a la proteina
quimérica. Se realizd un precultivo de 250 ml en caldo de lisogenia con 100 pg/ml
de ampicilina, el cual se incubé 12 horas a 37 °C, con 150 rpm de agitacion. El
cultivo se realiz6 en un biorreactor, con 75 ml de preinoculo en 4 | de medio de
lisogenia con ampicilina 100 pg/ml. La masa bacteriana se determiné indirectamente
por espectrofotometria, monitoreando la absorbancia a 600 nm, en intervalos de 15
minutos. Al iniciar el cultivo la fase de crecimiento exponencial (correspondiente en
este caso con una absorbancia de 0.35), se indujo la produccion de la proteina
recombinante agregando 800 mg de L-arabinosa al medio. El cultivo se finalizé a
las 3 horas postinduccién y la biomasa de 250 ml se colecté en tubos
cilindroconicos, estériles de polipropileno de 50 ml, separando y descartando el
sobrenadante por centrifugacion a 13,000 x g por 2 minutos, a 4 °C. La biomasa

sedimentada se almacen6 en congelacién a -20 °C hasta su uso.

10.1.2. Extraccion
Este proceso se realizé dentro de los mismos tubos de polipropileno en los que se
colectd la biomasa del cultivo. Se efectud lisis enziméatica al resuspender la biomasa
en 5 ml de solucion salina amortiguadora de fosfatos (SSAF), pH 7.40, estéril y
agregar 500 mg de lisozima de clara de huevo, se incubd a 37 °C por 30 minutos,

con 150 rpm de agitacién. Luego, se provoco choque térmico mediante tres ciclos
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de congelacién en nitrégeno liquido y descongelacion en bafio maria a 56 °C,
seguidos de una centrifugacion 15,700 x g, a 4 °C, y descarte de sobrenadante.
Después, se efectuaron tres lavados en los cuales se resuspendié el sedimento en
5 ml de SSAF estéril (pH 7.40), seguido de centrifugacion a 15,700 x g, a 4 °C, y
descarte del sobrenadante. Finalmente, el sedimento se resuspendio en 5 ml de
soluciéon amortiguadora A (pH 8.00)%, y se sometid a lisis mecéanica por 30 minutos
en agitacion de vortice con perlas de vidrio estériles, seguido de una incubacion final

con 150 rpm de agitacion, a temperatura ambiente.

10.1.3. Purificacion

Se llevé a cabo empleando columnas de cromatografia por afinidad a ion niquel, la
cual se equilibré previamente con cuatro lavados de 4 ml de 'soluciéon amortiguadora
A (pH 8.00) cada uno. La columna se vacio por goteo justo antes de agregar 5 ml
de biomasa suspendida en solucion amortiguadora A (pH 8.00), y se mezcl6
gentilmente con la resina de la columna, seguido de 12 horas de incubacién a 4 °C
en homogeneizador rotacional. Luego, se deseché por goteo contenido de la
columna, y se realizaron tres lavados, consistentes cada uno en mezclar la resina
con 4 ml de solucién amortiguadora B (pH 6.30)!, homogeneizar por 25 minutos a 4
°C, y descartar el contenido por goteo.

Después, el contenido de-la columna se eluy6 por fracciones, mezclando 1 ml de
solucién amortiguadora C.(pH 4.50)! con la resina, e incubando 1 hora a 4 °C, en
homogeneizador rotacional; el contenido se recuperé en tubos estériles de
polipropileno de 1.5 ml que se almacenaron a 4 °C. Las fracciones obtenidas se
sometieron-a electroforesis vertical en gel de poliacrilamida al 12%, 90 V por 130

minutos, para descartar aquellas con menor contenido proteico.

Finalmente, las fracciones elegidas fueron transferidas a tubos de 1.5 ml, sellados
con membrana de celulosa regenerada, y se dializaron partiendo de 400 ml de urea
7.26 M estéril, manteniéndose en agitacion constante y haciendo recambios cada
media hora con solucién amortiguadora para replegamiento (pH 7.40)' y agua

! Formulacién descrita en el Apéndice 1.
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destilada como se muestra en el jError! No se encuentra el origen de la
referencia.. Al término del proceso, las fracciones fueron retrasferidas a tubos de
1.5 ml y almacenadas en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.

Cuadro 2: Protocolo de dialisis.

Recambio
Concentracion de urea enel
Numero Solucién volumen medio (M)
(ml)
0 Urea 7.26 M estéril 400 7.26
1 41.87 6.25
2 Sol. amortiguadora para 30.76 6.0
3 replegamiento pH 7.40 33.33 55
4 36.36 5.0
5 40.0 4.5
6 44.44 4.0
7 50.0 35
8 57.14 3.0
9 Agua destilada estéril 66.66 2.5
10 80.0 2.0
11 100.0 15
12 133.33 1.0
13 200 0.5

10.1.4. Cuantificacion
Se realiz6 determinacion total de proteina por método Bradford (Kruger, 2009) de
las fracciones dializadas, usando un kit comercial de concentraciones conocidas de

albumina sérica bovina (BSA) como comparacion.

10.1.5. Elaboracion y formulacion de dosis vacunal
Cada dosis se prepard con un maximo de 72 horas previas a su aplicacion, dentro
de una cabina de flujo laminar nivel I, usando tubos estériles cénicos de 50 ml
mantenidos en hielo; las fracciones dializadas se diluyeron en SSAF estéril (pH
7.40) para alcanzar la concentracion necesaria. Luego, se afiadié paulatinamente
un volumen de adyuvante oleoso en rondas de 1 ml y 5 minutos de homogenizacion

por agitaciéon ultrasénica; la emulsién resultante se evalué a 100x aumentos luego
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de rondas de 10 minutos de agitacion ultrasénica, hasta alcanzar sus micelas un
tamafio promedio < 5 pum. El dia de aplicacion, se constatdé la estructura
microscoépica de las emulsiones preparadas, y se separaron las dosis individuales
en jeringas hipodérmicas de 3 ml, 23G x 1” (Cuadro 3), las cuales fueron

transportadas en refrigeracion a 4 °C.

Cuadro 3: Formulacion de dosis vacunales.

Grupo Formulacion (ug de proteina x ml't) No. de Dosis
Testigos (ovinos y caprinos) 0 4y5
Tratamiento 1 (caprinos) 30 5
Tratamiento 2 (caprinos) 60 5
Grupo vacunado (ovinos)
) ) 100 4y5
Tratamiento 3 (caprinos)
10.2. Evaluaciéon de seguridad e inmunogenicidad de la vacuna en

oVvinos

10.2.1. Seleccion de individuos
Antes de integrase al estudio, los candidatos ovinos fueron evaluados mediante una
ELISA indirecta para el diagnostico de COVID-19, que detecta anticuerpos contra el
dominio de unién a receptor (RBD) de la proteina S1 del SARS-CoV-2, en el cual
estd basado el antigeno vacunal. Para el ensayo se emple6 como antigeno un
péptido sintético en proceso de patente; los controles positivo y negativo fueron
sueros humanos de pacientes diagnosticados por pruebas diagnosticas oficiales,
previamente estandarizados para su uso en esta ELISA?; se adicion6 un control de

conjugado para ovino y otro para humano.

El experimento se realizé en placas de poliestireno de 96 pozos, evaluando cada
individuo por triplicado. Primero, las placas fueron tamizadas con 10 ug/ml de
péptido disuelto en solucion amortiguadora de carbonatos, pH 9.60 (100 pl/pozo), e
incubadas 12 horas a 4 °C. Luego de tres lavados con solucién de lavado (200

ul/pozo), se bloqued con solucién de blogueo (200 ul/pozo), una hora a 37 °C, con

2 La formulacién de soluciones, detalles de los equipos, anticuerpos y reactivos empleados se enlistan en el
Apéndice 1.
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200 rpm de agitacion. Luego de tres lavados con solucién de lavado (200 pl/pozo),
se agrego el suero de cada ejemplar 1:80 en solucion diluyente (100 pl/pozo) y se
incubd una hora a 37 °C, con 200 rpm de agitacién. Luego de tres lavados con
solucion de lavado (200 ul/pozo), se agrego el anticuerpo secundario 1:3000 en
solucion diluyente (100 pl/pozo), y se incubd una hora a 37 °C, con 200 rpm de
agitacion. Luego de tres lavados con solucién de lavado (200 pl/pozo), se agrego la
solucién de revelado (100 pl/pozo), se incubd 25 minutos a temperatura ambiente

sin luz, y se obtuvo la densidad 6ptica de la placa a 450 nm.

Para la interpretacion de los resultados se determiné un punto de corte consistente
en el promedio del triplicado de la densidad Optica del control negativo, mas tres
desviaciones estandar, diagnosticAndose como «positivos» aquellas muestras con

densidad Optica igual o mayor al punto de corte.

Los animales seleccionados fueron negativos a la prueba, y se distribuyeron
aleatoriamente en los grupos experimentales. La homogeneidad de cada grupo se
confirm6 con base indicadores estadisticos descriptivos del peso vivo de los

ejemplares (promedio, desviacion estandar, y valores maximo y minimo).

10.2.2. Conformacion de grupos
Ocho ovinos machos de raza Blackbelly, de cuatro meses de edad al inicio del
experimento, nacidos en el campus Amazcala de la Facultad de Ciencias Naturales,
de la Universidad Autonoma de Querétaro, fueron distribuidos en dos grupos de
cuatro individuos cada uno: un grupo vacunado grupo testigo. La identificacion de
los ejemplares se obtuvo mediante un codigo compuesto de tres claves:

a) Clave de especie: letra «B» para ovinos.

b) ‘Grupo de tratamiento: representado por un collar de fleje plastico de color;
amarillo (A) para el grupo testigo, y azul (Az) para el grupo vacunado.

c) Numero dentro del grupo: representado por una grapa metélica marcada en
el collar, se asigndé un numero consecutivo del 1 al 4 para cada individuo
dentro de cada grupo.

El dia O se obtuvo peso vivo, temperatura corporal basal, tamafio basal de

linfonodos preescapulares, y una muestra de suero preinmune.
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10.2.3. Inmunizacion
Cada ejemplar recibié una dosis subcutanea de 1 ml en la regién lateral izquierda
del cuello el dia 0 y en la region contralateral el dia 21, previa antisepsia del sitio
con cloruro de benzalconio y etanol al 70%. El grupo vacunado recibié 100 pg de
proteina emulsionada con adyuvante y el grupo control recibié SSAF (pH 7.40)

emulsionada con adyuvante.

10.2.4. Seguridad

La seguridad en ensayos de vacunacion en ovinos suele enfocarse en la
temperatura corporal, reaccion en el sitio de aplicacion y patologia clinica en menor
medida (Boumart et al., 2019; Chandran et al., 2010; Desclozeaux et al., 2019;
Faburay et al., 2016; Gauci et al., 2007; Soi et al., 2010), para el presente estudio
se consideraron ademas estado general (actitud, comportamiento, condicién
corporal y aspecto clinico), reactividad de linfonodos regionales, un hemograma
completo y ganancia diaria de peso.

e Estado general: arroja datos sobre la presencia, grado y duracion de estados

de afeccion, y brinda datos sobre los posibles sistemas organicos implicados.

o Actitud o postura: evaluada porinspeccion segun lo propuesto por Ramirez
(2008) y Pacheco (1991), puede indicar la presencia de estimulos dolorosos.

o Comportamiento: evaluado por inspeccion segun lo propuesto por Ramirez
(2008) y Pacheco (1991), toda anomalia en el comportamiento de los
animales debe considerarse de importancia clinica, y justifica una
investigacion posterior, siendo las causas mas comunes las de origen
doloraso.

o Condicion corporal: evaluada segun lo propuesto por Dwyer et al. (2015)
en una escala del 1 al 5.

o Aspecto clinico: evaluado por inspeccidn segun lo propuesto por Ramirez
(2008) y Pacheco (1991), indica estados momentaneos de salud o
enfermedad, y en este caso, un posible malestar agudo relacionado a la
vacunacion.

e Temperatura corporal: la temperatura rectal suele emplearse como un

indicativo de la temperatura interna del cuerpo, esta se ve elevada de forma
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patolégica por infecciones virales o bacterianas, septicemia, inflamacion de
tejidos, entre otras (Ramirez, 2008; Pacheco, 1991), el limite superior en ovinos
es de 39.5 °C (Gonzales, 2018).

Reactividad de linfonodos regionales: se evaluaron los linfonodos
preescapulares ya que estos reciben el drenaje linfatico de la regién en que se
administré la vacuna. El monitoreo consisti6 en medir con vernier las
dimensiones del linfonodo, y dolor a la palpacion. Se considera reactividad leve
cuando el tamafo del linfonodo afectado supera su tamafo original en 1.5
veces, reactividad moderada al superarlo por hasta dos veces, y. reactividad
severa al superar por mas del doble (Ramirez, 2008).

Reaccion en el sitio de aplicacion: los dias 0, 1, 2, 3, 21, 22, 23, 24,y 31, se
buscaron reacciones postvacunales locales mediante inspeccion y palpacion, y
se determind su extension por medicion con vernier.

Enzimas hepéticas: los dias 0, 10, 21 y 31, se evaluo la actividad sérica de las
enzimas AST y ALT mediante kits comerciales, siguiendo las especificaciones
del fabricante.

Ganancia diaria de peso (GDP). se estimé individualmente a partir del peso
vivo al dia 0 PV (PVo), y el pesovivo al dia 31 PV (PV431), mediante la siguiente
ecuacion (Gonzélez et al. 2014):

PVg3s1 (kg) — PVyo (kg)

GDP (g/dia) = 1000 31 (dias]

10.2.5. Inmunogenicidad

Los dias 0, 10, 21 y 31, se extrajeron 10 ml de sangre venosa de la yugular mediante

sistema Vacutainer®. El suero se separd por centrifugaciéon a 1,600 x g por 10

minutos, se alicuoté en muestras de 1 ml, en tubos de polipropileno de 1.5 ml, y se

almacend en congelacion a -20 °C hasta su uso.

Se realizo6 determinacion de la presencia de anticuerpos en placas de poliestireno

de 96 pozos, evaluando un grupo experimental por placa, con una muestra de cada

sangrado por triplicado. Primero, las placas fueron tamizadas con 0.4 pg/ml de

proteina vacunal disuelta en solucion amortiguadora de carbonatos pH 9.60 (100
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ul/pozo), e incubadas 12 horas a 4 °C. Luego de tres lavados con solucion de lavado
(200 ul/pozo), se bloqued con solucion de bloqueo (200 ul/pozo), una hora a 37 °C,
con 200 rpm de agitacion. Luego de tres lavados con solucién de lavado (200
ul/pozo), se agregod el suero de cada ejemplar 1:2000 en solucion diluyente (100
ul/pozo) y se incub6 una hora a 37 °C, con 200 rpm de agitacion. Luego de tres
lavados con solucién de lavado (200 ul/pozo), se agregd el anticuerpo secundario
1:3000 en solucién diluyente (100 ul/pozo), y se incubo una hora a 37 °C, con 200
rom de agitacion. Luego de tres lavados con solucion de lavado (200 pl/pozo), se
agrego la solucién de revelado (100 ul/pozo), se incub6 25 minutos a temperatura

ambiente sin luz, y se obtuvo la densidad 6Optica de la placa a 450 nm.

Los andlisis estadisticos se realizaron empleando el programa computacional
GraphPad Prism. Las densidades Opticas obtenidas de cada dia de la determinacion
de los dos grupos se compararon mediante pruebas t de Student con a = 0.05,

sosteniendo la hipétesis nula de que no existe diferencia estadistica entre los

grupos.
10.3. Evaluacion de seguridad e inmunogenicidad de la vacuna
en caprinos

10.3.1. Seleccion de individuos
Antes de integrase al estudio, los candidatos caprinos fueron evaluados mediante
una ELISA indirecta para el diagnostico de COVID-19, que detecta anticuerpos
contra el dominio de unién a receptor (RBD) de la proteina S1 del SARS-CoV-2, en
el cual est4 basado el antigeno vacunal. Para el ensayo se emple6 como antigeno
un péptido sintético en proceso de patente; los controles positivo y negativo fueron
sueros humanos de pacientes diagnosticados por pruebas diagnosticas oficiales,
previamente estandarizados para su uso en esta ELISAS3; se adicion6 un control de

conjugado para caprino y otro para humano.

El experimento se realiz6 en placas de poliestireno de 96 pozos, evaluando cada

individuo por triplicado. Primero, las placas fueron tamizadas con 10 pg/ml de

33 | 3 formulacion de soluciones, detalles de los equipos, anticuerpos y reactivos empleados se enlistan en el
Apéndice 1.
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péptido disuelto en solucién amortiguadora de carbonatos pH 9.60 (100 ul/pozo), e
incubadas 12 horas a 4 °C. Luego de tres lavados con solucién de lavado (200
ul/pozo), se bloqued con solucion de bloqueo (200 ul/pozo), una hora a 37 °C, con
200 rpm de agitacion. Luego de tres lavados con solucién de lavado (200 pl/pozo),
se agrego el suero de cada ejemplar 1:80 en solucion diluyente (100 pl/pozo) y se
incubd una hora a 37 °C, con 200 rpm de agitacién. Luego de tres lavados con
solucién de lavado (200 pl/pozo), se agrego el anticuerpo secundario 1:3000 en
solucion diluyente (100 pl/pozo), y se incubd una hora a 37 °C, con 200 rpm de
agitacion. Luego de tres lavados con solucién de lavado (200 pl/pozo), se agrego la
solucién de revelado (100 ul/pozo), se incubd 25 minutos a temperatura ambiente
sin luz, y se obtuvo la densidad Optica de la placa a 450 nm.

Para la interpretacion de los resultados se determind un-punto de corte consistente
en el promedio del triplicado de la densidad éptica del control negativo, mas tres
desviaciones estandar, diagnosticandose como «positivos» aquellas muestras con

densidad Optica igual o mayor al punto de corte.

Los animales seleccionados fueron negativos a la prueba, y se distribuyeron
aleatoriamente en los grupos experimentales. La homogeneidad de cada grupo se
confirmd con base indicadores estadisticos descriptivos del peso vivo de los

ejemplares (promedio, desviacion estandar, y valores maximo y minimo).

10.3.2. Conformacion de grupos
Veinte caprinos hembra, de razas Alpino francés, y cruza de Murciano-Granadino,
de entre siete'y ocho meses de edad al inicio del experimento, nacidas en el campus
Amazcala, de la Facultad de Ciencias Naturales, de la Universidad Autbnoma de
Querétaro, fueron distribuidas en cuatro grupos de cinco individuos cada uno: tres
grupos vacunados que recibieron 30, 60 y 100 ug de proteina, y grupo testigo que
recibi6 SSAF (pH 7.40) y adyuvante. La identificacién de los ejemplares se obtuvo

mediante un codigo compuesto de tres claves:

a) Clave de especie: letra «C» para caprinos.
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b) Grupo de tratamiento: representado por un collar de fleje plastico de color;
negro (N) para el grupo testigo, gris (G) para el tratamiento 1, amarillo (A)
para el tratamiento 2 y azul (Az) para el tratamiento 3.

c) Numero dentro del grupo: representado por una grapa metéalica marcada en
el collar, se asigndé un namero consecutivo del 0 al 4 para cada individuo

dentro de cada grupo.

El dia O se obtuvo peso vivo, temperatura corporal basal, tamafio basal de

linfonodos preescapulares, y una muestra de suero preinmune.

10.3.3. Inmunizacién
Cada ejemplar recibié una dosis subcutanea de 1 ml en la region lateral izquierda
del cuello el dia 0 y en la regidn contralateral el dia 21, previa antisepsia del sitio

con cloruro de benzalconio y etanol al 70%.

10.3.4. Seguridad
La seguridad en ensayos de vacunacion con adyuvante oleoso en caprinos suele
enfocarse en la temperatura corporal, reaccion en el sitio de aplicacién, y toxicidad
y patologia clinica en menor medida (Martinez et al., 1996; Mendes et al., 2010;
Patil et al., 2002), para el presente estudio se consideraron ademas estado general
(actitud, comportamiento, condicion corporal y aspecto clinico), reactividad de

linfonodos regionales, un hemograma completo y ganancia diaria de peso.

e Estado general: arroja datos sobre la presencia, grado y duracion de estados
de afeccion, y brinda datos sobre los posibles sistemas organicos implicados.
o Actitud o postura: evaluada por inspeccion segun lo propuesto por Ramirez
(2008) y Pacheco (1991), puede indicar la presencia de estimulos dolorosos.
o Comportamiento: evaluado por inspeccion segun lo propuesto por Ramirez
(2008) y Pacheco (1991), toda anomalia en el comportamiento de los
animales debe considerarse de importancia clinica, y justifica una
investigacion posterior, siendo las causas mas comunes las de origen
doloroso.
o Condicion corporal: evaluado segun lo propuesto por Stilwell et al. (2015)

en escala del 1 al 3.
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o Aspecto clinico: evaluado por inspeccion segun lo propuesto por Ramirez
(2008) y Pacheco (1991), indica estados momentaneos de salud o
enfermedad, y en este caso, un posible malestar agudo relacionado a la
vacunacion.

Temperatura corporal: la temperatura rectal suele emplearse como un

indicativo de la temperatura interna del cuerpo, viéndose elevada de forma

patolégica por infecciones virales o bacterianas, septicemia, inflamacion. de
tejidos, entre otras (Ramirez, 2008; Pacheco, 1991), el limite superior en

caprinos es de 40.3 °C (Gonzéles, 2018).

Reactividad de linfonodos regionales: se evaluaron los linfonodos

preescapulares ya que estos reciben el drenaje linfatico de la regién en que se

administré la vacuna. El monitoreo consisti6 en medir con vernier las
dimensiones del linfonodo, y dolor a la palpacion. Se considera reactividad leve

cuando el tamafio del linfonodo afectado supera su tamafo original en 1.5

veces, reactividad moderada al superarlo por hasta dos veces, y reactividad

severa al superar por mas del doble (Ramirez, 2008).

Reaccion en el sitio de aplicacion: los dias 0, 1, 2, 3, 21, 22, 23, 24,y 31, se

buscaron reacciones postvacunales locales mediante inspeccion y palpacion, y

se determind su extensidn por medicidén con vernier.

Enzimas hepéticas: los dias 0, 10, 21y 31, se evaluo la actividad sérica de las

enzimas AST y ALT mediante kits comerciales, siguiendo las especificaciones

del fabricante.

Ganancia diaria de peso (GDP): se estimo6 a partir del peso vivo (PV) en tres

intervalos (del inicio del experimento al dia 31, del dia 31 al dia 50, y del inicio

al dia 50) mediante la siguiente ecuacion, segun Gonzalez et al. (2014):

PV, (kg) — PV, (kg)
dias

GDP (g/dia) = 1000

10.3.5. Inmunogenicidad

Los dias 0, 10, 21, 31 y 50, se extrajeron 10 ml de sangre venosa de la yugular

mediante sistema Vacutainer®, el suero se separo por centrifugacion a 1,600 x g
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por 10 minutos, se alicuoté en muestras de 1 ml en tubos de polipropileno 1.5 ml, y

se almacend en congelacion a -20 °C hasta su uso.

Se realiz6 determinacion de la presencia de anticuerpos en placas de poliestireno
de 96 pozos, evaluando un grupo experimental por placa, con una muestra de cada
sangrado por triplicado. Primero, las placas fueron tamizadas con 0.4 pg/ml de
proteina vacunal disuelta en solucién amortiguadora de carbonatos pH 9.60 (100
ul/pozo), e incubadas 12 horas a 4 °C. Luego de tres lavados con solucion de lavado
(200 pl/pozo), se bloqued con solucion de bloqueo (200 pl/pozo), una hora a 37 °C,
con 200 rpm de agitacion. Luego de tres lavados con solucion de lavado (200
pl/pozo), se agrego el suero de cada ejemplar 1:2000 en solucién diluyente (100
ul/pozo) y se incub6 una hora a 37 °C, con 200 rpm de agitacion. Luego de tres
lavados con solucion de lavado (200 pl/pozo), se agregé el anticuerpo secundario
1:3000 en solucién diluyente (100 ul/pozo), y se incubd una hora a 37 °C, con 200
rpm de agitaciéon. Luego de tres lavados con solucién de lavado (200 pl/pozo), se
agrego la solucién de revelado (100 ul/pozo), se incub6 25 minutos a temperatura

ambiente sin luz, y se obtuvo la densidad éptica de la placa a 450 nm.

10.4. Determinacion de dosis vacunal
Los andlisis estadisticos se realizaron empleando el programa computacional
GraphPad Prism. Se compararon los cuatro grupos caprinos en cada dia de la
determinacién de anticuerpos mediante analisis de varianza unidireccional y prueba
post hoc Tukey, ambos con a=0.05, sosteniendo la hipétesis nula de que no existe

diferencia entre los grupos.
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11. Resultados y discusion

11.1. Obtencion del antigeno vacunal
La proteina recombinante fue purificada y cuantificada antes de ser utilizada en la
primera inmunizacion. De la biomasa sedimentada de 500 ml de cultivo sometida a
extraccion y purificacion, se eluyeron veintitrés fracciones, de las cuales, ocho se
seleccionaron para dialisis segun su pureza, integridad y concentracion aparente
por electroforesis vertical, tres de estas se seleccionaron con base a su
concentracion de proteina total segun método de Bradford para elaborar las dosis
vacunales (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). El antigeno
vacunal para la segunda inmunizacion se obtuvo a partir de la biomasa de 500 ml
de cultivo sometidos a extraccion y purificacion. Se eluyeron veintiséis fracciones,
de las cuales, nueve fueron seleccionadas para dializar con base en su pureza,
integridad y concentracion aparente por electroforesis vertical, cuatro de ellas se
seleccionaron con base a su concentracion de proteina total segun método de
Bradford, para elaboracion de las dosis vacunales. Finalmente, tres fracciones se

seleccionaron como antigeno para los analisis por ELISA indirecta, debido a su

Figura 1: Microfotografia de vacuna emulsionada.

Vista a 100x aumentos de la emulsion de la proteina vacunal con el adyuvante oleoso 1:1.
La emulsion esté lista al medir sus micelas menos de 5 pm.
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pureza e integridad determinada por electroforesis vertical. (jError! No se

encuentra el origen de la referencia.).

MT™M 1 2 3 R 5 6 7 8 9

kDa

116.0

250

Figura 2: Pureza e integridad de la proteina recombinante empleada como
antigeno vacunal.

Electroforesis vertical en gel de poliacrilamidaal 12% tefiido con azul de Coomasie; se
aprecian fracciones eluidas de la proteina recombinante, la cual pesa aproximadamente 45
kDa. Las fracciones de los carriles 1, 5 y 6 fueron elegidas para someterse a dialisis. MTM:
Marcador de talla molecular; 1: fraccion 23-12; 2: fraccion 23-13; 3: fraccion 23-14; 4:
fraccion 23-15; 5: fraccién 28-16; 6: fraccion 28-17; 7: fraccién 28-18; 8: fraccion 28-19; 9:
fraccion 28-20.
Aunqgue la literatura indica que la purificacion de proteinas mediante cromatografia
por afinidad a iones metalicos tiene un alto rendimiento de recuperacién de
proteinas recombinantes con polihistidinas expresadas en E. coli (Bornhorst &
Falke, 2000), se sabe que es necesario ajustar las condiciones de purificacion
(método de-lisado celular, pH de soluciones amortiguadoras, concentracion de
imidazol; etc.) conforme las caracteristicas de cada proteina, para obtener el mayor
rendimiento posible (Magnusdottir et al.,, 2009). Las soluciones amortiguadoras
empleadas en la purificacion del antigeno vacunal se disefiaron partiendo de las
caracteristicas teoricas predichas in silico del mismo, no obstante, experimentos
complementarios como la determinacion del punto isoeléctrico pueden ayudar a
mejorar el disefio de las soluciones amortiguadoras para obtener mejor rendimiento

en purificaciones futuras de la misma proteina.
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Los adyuvantes oleosos se emplean en varias vacunas de emulsiones agua-aceite
aprobadas para uso humano y veterinario, (Dominoswki et al., 2004), el adyuvante
oleoso empleado en este experimento se utiliza en proporcion diferente a lo
reportado en la literatura: 1:1 antigeno-adyuvante, contra 3:7 (Jang et al., 2011;
Jang et al., 2013; Arous et al., 2013; Klimka et al., 2015); lo que puede afectar las
caracteristicas miscelares, factor determinante en la estabilidad, carga antigénica,
perfil de liberacion, biodisponibilidad, e inmunogenicidad de la mezcla, alcanzando
una méaxima eficacia con tamafios micelares uniformes de entre 2y 8 um (Wu et al.,
2015).

Otro punto a tener en cuenta es la necesidad de emplear. lotes uniformes de
antigeno en los experimentos de vacunacion. Para futuros ensayos, puede
buscarse purificar un lote de antigeno suficiente para toda la prueba, y emulsionar
todas las dosis de una sola vez, con alternativas de-emulsion que generen micelas
pequefias y uniformes de manera consistente y confiable, ya que esto favorece la
estabilidad de la mezcla en el tiempo (Dominoswki et al., 2004).

11.2. Evaluacion de seguridad e inmunogenicidad en ovinos

11.2.1. Seguridad
Ya que toda vacuna esta disefiada para estimular el sistema inmune, es necesario
tener mente que su aplicacion esta asociada a ciertos efectos secundarios como
fiebre, enrojecimiento, hinchazén y/o dolor en el sitio de aplicacion, generalmente el
cuadro es leve y se presenta en las primeras 72 horas, desapareciendo algunos
dias después (Freund, 2021).

e Estado general
o “Actitud o postura: todos los individuos presentaron actitud «normal» a lo
largo de todo el experimento, caracterizada por la posiciébn anatémica
libremente adoptada de los ojos, orejas, extremidades, cabeza, cuello y
cola, con relacion al tronco (Ramirez, 2008; Pacheco, 1991).
o Comportamiento: todos los individuos presentaron un comportamiento

«normal», caracterizado por la forma tipica de reaccionar a los estimulos
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del medio (ausencia de depresion, apatia, intranquilidad, furor, etcétera;
Ramirez, 2008; Pacheco, 1991).

Condicion corporal: todos los individuos se mantuvieron con condicién
corporal de 3, «bueno», a lo largo de todo el experimento, caracterizada por
procesos espinosos palpables como pequefias elevaciones suaves y
redondeadas, vértebras individuales solo perceptibles bajo presion,
procesos transversos suaves y bien cubiertos, ojo de chuleta lleno y con
moderada cobertura de grasa. Descensos en la condicion corporal indican

estados de afeccion crénicos (Dwyer et al., 2015).

o Aspecto clinico: todos los individuos presentaron un aspecto clinico

«normal» a lo largo de todo el experimento, caracterizada por una impresion

externa saludable (Ramirez, 2008; Pacheco, 1991).

Los individuos se mantuvieron en buen estado general a lo largo de todo el

experimento, las inmunizaciones no tuvieron efecto alguno sobre el aspecto

clinico, estado de carnes, comportamiento, ni actitud.

e Temperatura corporal: se observo incremento leve y transitorio de la

temperatura rectal en algunos ejemplares luego de la primera inmunizacién

(iError! No se encuentra el origen de la referencia.).

O

Grupo testigo: tres-individuos se presentaron en el limite superior durante el
segundo dia luego de la primera inmunizacion; ningun ejemplar presentd
fiebre luego de la segunda inmunizacion.

Grupo vacunado: un individuo presenté fiebre el primer dia luego a la
primera inmunizacion (0.7 °C sobre el limite superior) y se mantuvo al limite
superior durante el segundo dia; otro individuo presento fiebre durante el
segundo dia posterior a la primera inmunizacion (0.4 °C sobre el limite
superior); ningun ejemplar presentdé fiebre luego de la segunda
inmunizacion.

Cuadro 4: Temperatura rectal postvacunacion en ovinos.

Irainmunizacién 2da inmunizacién
DO D1 D2 D3 D21 D22 D23

Testigo BAl 39.1 387 39.0 387 379 388 393

Grupo ID ovino

37



BA2 386 389 395 39.2 382 389 389
BA3 38.8 39.2 395 39.0 383 39.0 38.6
BA4 39.2 39.1 395 388 387 39.0 39.2
BAz1 393 389 392 393 385 39.1 388
BAz2 39.2 393 399 39.1 382 386 393
BAz3 39.3 40.2 395 389 387 39.2 39.1
BAz4 393 393 394 393 381 383 388
Los valores se presentan en °C. Limite superior de 39.5 °C (Gonzéles, 2018). D: dia.

Vacunado

Se considera incremento «leve» cuando la temperatura rebasa hasta por 1 °C
el limite superior (Ramirez, 2008). En el estudio de vacunacion llevado a cabo
por Zhugunissov et al., (2018) donde se empled el mismo adyuvante que en el
presente trabajo, se encontro fiebre postvacunal en algunos de los animales,
tanto en el grupo control como en el tratado. El incremento observado tanto en
el grupo control como en el tratado del presente trabajo puede reflejar una

reaccion al adyuvante empleado, o alguna causa externa ajena al experimento.

Reactividad de linfonodos regionales:. la tumefaccion de los linfonodos

ocurre principalmente como una respuesta defensiva a patégenos, al desatarse

la proliferacion de células inmunes dentro de ellos (Gonzalez, 2018). Se observo

reactividad leve y moderada del LNR del primer sitio de aplicacion en algunos

animales, Unicamente luego de la primera inmunizacién (jError! No se

encuentra el origen de la referencia.).

o Grupo testigo: diez dias luego de la primera inmunizacion, se observo
reactividad leve del LNR del primer sitio de aplicacién en un Unico ejemplar.
No se observo reactividad del LNR del segundo sitio de aplicacion.

o Grupo vacunado: diez dias luego de la primera inmunizacion, se observo
reactividad del LNR del primer sitio de aplicacién en todo el grupo, mitad de
los individuos con reactividad leve, y mitad con reactividad moderada. No

se observo reactividad del LNR del segundo sitio de aplicacion.

Cuadro 5: Reactividad de linfonodos regionales en ovinos.

Grupo  ID ovino Tamafio LNR 1r sitio (mm) | Tamafio LNR 2do sitio (mm)
DO D 10 D 31 D 21 D 31
BA1l 16 16 17 21 18
Control BA2 16 16 15 20 18
BA3 14 17 15 17 14
BA4 18 26" 19 20 17
Tratado BAz1 15 28" 15 19 17
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BAz2 15 23" 17 27 21
BAz3 15 29" 21 21 17
BAz4 18 27 20 13 20

D: dia. LNR: linfonodo regional; (*): reactividad IeVe; (**) reactividad moderada.

No resulta sorprendente descubrir tumefaccion de los LNR en el grupo tratado,

ya que esta estd asociada con procesos inmunoldgicos (Ramirez, 2008). El

ejemplar del grupo testigo que presenté reactividad leve del LNR pudo haberlo

presentado ya sea por alguna alteracion no relacionada, o por una inoculacion

no estéril de su dosis vacunal.

Reaccion en el sitio de aplicacion: se encontraron reacciones postvacunales

leves y moderadas en el sitio de aplicacion, de aproximadamente cinco dias de

duracion, siendo mas comun la reaccion inflamatoria luego de la primera

inmunizacion, y el edema luego de la segunda (jError! No se encuentra el

origen de la referencia.).

o

Grupo control: luego de la primera inmunizacion, solo un individuo presento
inflamacion en el sitio de aplicacion, con una duracion de tres dias. Luego
de la segunda inmunizacion, todos los individuos presentaron edema
subcuténeo, con una duracion promedio de cuatro dias, de 27 x 34 mm de
extension inicial promedio.

Grupo tratado: dos individuos presentaron inflamacion en el sitio de
aplicacion tras la primera inmunizacion, con 17 x 21 mm de extension inicial
promedio, y ambos de dos dias de duracion. Todos los individuos
presentaron edema subcutaneo luego de la segunda inmunizacion, con una
duracion promedio de dos dias, de 18 x 20 mm de extensién inicial
promedio; solo un individuo presenté inflamacion del sitio de aplicacion, de

17 %19 mm y un dia de duracion.

Cuadro 6: Reacciones locales postvacunacion en ovinos.

Grupo

ID lrainmunizaciéon 2da inmunizacién
ovino D1 D2 D3 D4 D22 D23 D 24 D 25 D26

Control

Ede. Ede. Ede. 8
BAL T T — T _ 32x37 17x14 x 7 T

Ede.
BAZ | — — — T liox12 - - =
Ede. Ede. Ede. Ede.

— T 31x48 21x28 16x20 11x12

BA3 — —

39



Inf. Infl.
Ede. Ede. Ede.
BA4 20 x 23 x Infl.L17 — Ede.6 —
pes 38 x 20 32x40 21x26 12x15 x 7
Infl. 17 Ede. Ede.
BAz1 — — _ - x 19 24 x26 10x 10 — o
Infl.
Ede. Ede.
BAzz  —  19x InflL9x —  — o 18x18 o
21 12 -
Tratado
Inﬂ Ede
BAz3 = — 15x nfl.8x  —  — Ty T [V
20 10 T
Ede.
BAz4  — — — T T 10x13 — _

Los valores se presentan en mm. D: dia Infl.: