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RESUMEN

La Enfermedad Hemorragica Viral del Conejo tipo 2 (EHVC-2) se presento por primera
vez en México en el afio 2020. Este virus no solo afecta al conejo europeo, sino también
al conejo americano y a las liebres, generando un peligro mayor para la cunicultura y el
equilibrio de los ecosistemas del pais. En el Laboratorio de Inmunologia y Vacunas de la
FCN-UAQ, se desarrollé una proteina quimérica recombinante basada en los epitopos B
y T de la proteina VP60 del virus de la EHVC-2, la cual se expresd en un sistema
bacteriano y se purifico mediante columnas de afinidad. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la inmunogenicidad y seguridad de esta proteina como vacuna. Se hicieron cuatro
grupos de seis conejos Nueva Zelanda de 8 semanas de edad que se distribuyeron al azar
para evaluar tres dosis de antigeno: 20, 40 y 60 png de proteina emulsionada en un
adyuvante comercial y un grupo control inmunizado solo con el adyuvante. Se aplicaron
dos dosis por via subcutanea los dias 0 y 21 y se tomaron muestras de sangre sin
anticoagulante para la obtencién de suero los dias: 0, 10, 21 y 31. Se realizé la
determinacion de anticuerpos mediante la prueba de ELISA indirecta. La seguridad se
evaluo a través del monitoreo del estado general, la temperatura rectal y la reactividad de
linfonodos regionales, asi como mediante el analisis histopatolégico de cortes de los
siguientes organos: sitio de inoculacion, pulmén, corazon, traquea, higado, bazo, 6rganos
reproductores y rifion. Los resultados demuestran que el antigeno vacunal es
inmunogénico en conejos, generando anticuerpos detectables después de una primera
inmunizacion y a los 21 dias post inmunizacion (dosis 60 pg) y después de dos
inmunizaciones a los 31 dias post inmunizacion (dosis 40 y 60 ug). No se observo
diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los tratamientos Tx3 y Tx4 al dia 31.
No se encontraron alteraciones en el estado general de los animales, observandose
unicamente fiebre transitoria y reactividad de linfonodos regionales post vacunacion. En
la evaluacion histopatolégica no se encontraron lesiones relacionadas con la
administracion de la vacuna, a excepcién del sitio de inoculacion. La dosis mas alta de
proteina (60 pg) mostrd el mejor resultado, siendo capaz de producir anticuerpos
especificos a los 21 dias a partir de una inmunizacion. Se concluye que esta vacuna es
inmunogénica y segura en conejos, por lo que puede ser evaluada en un desafio

controlado. Palabras clave: EHVC-2, vacuna, conejo.



SUMMARY

The Rabbit Hemorrhagic Disease Type 2 (RHD-2) was presented for the first time in
Mexico in 2020. This virus not only affects european rabbits, but also american rabbit
and hares, generating a greater danger for rabbit farming and the balance of the country's
ecosystems. A recombinant chimeric protein based on B- and T-cell epitopes of the VP60
protein of rabbit hemorrhagic disease virus type 2 was developed in the Immunology and
Vaccines Laboratory of the FCN, expressed in a bacterial system and purified by affinity
columns. The objective of this work was to evaluate the immunogenicity of this protein
as a vaccine. Three doses of antigen were tested: 20, 40 and 60 ug of protein emulsified
in commercial adjuvant and a control group immunized only with the adjuvant. Two
doses were administered subcutaneously on days 0 and 21, and serum samples were taken
on days 0, 10, 21 and 31. The results show that the vaccine antigen is immunogenic in
rabbits, generating specific antibodies from a second vaccine dose, detectable 31 days
after immunization. No statistically significant difference (P <0.05) was observed
between the experimental treatments Tx3 and Tx4 at day 31. Antibody determination was
performed by indirect ELISA test. Safety was assessed through monitoring of general
condition, rectal temperature, and regional lymph node reactivity, as well as through
histopathological analysis of sections of the following tissues: inoculation site, lung,
heart, trachea, liver, spleen, reproductive organs, and kidney. The results show that the
vaccine antigen is immunogenic in rabbits, generating detectable antibodies after a first
immunization and at 21 days post immunization (60 pg dose) and after two
immunizations at 31 days post immunization (40 and 60 pg doses). No significant
statistical difference (P<0.05) was observed between the three experimental treatments
on day 31. No alterations were found in the general condition of the animals, only
transient fever and reactivity of regional lymph nodes were observed. In the
histopathological evaluation, no lesions related to the administration of the vaccine were
found, except for the inoculation site. The highest dose of protein (60 ug) showed the best
result over time, being able to produce specific antibodies 21 days after immunization. It
is concluded that this vaccine is immunogenic and safe in rabbits. And can be tested in a
controlled challenge.

Key words: RHD, vaccine, rabbits.
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1. INTRODUCCION
El aporte nutricional que brinda la carne de conejo, asi como la facilidad de su manejo,
alimentacion, produccion y aprovechamiento de la piel y pelo, ha permitido que la
cunicultura se haya vuelto una actividad pecuaria econdmicamente favorable dentro del
sector rural de nuestro pais, siendo una estrategia para el combate contra la desnutricién
que aqueja a sectores de bajos recursos (SAGARPA, 2015). La mayor produccién
cunicola en México se concentra en granjas de traspatio (80% de la produccidn total), un
15% en granjas semitecnificadas y Unicamente el 5% se encuentra en granjas tecnificadas.
México ocupa el vigésimo lugar en produccion de conejo, con aproximadamente 15 mil
toneladas al afio (Sistema Producto Cunicola del Distrito Federal, 2012). Aunado a la
importancia econdémica y cultural de la cunicultura, México cuenta con una gran cantidad
de especies de conejos y liebres silvestres que forman parte importante de las cadenas
alimenticias y en el mantenimiento del equilibrio en los ecosistemas. Actualmente
podemos encontrar diez especies de conejos y cuatro de liebres en nuestro pais, de las
cuales 6 especies de conejos y una especie de liebre son endémicas, por lo que México es
reconocido como el pais que alberga la mayor diversidad de estos animales (Fernandez,
et al., 2015; Martinez, et al., 2016; Romero & Cervantes, s.f). En 1973, a nivel nacional
se dio inicio a un programa para el fomento de la produccidn cunicola y por consiguiente,
la cunicultura presentd un auge importante dentro del territorio nacional. En el afio 1988
el trafico ilegal de canales de conejos provenientes de China 'y EUA ocasiond el primer
brote de la Enfermedad Hemorragica Viral del Conejo (EHVC), por lo que se establecio
un plan de emergencia donde se aplicd matanza zoosanitaria a gran parte de la poblacién
cunicola del pais, provocando que esta actividad pecuaria sufriera un retroceso importante
(Sistema Producto Cunicola del Distrito Federal, 2012; SADER, 2020). Fue hasta el 14
de enero de 1993 cuando oficialmente se declara erradicada la EHVC en México (Diario
Oficial de la Federacion, 1993). La EHVC es una enfermedad aguda, altamente
contagiosa y letal que se presenta en los conejos europeos (Oryctolagus cuniculus)
causada por un calicivirus del género Lagovirus, conocido como Virus de la Enfermedad
Hemorrégica del Conejo o VEHC (SADER, 2020; Kerr & Vella, 2012; Spickler, 2020).
Actualmente existe la variante del virus que da lugar a la enfermedad hemorragica viral
de los conejos tipo 2 (EHVC 2), la cual afecta al conejo europeo, al conejo americano y

a la liebre. Por lo tanto, esta enfermedad representa un riesgo sanitario importante tanto
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para la actividad cunicola como para los ecosistemas de nuestro pais (CPA, 2020). EI 9
de abril de 2020 la SENASICA report6 ante la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) el primer caso confirmado de la EHVC-2 en México desde su aparicion en 1988.
El caso fue reportado en el municipio de Nuevas Casas Grandes, Chihuahua. Derivado de
lo acontecido, el 26 de junio del 2020 se activo el Dispositivo Nacional de Emergencia
de Sanidad Animal (DINESA) como herramienta para el control y erradicacion de la
enfermedad (Diario Oficial de la Federacion, 2020). Actualmente, cuatro paises del
continente americano han reportado casos de la EHVC-2: Canada, Estados Unidos,
México y Cuba. En nuestro pais, se han reportado casos en los estados de Aguascalientes,
Baja California, Baja California Sur, Chihuahua, Ciudad de México, Coahuila, Durango,
Estado de México, Hidalgo, Jalisco, Nuevo Leon, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi,
Sonora y Zacatecas (CPA, 2020).

Ante enfermedades emergentes y reemergentes, la vacunacion es y sera el método de
control, prevencion y erradicacion de enfermedades en humanos y animales més utilizado
alrededor del mundo, esto gracias a que resulta ser el sistema mas rentable para lograr
dichos objetivos (OIE, 2010).

IV. JUSTIFICACION

Las vacunas han permitido el control de mas de 20 enfermedades en humanos, y mas de
400 enfermedades en animales de granja y silvestres, siendo el método mas rentable de
prevencion (Knight, et al., 2014).

Actualmente en México Unicamente se ha aprobado el uso de una vacuna de virus
inactivado para la prevencion de la EHVC tipo 2. Las desventajas mas importantes que
presentan este tipo de vacunas es la inmunogenicidad del agente puede verse afectada
debido al proceso de inactivacion del agente, el requerimiento de una mayor cantidad de
antigeno para poder generar una respuesta inmune adecuada y el alto costo de produccion
(Sanders, et al., 2014; Burrell, et al., 2017). Por otra parte, las vacunas basadas en
proteinas recombinantes son seguras debido a que no se trabaja directamente con el agente
infeccioso y presentan un bajo costo de produccién, permitiendo que sean una opcion
viable para la prevencion de enfermedades (Nascimento & Leite, 2012). El presente
estudio permite la evaluacion de la seguridad e inmunogenicidad de una vacuna

recombinante como candidato para para controlary prevenir la EHVC-2 con expectativas
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de garantizar una cunicultura mas sana, permitiendo conservar la biodiversidad de
especies de conejos en nuestro pais y generando conocimientos que propicien el

desarrollo de mas proyectos de investigacion con respecto a las vacunas y la EHVC-2.

V.  HIPOTESIS
Una vacuna basada en una proteina recombinante con epitopos de la proteina VP60 del

Virus Hemorragico del Conejo tipo 2 es inmunogénica y segura en congjos.

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Evaluar la inmunogenicidad y seguridad de la vacuna desarrollada por la UAQ contra la
EHVC-2.

6.2 Objetivos especificos
1. Evaluar la seguridad de la vacuna.
2. Evaluar la inmunogenicidad de la vacuna.

3. Determinar la dosis vacunal ideal.

VIlI. REVISION DE LITERATURA

7.1 Definicion

La Enfermedad Hemorragica Viral del Conejo (EHVC), conocida también como
Enfermedad del Calicivirus del Conejo, Neumonia Hemorragica o Hepatitis Necrdética
infecciosa (Mayer & Donnelly, 2013), es una enfermedad altamente contagiosa y mortal
presente en mas de 40 paises alrededor del mundo. Se present6 por primera vez en China
en el afio de 1983. Se ha vuelto endémica en diversas regiones de Asia, Europa y Africa.
En América se han presentado diversos brotes en México (1988) y Estados Unidos (2000,
2001 y 2005) a lo largo del tiempo, pero ha logrado ser erradicada. Afecta a conejos
domeésticos y silvestres de la especie Oryctolagus cuniculus. Es causada por el virus de
la Enfermedad Hemorrégica Viral del Conejo (VEHC) cléasico, también conocido
como GI.1 (CFSPH, 2010; Abrantes, et al., 2020). La Enfermedad Hemorragica Viral
del conejo (EHVC) causada por el virus tipo 2 (VEHC-2 / RHDVb / Lagovirus europaeus
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G1.2) considerada hasta el 2020 como exotica, es una enfermedad reemergente en México
con altas tasas de mortalidad y morbilidad, generando pérdidas econdémicas en la
produccion cunicola mundial. El virus tipo 2 es filogenéticamente distinto a los miembros
del género Lagovirus, por lo que se clasifica dentro de un nuevo grupo genético
(Abrantes, et al., 2020; Buehler, et al., 2020).

7.2 Etiologia

De acuerdo con el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV por sus siglas en
inglés), la familia Caliciviridae contiene 11 géneros y 13 especies de virus, los cuales
miden en promedio entre 27 y 35 nanometros de didmetro. El género de los Lagovirus
contiene dos especies: el Virus del Sindrome de la Liebre Parda Europea (SLPE) y el
Virus de la Enfermedad Hemorragica del Conejo (VEHC) (ICTV, 2021; Pefiaflor, et al.,
2019; Buehler, et al., 2020).

El virus causante de la EHCV-2 pertenece al género de los Lagovirus de la familia
Caliciviridae. Se trata de un virus sin envoltura de ARN monocatenario de sentido
positivo. Sus origenes se estiman entre los afios 1870 y 1981, poco antes de su primera

aparicion en China (Eden, et al., 2015).

7.3 Historia

7.3.1EHVC

La primera descripcion de la EHVC se dio en el afio 1983 en China, tras la aparicion de
animales que presentaban una muerte repentina y en la necropsia mostraban hemorragias
en distintos o6rganos (Liu, et al., 1984). Actualmente se encuentra en distintas regiones
del mundo, causando a lo largo del tiempo grandes pérdidas econdmicas y teniendo un
impacto significativo en las especies silvestres (Le Gall, et al., 2013; Velarde, et al.,
2017). Debido a la mortalidad que genera esta enfermedad, ha sido utilizada como un
agente bioldgico para el control de conejos silvestres en Australia desde el 2017 (DPIRD,
2021).

7.3.1 EHVC-2

En el afio 2010 en Francia se presentaron una serie de casos de conejos tanto silvestres

como domeésticos afectados por la EHVC, aunque estos ultimos se encontraban vacunados
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contra la misma (Le Gall, et al., 2013). En el afio 2011, se determind que se trataba de un
nuevo grupo genético del virus, denomindndolo como VEHC-2. Se han desarrollado
varias hipotesis que explican el origen de esta nueva variante, entre las cuales se estipula
que puede provenir de un virus no patdégeno existente o que se trate de un salto de una
especie de lagovirus de un huésped reservorio al conejo (Le Gall, et al., 2013). EI VEHC-
2 posee una homologia media del 85% con el VEHC cléasico. Debido a las variaciones
genéticas que existen entre ambos, se ha demostrado que existe una proteccion cruzada
parcial o casi nula (Le Gall, et al., 2011; Le Gall, et al.,2013; OIE, 2021). A diferencia de
la EHVC clésica, se sabe que la EHVC-2 afecta ademas del conejo europeo, a distintas
especies de liebres y ha sido identificado en drganos de otros mamiferos, como en la
musarafia (Crocidura russula) y en el campafiol de pino (Microtus duodecimcostatus)
(OIE & USDA, 2016).

7.4 Trasmision

Se ha demostrado que el VEHC puede estar presente en el ambiente hasta tres meses. La
transmision se puede llevar a cabo a través del contacto directo entre animales infectados
y susceptibles a través de la exposicion a secreciones y excreciones, asi como sangre,
canales, cadaveres, alimento y agua. Las vias de transmision incluyen la oral, nasal,
conjuntival y parenteral, ésta Ultima si el animal entra en contacto con insectos
hematofagos infectados, los cuales son vectores mecénicos del agente infeccioso. Los
depredadores y carrofieros que consumieron animales infectados también representan una

fuente de transmision del virus (Lorenzo, et al., 2020; Abrantes, et al., 2012).

7.5 Potencial zoondtico
No existen reportes que indiquen que los lagovirus infecten a los humanos (OIE & USDA,
2016; OIE, 2021).

7.6 Periodo de incubacién

Se ha reportado la aparicion de los signos clinicos entre tres y nueve dias después de la
exposicion de los animales al VHEC-2 (OIE & USDA, 2016), periodo més largo que el
descrito con el VEHC clasico (entre uno y tres dias).
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7.7 Patogenia

Una vez que el virus se encuentra dentro del organismo, éste se dirige a sus 6rganos diana:
pulmon, higado y bazo. A través de la proteina VP60, el virus entra en contacto con la
fraccion carbohidrato del grupo histo-sanguineo (HBGA por sus siglas en inglés)
presentes en la superficie de células epiteliales respiratorias y digestivas superiores.
Especificamente, presenta unién a los grupos H tipo 2, A tipo 2 y B tipo 2. Una vez dada
la union virus-célula, se da el proceso de internalizacion por endocitosis mediada por
receptor que precede a la liberacion del genoma viral en el citoplasma de la célula
(Pefiaflor, et al., 2019). Existe infeccion en los hepatocitos, células de Kupffer,
macrofagos alveolares, linfocitos y macr6fagos presentes en el bazo y en las células
endoteliales. Se sugiere que la diseminacion de la progenie viral se da gracias a la
capacidad del virus de inducir la muerte celular (Abrantes, et al., 2012).

La replicacion del virus trae como consecuencias la degeneracion y necrosis de las
células, ocasionando una pérdida importante del parénquima y, por lo tanto, la pérdida de
la funcion de los érganos. Debido a que la apoptosis de las células endoteliales genera
una actividad procoagulante, se favorece la generacion de una coagulacion intravascular
diseminada (CID), la cual es la causa principal de la muerte del animal. A causa de la
infeccion, en el higado y bazo se reduce el nimero de células inmunitarias, lo que

ocasiona un estado de inmunosupresion (Alonso, et al., 1998).

7.8 Signos clinicos

En la EHVC se han descrito tres cursos clinicos: hiperagudo, agudo y crénico, teniendo
cada uno de ellos signos clinicos caracteristicos. Los animales que cursan la presentacion
hiperaguda no suelen presentar signos mas alla de la muerte repentina. En la presentacion
aguda las hemorragias son visibles a través de la epistaxis, hematuria y sangrados por la
cavidad oral. Se presenta ademas pirexia (>42 °C), bradicardia y convulsiones como
signos neurol6gicos en algunos casos. La ictericia, anorexia y letargia son evidentes en la
presentacion cronica de la enfermedad (Harcourt, et al., 2020).

Los signos clinicos que se presentan en la EHVC-2 son muy similares a los causados por
el VEHC clasico, siendo practicamente indistinguibles entre ambas enfermedades e

insuficientes para llevar a cabo un diagndstico, requiriendo del examen post mortem,
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histopatologico y pruebas complementarias como ELISA, PCR o hemaglutinacion
(Harcourt, et al., 2020).

7.9 Lesiones en el estudio post mortem

7.9.1 Lesiones macroscopicas
Tanto en conejos como liebres, son visibles las hemorragias en el corazon, rifion e higado
principalmente. Se ha observado esplenomegalia y hepatomegalia, éste Ultimo de
consistencia friable, de un color marrén claro o aspecto mas palido y con un evidente
patron lobulillar (Velarde, et al., 2017; Harcourt, et al., 2020).

7.9.2 Lesiones microscépicas

De manera general, la congestion y hemorragias se encuentran presentes en distintos
6rganos. Trombos de fibrina se observan con frecuencia en los glomérulos renales. En el
higado es evidente necrosis y apoptosis hepatocelular llegando a tener una distribucion
multifocal o difusa, con hemorragias y congestion generalizada (Harcourt, et al., 2020).
Las lesiones descritas en las liebres son similares a las mencionadas anteriormente,
centrandose en el higado, bazo y rifién principalmente. Al igual que en los conejos, en el
higado se observa necrosis hepatocelular con hemorragias generalizadas (Velarde, et al.,
2017; Buehler, et al., 2020).

7.10 Morbilidad y mortalidad

7.10.1 EHVC
La mortalidad reportada en el caso de la enfermedad clasica es de entre el 40 y 100%,
donde la mayor parte de la poblacién afectada son los adultos, siendo rara la presentacion
de la enfermedad en animales menores a 4 semanas de edad. La morbilidad se reporta
entre el 30 y 100% (OIE & USDA, 2016).

7.10.2 EHVC-2
En estudios tempranos sobre la enfermedad se sugeria que esta, a diferencia del tipo 1 o
clasico, era menos virulenta y con una mortalidad de entre el 5% al 70% en conejos

infectados de manera experimental. Sin embargo, hay registros de tasas de mortalidad de
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hasta el 90% (Le Gall, et al., 2011). Los animales jovenes, a diferencia de la EHVC, en
la EHVC-2 no presentan resistencia a la enfermedad (OIE & USDA, 2016), siendo

afectados animales con hasta 11 dias de edad.

7.11 Diagnostico

Existen diversas técnicas descritas tanto para la deteccion del agente como para la
deteccion de anticuerpos especificos contra el mismo. Técnicas como el Ensayo
Inmunosorbente Ligado a Enzima (ELISA), Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR),
pruebas de Hemaglutinacion (HA) y la Microscopia Electronica elaboradas a partir de
tejidos infectados (principalmente el higado) estan descritas para la deteccion del virus.
Las pruebas seroldgicas incluyen la técnica de ELISA y la prueba de Inhibicién de la
Hemaglutinacién (OIE, 2021). En México existen tres pruebas diagndsticas oficiales
(Cuadro 1) aprobadas por SENASICA para el diagnéstico de la EHVC-2 (CPA, 2020).
Estas Ginicamente pueden ser efectuadas por laboratorios de Bioseguridad nivel 3 oficiales
pertenecientes a la Direccion General de Salud Animal (DGSA) y a la Comision México-
Estados Unidos para la Prevencion de la Fiebre Aftosa y otras Enfermedades Exoticas de
los Animales (CPA).

Especificaciones para el envio de

Técnicas diagndsticas Laboratorio

muestras
L, Tipo de ] .
Hemaglutinacion P Cadaver / higado y bazo
muestra
Inhibicién de la | Envase/ . " i io-
_— Bolsa con cierre hermético | L-aboratorios de Bio
hemoaglutinacion contenedor seguridad Nivel 3

Aislamiento en

. . Temperatura Refrigeracion (4 °C
animales de laboratorio P g ( )

Cuadro 1. Pruebas oficiales para el diagnéstico de la EHVC-2 en México aprobadas por
SENASICA (Modificado de CPA, 2020).

7.12 Diagnostico Diferencial

La mixomatosis, salmonelosis y las enterotoxemias por Escherichia coli, Eimeria stiedae
y Clostridium spp., se consideran enfermedades diferenciales para la EHVC-2 al presentar
signologias y lesiones similares a esta enfermedad, como la muerte subita, necrosis
hepética y coagulacion vascular diseminada (BSAVA, 2014; CPA, 2020; Harcourt, et al.,
2020).
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7.13 Tratamiento y medidas de control y prevencion

7.13.1 Tratamiento
Dadas las caracteristicas de la enfermedad, no existe tratamiento especifico contra la

misma.

7.13.2 Control y Prevencion

7.13.2.1 Vacunacion

De acuerdo con la OIE, (2010) la vacunacion es el medio que resulta mas rentable cuando
se trata de prevenir, controlar y erradicar enfermedades infecciosas en los animales,
protegiendo al mismo tiempo la salud publica al mejorar la calidad de vida y bienestar de
los animales. La vacunacion en animales de granja y compafiia es un método de control
que se utiliza en paises donde la EHVC se considera endémica. Debido a que existe una
proteccion cruzada reducida o nula entre las variantes de virus, al momento de la
inmunizacion de los animales es importante llevar a cabo la identificacion del tipo de
VEHC presente durante el brote. En el caso de la EHVC se recomienda vacunar
Unicamente a los animales reproductores, ya que dado el tiempo de vida de los animales
de abasto y a la resistencia natural al virus (hasta las 8 semanas de edad) no se considera
necesario. El panorama es diferente en el caso de la EHVC-2, ya que la enfermedad afecta
a los conejos desde las primeras tres semanas de vida (OIE, 2021). Hasta el momento no
hay vacunas comerciales para los animales silvestres, ya que su desarrollo implica el
esfuerzo de atrapar, vacunar y liberar a los animales (Lorenzo, et al., 2020). Algunas
vacunas Unicamente se han probado bajo condiciones de laboratorio y ensayos de campo
limitados (Angulo & Barcena, 2007). Por lo anterior, el lograr la proteccion de especies
silvestres ante enfermedades reemergentes a través de la vacunacion sigue suponiendo un

reto en todo el mundo.

7.13.2.2 Matanza zoosanitaria

De acuerdo a lo establecido en el plan de emergencia para la atencion de un brote de la
Enfermedad Hemorragica Viral del Conejo en los Estados Unidos Mexicanos, todo aquel
animal afectado por la EHVC-2, sospechoso o0 que se haya encontrado en contacto directa

o indirectamente a la infeccion, deberd ser sometido a la matanza zoosanitaria, medida
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que se aplica con el fin de evitar que se propague la enfermedad. Una vez que se tiene la
indicacion por parte de la SADER, se procede a dar muerte a los animales a partir de lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-033-SAG/Z0O0-2014, “Métodos para
dar muerte a los animales domésticos y silvestres”, asi como el “Manual de
procedimientos para el sacrificio humanitario y la disposicidn sanitaria en emergencias
zoosanitarias”. Los cadaveres deben ser incinerados en primera instancia. En caso de que
no sea posible la incineracion, los cadaveres deben ser enterrados profundamente con la
finalidad de evitar la diseminacion del virus a través de animales carrofieros y moscas.
Todo el proceso de la matanza zoosanitaria debe llevarse a cabo dentro de las unidades
de produccién afectadas, ya que de esta manera se favorece al aislamiento del foco y se

previene la diseminacion del agente infeccioso (CPA, 2020).

7.13.2.3 Desinfeccion

Consiste en llevar a cabo procedimientos de descontaminacién de aquellos materiales que
estuvieron en contacto con el agente infeccioso asi como a las instalaciones de la unidad
de produccion: paredes, suelo, techo, jaulas, nidos, comederos, bebederos, entre otros. El
hidréxido de sodio (al 4-10%), la formalina (al 1-2%) y desinfectantes como el hipoclorito
de sodio (al 0.5%) han demostrado ser efectivos para la inactivacion de los calicivirus
(OIE & USDA, 2016; CPA, 2020).

7.14 Proteina VP60

La proteina VP60 es el componente principal de la capside del VEHC, la cual contiene
tres dominios: el brazo N-terminal (NTA), la cubierta (S) que recubre el ARN viral y el
saliente o dominio P, el cual se compone de dos subdominios, P1 y P2. EI dominio P
permite al virus, durante la infeccion, la union a la célula huésped, ademéas de ser
responsable de la diversidad antigénica (Hu, et al., 2010; Wang, et al., 2013, Barcena, et
al., 2015). Esta proteina ha sido utilizada en ensayos de vacunacion como candidata para
la prevencion de laEHVC y EHVC-2, debido a que se ha demostrado su inmunogenicidad
y proteccion que confiere contra dicha enfermedad. Estos estudios incluyen la evaluacién
de vacunas de virus y proteinas recombinantes (Cheng, et al., 2013., Barcena, et al., 2000,
Yang, et al., 2015).
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7.15 Situacion actual en el mundo

7.15.1 Importancia de los lagomorfos silvestres en el ecosistema

Los lagomorfos (liebres, conejos y picas) contribuyen y forman parte importante de los
ecosistemas en los que habitan. Son una especie presa para una amplia variedad de
carnivoros en todo el mundo, propiciando el aumento y mantenimiento de vertebrados e
invertebrados. Ademas, juegan un papel importante con las especies vegetales al mejorar
el ciclo orgénico del suelo y de nutrientes, promoviendo el crecimiento y la estabilidad
de comunidades vegetativas (Smith, et al., 2018). De las 63 especies de leporidos (conejos
y liebres) que existen en el mundo, 14 especies se encuentran en México, siendo el pais
con la mayor biodiversidad y con una distribucion por todo el territorio mexicano. De las
14 especies, cuatro pertenecen a las liebres (género Lepus) y diez a los conejos (género
Sylvilagus). De las anteriores, seis especies son endémicas, 10 se encuentran dentro de
alguna de las categorias de riesgo establecidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2010 y seis en peligro de extincion de acuerdo a la Unidon Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN por sus siglas en inglés) (Smith, et al., 2018;
Fernandez, et al., 2015; SEMARNAT, 2010). Estas especies se encuentran especialmente
vulnerables a la EHVC-2, debido al reducido nimero de ejemplares existentes en la
naturaleza y cuya reduccion o desaparicion del ambiente traeria consigo consecuencias

de impacto negativo dentro de los procesos ecoldgicos descritos anteriormente.

7.15.2 Importancia de la cunicultura mundial y nacional

En cuanto a la produccion cunicola, el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) es la
especie mas utilizada alrededor del mundo, destacando las razas Nueva Zelanda,
California y Chinchilla para la obtencion de carne, piel y derivados. En el afio 2018, la
produccion total de carne de conejo mundial fue de 1.394 millones de toneladas, siendo
los mayores productores: China, Corea, Espafa y Francia (Wu, 2022). En ese mismo afio,
México tuvo una produccion de 18,297 toneladas, generando una aportacion al Producto
Interno Bruto (PIB) del sector primario del 0.24%, ocupando el noveno lugar a nivel
mundial en produccién de carne de conejo y la misma posicion en inventario de conejos
y liebres, con un valor de 1,406 y 266 millones de pesos, respectivamente (SISS, 2021).
Al igual que en distintos paises en América Latina, en México se ha impulsado la

produccion cunicola para el autoconsumo, la comercializacion a pequefia escala y a
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favorecer la alimentacion en el sector rural, por lo que a nivel nacional, la mayor
produccion cunicola se concentra en granjas de traspatio (80% de la produccion total), un
15% en granjas semitecnificadas y unicamente el 5% se encuentra en granjas tecnificadas

(Sistema Producto Cunicola del Distrito Federal, 2012; Casanueva, et al., 2013).

Dentro de las principales amenazas que enfrenta la cunicultura se encuentra la
introduccién de enfermedades exdticas al territorio mexicano (Casanueva, et al., 2013).
Es la unica enfermedad que afecta a los lagomorfos que se encuentra dentro de la lista
oficial de las enfermedades y plagas exoéticas y endémicas de notificacion obligatoria de
los animales terrestres y acuaticos en los Estados Unidos Mexicanos es la EHVC, la cual
esta dentro del grupo I: “Enfermedades y plagas exoticas que no se encuentran en el
territorio nacional, o que han sido erradicadas del pais” (DOF, 2018). Como medida para
la reduccion del riesgo de la EHVC, actualmente no se permite la importacion de conejo
y sus derivados con fines de comercializacion, pero se permite el ingreso a conejos en

calidad de compafiia o para la investigacion (Casanueva, et al., 2013; SAGARPA, 2018).

7.16 Historia y situacion por la EHVC clésica y tipo 2 nacional e internacional

7.16.1 EHVC clasica

A consecuencia del tréafico ilegal de canales procedentes de China, se presentd por
primera vez la EHVC en el pais en el mes de diciembre de 1988, siendo el primer brote
en una unidad de produccion del estado de Hidalgo, extendiéndose finalmente a otros 13
estados. Como resultado, se realizaron mas de 6 mil evaluaciones y mas de 3 mil
resultaron positivas. Para principios de septiembre de 1990, las muertes por esta
enfermedad ascendian a mas de 200 mil, generando finalmente pérdidas econémicas de
mas de 53 millones de dolares (SENASICA, s.1).

Al inicio del afio 1989, se activo un plan de emergencia a partir del Sistema Nacional de
Emergencia de Salud Animal (SINESA, actualmente llamado Dispositivo Nacional de
Emergencia de Sanidad Animal, DINESA), con la finalidad de la erradicacion de la
enfermedad a partir de diferentes medidas: cercos sanitarios para la restriccion del
comercio y movilizacion de animales, rifle zoosanitario, desinfeccion y uso de animales
centinelas (SENASICA, 2016). El desconocimiento de esta enfermedad en el pais, asi

como su historia natural y caracteristicas especificas del agente infeccioso propicié que
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el combate contra su diseminacion en el territorio nacional resultara un reto, misma
situacion que genera cualquier otra enfermedad exotica (SENASICA, s.f). Después de
22 meses del ultimo reporte de un foco activo, México se declara oficialmente libre de la
EHVC en el afio 1993 (DOF, 1993). A raiz de la pérdida de gran parte del inventario
cunicola, la produccion dentro del pais se redujo significativamente, afectando

severamente su crecimiento a futuro.

7.16.2 EHVC tipo 2

7.16.2.1 Produccion cunicola

El impacto que tuvo la EHVC-2 en el pais se ha visto reflejado en la pérdida de ejemplares
en la vida silvestre y dentro de la produccion cunicola. Del afio 2020 al 2021 se perdieron
12,612 ejemplares, equivalentes a mas de 3 millones de pesos (SISS, 2021). A partir del
primer brote registrado en abril del 2020, se han realizado 600 investigaciones por
sospecha de EHVC-2 en el pais, de las cuales 341 han resultado positivas y 259 negativas.
Los estados con mayor nimero de casos positivos son hasta el momento son: Estado de
México (59), Chihuahua (50), Zacatecas (35) y Baja California (33). Las producciones de
traspatio han sido las méas afectadas, pero también se han presentado focos en

producciones comerciales (SISS, 2021).

7.16.2.2 Liebres y conejos silvestres

En el 2021 se reportaron al menos 25 focos de liebres silvestres positivas a la EHVC-2
en 13 estados del pais, con el mayor nimero de casos en Hidalgo (29), Chihuahua (13) y
San Luis Potosi (11). Entre las especies afectadas se encuentran liebres endémicas como
la liebre antilope de la isla Tiburdn (CPA,2021; SISS, 2021; SENASICA, 2021). En
noviembre del 2021 se da por terminada la emergencia sanitaria por la EHVC-2 en
México, clasificandose actualmente como una enfermedad endémica y manteniéndose
bajo vigilancia zoosanitaria (PRONABIVE, 2021).

7.17 Vacunas recombinantes
Actualmente existen vacunas aprobadas para uso veterinario basadas en proteinas
recombinantes contra enfermedades en gatos (leucemia felina), cerdos (circovirus porcino

tipo 2, parvovirus porcino y fiebre porcina clasica) y perros (leishmaniosis canina) (Cid
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& Bolivar, 2021). Para la EHVC y la EHVC-2 se han probado de manera experimental
vacunas con tecnologia recombinante que han demostrado ser efectivas y conferir
proteccion contra estas enfermedades (Cheng, et al., 2013., Barcena, et al., 2000, Yang,
et al., 2015).

7.18 Requisitos de aprobacion de vacunas de uso veterinario en México

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE por sus siglas en inglés), establece los
requisitos de aprobacion reglamentaria para el uso de una vacuna con fines veterinarios.

En el manual de pruebas diagnoésticas y vacunas para animales terrestres. se establece que
las pruebas y ensayos de nuevas vacunas deben realizarse Unicamente en la especie
objetivo, en el caso actual en conejos y liebres, donde los mismos no deben presentar
problemas en su estado de salud general durante los ensayos experimentales, asi como
cambios anormales sistémicos o en el sitio de inoculacién. Las vacunas deben pasar por
pruebas de seguridad, esterilidad y potencia con la finalidad de demostrar su eficacia y la
inexistencia de efectos adversos graves para la salud de los animales (OIE, 2019).

VIIl. METODOLOGIA
La metodologia del presente trabajo de investigacion se sometié al Comité de Bioética de

la Facultad de Ciencias Naturales, la cual fue aprobada bajo el registro 104FCN2021 en
la fecha 12 de enero del 2022.

8.1 Obtencion del antigeno vacunal

En el Laboratorio de Inmunologia y Vacunas de la Facultad de Ciencias Naturales, de la
Universidad Autonoma de Querétaro, se generé una proteina quimérica recombinante
basada en péptidos que contienen epitopos B y T de la proteina VP60 del VEHC-2.
Contiene una cola de polihistidinas para su purificacion y tiene un peso molecular
estimado de 57.59 kDa Esta proteina fue expresada en un sistema bacteriano y purificada
mediante cromatografia de afinidad. En el presente trabajo no se hace mencion de
detalles, caracteristicas y secuencia del inmundgeno debido a que se encuentra en tramites

de patente.
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8.1.4 Dialisis
Dentro de una cabina de flujo laminar nivel Il, las fracciones de proteina obtenidas se
sometieron a un proceso de dilisis con la finalidad de disminuir la concentracion de urea.
Las muestras se colocaron en tubos de polipropileno de 1.5 mililitros, los cuales se
sellaron con una membrana de nitrocelulosa regenerada entre el borde del tubo y la tapa.
Se comenz6 con una solucion de 400 ml con una concentracion de 7.26 M de urea estéril,
en la cual se colocaron los tubos en agitacion constante. Cada media hora se realizé un
recambio de cierto volumen con solucion de replegamiento (20 mM Tris HCI, 500 mM
NaCl, pH 7.4) y agua destilada. Al finalizar, las muestras se colocaron nuevamente en

tubos de 1.5 mililitros, resguardandose a 4 °C hasta su uso.

8.1.5 Cuantificacion
La cuantificacion de la proteina se realizo por colorimetria (Bradford, 1976), usando el
método de Bradford. Se utilizd el reactivo Quick Start™ Bradford Protein Assay Kit 1

(Bio-Rad Laboratories, USA).

8.2 Animales y alojamiento

Se utilizaron 24 conejos de ocho semanas de edad, raza Nueva Zelanda blanco (hembras
y machos) provenientes del Area Cunicola de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autonoma de Querétaro (ARCUN-UAQ) sin antecedentes de vacunacion
contra la EHVC-2. Los animales se alojaron en el médulo de conejos ARCUN-UAQ, el
cual se encuentra en la posta zootécnica de la Licenciatura en Medicina Veterinaria y
Zootecnia ubicada en el campus Amazcala, EI Marqueés, Querétaro. Los animales fueron
alojados dentro de jaulas tipo americanas de acero galvanizado, ubicadas a un metro del
nivel del suelo. Se les brind6 agua purificada y alimento comercial balanceado para

conejo, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

8.3 Conformacion de los tratamientos experimentales
Los conejos fueron aleatoriamente distribuidos en cuatro tratamientos (Tx)
experimentales conformados por 6 individuos cada uno:
= Tratamiento 1 (Tx 1): grupo control, inmunizado Unicamente con adyuvante
comercial (MONTANIDE ™ |SA 71).
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» Tratamiento 2 (Tx 2): inmunizado con 20 pg de proteina quimérica VHC
emulsionada en adyuvante comercial (MONTANIDE ™ |SA 71).

= Tratamiento 3 (Tx3): inmunizado con 40 pg de proteina quimérica VHC
emulsionada en adyuvante comercial (MONTANIDE ™ |SA 71).

= Tratamiento 4 (Tx 4): inmunizado con 60 pg de proteina quimérica VHC
emulsionada en adyuvante comercial (MONTANIDE ™ |SA 71).

La identificacion de los conejos se realizd con tinta indeleble en el pabellon auricular de

cada oreja. Se les asignd un nimero Unico de identificacion precedido con la letra “C”.

La distribucion de los animales se observa en el cuadro 2.

Tratamiento experimental ID animal
C1 C10
Gru T)Xcintrol c2 cl7
P co C18
C3 C12
Tx 2
. C4 C19
20 pg de proteina VHC Cc11 20
C5 Cl4
Tx 3
] C6 c21
40 g de proteina VHC c13 22
C7 C16
Tx4
] C8 C23
60 g de proteina VHC C15 coa

Cuadro 2. Tratamientos experimentales. Distribucion de
los animales dentro de los tratamientos experimentales (Tx).

8.4 Elaboracion de dosis vacunales

La elaboracion de las dosis vacunales se realizo en el laboratorio de Inmunologia y
Vacunas (LINVAS) de la Universidad Autdnoma de Querétaro, ubicado en el campus
Aeropuerto, Querétaro. Se realizaron un total de 24 dosis vacunales, 6 por cada grupo
experimental antes de cada inmunizacion. Cada dosis contd con proteina quimérica
recombinante VHC de acuerdo a la concentracion establecida para cada grupo (0, 20, 40
y 60 pg), solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4 (PBS) estéril y adyuvante comercial

(MONTANIDE ™ |SA 71), a excepcion del grupo control, para el cual las dosis
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vacunales sélo contaron con PBS estéril y adyuvante comercial. Las dosis se elaboraron
24 horas antes de cada inmunizacion, siendo emulsificadas dentro de una cabina de flujo
laminar nivel I1, haciendo uso de un mezclador de alto cizallamiento. Primeramente, se
adiciono un porcentaje del total de adyuvante en un tubo estéril de 50 mililitros, el cual
se sometid a un ciclo de 10 minutos en el mezclador. Posteriormente, las fracciones de
proteina quimérica recombinante seleccionadas para la elaboracién de las dosis vacunales
se diluyeron en PBS estéril, adicionandolas paulatinamente, hasta completar cinco ciclos
de 10 minutos cada uno. Se analizé el tamafio de las micelas mediante microscopia,
utilizando el objetivo de 1000x aumentos; revisando que el tamafio sea menor a 2 um
como lo indica el fabricante. Esta revision se realizé después de su elaboracion y el dia
de la inmunizaciéon de los animales. El volumen final de cada dosis fue de 1 ml, cargadas

en jeringas de 3 ml, con agujas de calibre 22G.

8.5 Protocolo de inmunizaciones y toma de muestra de sangre

8.5.1 Inmunizaciones
Se aplicaron dos inoculaciones, una al dia 0 y la segunda al dia 21 del experimento.
Antes de cada inmunizacion se aplic antisepsia en el sitio de inoculacion con etanol al

70%. La vacuna se administré de manera subcutanea en la region cervical dorsal.

8.5.2 Toma de muestra de sangre

La toma de muestra sanguinea para la obtencion de suero se realiz6 al dia 0, 10, 21y 31
de experimentacion. EI método de extraccion de sangre para los dias 0, 10 y 21 se llevo
a cabo de acuerdo a lo descrito por Gad, (2016) y Pekow, (2012). Utilizando etanol al
70% para la antisepsia, se generd leve irritacion en la zona para favorecer la
vasodilatacion, puncionando la arteria central o las venas marginales auriculares
utilizando agujas calibre 22; la recoleccion de la sangre se realiz6 en tubos tipo
vacutainer rojos de 6 ml. El manejo para la obtencion de suero del dia 31, asi como las
muestras de distintos 6rganos para la evaluacion histopatoldgica, se llevaron a cabo en
el taller de matanza ARCUN-UAQ (Ver apartado 8.7.1). EI método de aturdimiento y
matanza se realizo de acuerdo con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-
33-SAG/Z00-2014 (Diario Oficial de la Federacion, 2015). Se aplico

electroaturdimiento a través de dos electrodos de acero inoxidable colocados sobre la
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cabeza previamente mojada, con un voltaje entre 125y 200 volts con 0.3 amperes por 2
segundos. Una vez aturdido el animal, se coloc6 boca abajo y sujeto por los miembros
pélvicos a la altura del corvejon sobre ganchos de acero inoxidable. Se les dio muerte
por desangrado a través del corte de las venas yugulares y arterias carétidas. En este
momento se llevd a cabo la recoleccién de la sangre en tubos estériles de 50 mililitros.

Las muestras de sangre se centrifugaron a 1,600 x g por 10 minutos para la obtencién
del suero, el cual se separ0 y se realizaron alicuotas del mismo en tubos de 1.5y 0.2

mililitros, y se resguardé a -20 °C hasta su uso.

8.6 Evaluacion de la seguridad de la vacuna

La evaluacion de la seguridad de vacunas en ensayos experimentales en conejos incluyen
la evaluacion de la productividad a través del peso corporal de los animales, el monitoreo
del estado de salud a través de la deteccidn de signos que indiquen dolor o enfermedad,
evaluacién macroscopica del sitio de inoculacién en busca de lesion o dolor
(abultamientos, eritema, ulceraciones, vocalizacion al momento de la palpacion), y
evaluacion microscépica, incluyendo otros 6rganos como pulmon, corazon, higado,
riidn, bazo, duodeno, ovario, Utero y linfonodos. Ademas, se incluyen examenes
complementarios como hemograma o quimica sanguinea (Powers, et al., 2007). Otros
estudios incluyen unicamente la evaluacidn histopatoldgica (Macedo, et al., 2013).

En el presente experimento, la seguridad se evalud a través de cuatro indicadores: 1)
monitoreo del estado general, 2) temperatura rectal, 3) reactividad de linfonodos
regionales en el sitio de inoculacion, asi como mediante 4) el analisis histopatolégico de
cortes del sitio de inoculacion, pulmoén, corazon, trdquea, higado, bazo, 6rganos

reproductores y rifién.

8.6.1 Monitoreo del estado general

Se monitoreo el estado general de los animales a través del etograma de comportamiento
y la escala de gestos faciales para la evaluacion del dolor en conejos descritos por
Hampshire & Robertson, (2015) y Keating, et al., (2012). Los parametros evaluados se

describen en el cuadro 3.

Cuadro 3. Evaluacion diaria del bienestar del conejo (Traducido de Keating, et al., 2012).
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Atributo Observaciones Puntaje*
Escala de gestos faciales Normal / Moderado / Severo
Postura Sentado / Agachado / Extendido
Orejas Alertas / Normales/ Caidas
Comportamiento Juguetoén / Curioso / Timido / Tembloroso
Vocalizacion Normal / Moderado / Severo
Rechinar de dientes Normal / Moderado / Severo
Comiendo Normal / Reducido / Ausente
Bebiendo Normal / Reducido / Ausente
Defecacion Normal / Reducido / Ausente
Miccién Normal / Reducido / Ausente
Acicalamiento Normal / Reducido / Ausente
*0, normal; 1, moderado; 2, severo o ausente

8.6.2 Temperatura rectal

Se monitored la temperatura corporal de los animales a través de la temperatura rectal. Se
midi6 en el dia 0, 10, 21 y 31 del experimento y después de cada inmunizacion (dia 0 y
21) a las 24 y 48 horas posteriores. El rango de temperatura rectal normal en los conejos
se encuentra entre 38 °y 40 °C (Varga, 2014).

8.6.3 Reactividad de linfonodos regionales

Los linfonodos en los conejos pueden llegar a ser palpados, pero generalmente éstos sélo
son identificados cuando el animal cursa por una linfadenopatia asociada a una lesion,
enfermedad o a la administracion de una vacuna, causas que generan un agrandamiento
de los linfonodos y facilitando su palpacion.

Se palparon los linfonodos cervicales derecho e izquierdo, que abarcan el territorio
linfatico del sitio de inoculacion (Soto, et al., 2013). Esto se realizé al dia 0, 10, 21y 31
del experimento. El dia de la aplicacion de cada dosis vacunal (dia 0 y 21) también se

evaluaron: antes y a las 24 y 48 horas posteriores a su aplicacién (dia 1, 2, 22 y 23).

8.6.4 Alteraciones en el sitio de inoculacion

. Se evalud el sitio de inoculacion en busca de lesiones macroscopicas asociadas a la
inmunizacion, a traves de inspeccion y palpacion de la zona. La revision se realizo el dia
0, 10, 21 y 31 del experimento y después de cada inmunizacion (dia0y 21), alas 24y 48

horas.
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8.7 Histopatologia

La evaluacién de los tejidos mediante andlisis histologicos, permite su estudio a travées de
la revision de estructuras microscépicas, su organizacion y funcion (Ross & Pawlina,
2016). Se llevd a cabo el andlisis histopatologico de cortes del sitio de inoculacion,
pulmén, corazon, traquea, higado, bazo, 6rganos reproductores y rifion de los conejos en

todos los tratamientos experimentales.

8.7.1 Toma de muestra de drganos

Al dia 31 del experimento, se realiz6 la toma de muestra de érganos para su evaluacion
histopatoldgica siguiendo la metodologia descrita por Jandete, et al. (2013). Una vez
muerto el animal, se retird completamente la piel, se localiz6 y tom6 muestra del sitio
de inoculacion. Posteriormente, se realiz6 un corte por la linea media ventral desde la
sinfisis pubica hasta la sinfisis mandibular, abarcando el plano muscular y peritoneo
dejando expuestos los 6rganos de la cavidad abdominal; se llevo a cabo la evisceracion
retirando los intestinos, estbmago, higado y rifiones. Posteriormente, realizando un corte
a través de la porcion cartilaginosa de las costillas se accedio a la cavidad torécica para
retirar los pulmones, corazon y trdquea. Por ultimo, se retiraron los Organos
reproductivos, ovarios y Utero o testiculos, segun fuese el caso. Los 6rganos de cada
animal se colocaron en charolas individuales para realizar cortes individuales de cada
uno en secciones representativas, cuidando que los mismos no tuvieran un grosor mayor
a 0.5 centimetros. Las muestras recolectadas se fijaron en formalina amortiguada al 10%,

pH 7.4 y respetando la proporcion 1:10 érgano-formol.

8.7.2 Procesamiento de las muestras

En el Laboratorio de Patologia Veterinaria de la Universidad Autbnoma de Querétaro,
campus Juriquilla, se realizaron los cortes gruesos de las muestras para su procesamiento
dentro de casetes para inclusion. Se siguid el protocolo establecido en Banks, (1996)
para la técnica de inclusién en parafina.

Una vez que las muestras de los 6rganos se encontraron organizadas dentro de los
casetes, se deshidrataron en soluciones sucesivas de concentracion creciente de alcohol
etilico (70°, 90°, 96° y 100°), y se realizo en proceso de aclaramiento con xilol, asi como
de infiltracion con parafina. Este paso se llevo a cabo en un procesador automatico de

tejidos Leica TP 1020, cuya duracion aproximada fue de 12 horas. Al finalizar el
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proceso, se formaron bloques con parafina fundida y se dejaron en una platina de
enfriamiento Leica EG 1130 hasta que se solidificaron. Con el blogue obtenido se
realizaron cortes a 2 micras de grosor en un microtomo Leica RM 2145; los cortes se
colocaron en un bafio de flotacion a 40°C para eliminar restos de parafina,
posteriormente fueron adheridos al portaobjetos; para eliminar completamente la
parafina, se colocaron en una estufa a 65°C durante 30 minutos y posteriormente se
realizd la tincion de Hematoxilina y Eosina (H&E). En algunos casos, se realiz6 ademas
tincion especial de Tricromica de Masson y Acido Peryddico de Schiff (PAS) en higado

y rifion.

8.7.3 Anélisis
Las muestras fueron analizadas por dos observadoras independientes, la que suscribe y
una Especialista Certificada en Anatomia Patoldgica Veterinaria de la UAQ, quien realiz6

un estudio ciego y aleatorizado.

8.8 Evaluacion de la inmunogenicidad de la vacuna

La evaluacion de la inmunogenicidad de la proteina se llevo a cabo a traves de la
determinacion de anticuerpos mediante el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) indirecto. La evaluacién del suero de cada individuo se realiz6 por triplicado,

bajo el siguiente protocolo:

8.8.1 Protocolo de la técnica de ELISA indirecto

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Costar® - Corning Inc, Plaza Corning,
NY, EE.UU. [CatNo. 3590]), las cuales se tamizaron con una concentracion de 2 pg/ml
de la proteina quimérica, resuspendida en solucion de carbonatos (0.1M NazCos. H20,
0.1M NaHCOs, pH 9.6), colocando 100 pl/pozo. Se incubaron durante toda la noche a
4°C. Se realizaron tres lavados utilizando PBS-T (PBS 1x, Tween 20 0.05%). Se
bloguearon las placas utilizando leche al 5% en PBS-T y se incubaron por 1 hora a 37 °C
en agitacion (200 pl/pozo). Nuevamente se realizaron tres lavados utilizando PBS-T. Se
realizaron las diluciones 1:2000 de los sueros en leche al 2% en PBS-T. Se colocaron
dichas diluciones por triplicado (100 ul/pozo) y se incubaron por 1 hora a 37 °C en
agitacion. Se realizaron tres lavados utilizando PBS-T (200 pl /pozo). Se agreg6 a la placa
el anticuerpo secundario (Anti-Rabbit IgG [H+L] Jackson ImmunoResearch, West
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Grove, PA, EE.UU.; Code: 711-035-152, diluido 1:6000). Se incubé por 1 hora a 37 °C
en agitacion. Se realizaron tres lavados utilizando PBS-T. Se colocaron 100 pl de solucién
de revelado por pozo (0.1 M NasCeHsO7, 0.1M CsHsO», diclorhidrato de ofenilendiamina
[0.4 mg/ml], H20:[0.4 pl/mililitro]) y se leyd la placa a los 20 minutos haciendo uso de
un lector de placas (Accuris SmartReader 96, MR9600) a una longitud de onda de 450

nm.

8.8.2 Western Blot

Se realizé la técnica de electo transferencia de proteinas (Western Blot) haciendo uso de
sueros de animales infectados de manera natural por la EHVC-2. La proteina quimérica
recombinante, se separ6 en un gel de poliacrilamida al 12% a 90V por una hora. Se
utilizo el marcador de masa molecular para proteinas Opti-Potrein Ultra Marker ABM
(Cat. No.: G623). Posteriormente, se realizd la transferencia semi-seca, colocando en
un Trans Blot de abajo hacia arriba: papel filtro (hidratados previamente en budfer de
transferencia [Tris 0.048 M, glicina 0.039 M, 20% metanol, pH 8.3]), membrana de
nitrocelulosa, gel obtenido en la electroforesis, papel filtro. El proceso tuvo una duracién
de 17 minutos a 15 V. Una vez terminada la transferencia se confirmo la misma con
tincion de Rojo Ponceau (Rojo Ponceau S 0.2%, &cido acético glacial 5%). Se realiz6 un
primer bloqueo con bufer TBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM) y leche descremada al 5%
durante toda la noche. Al terminar, se realizaron tres lavados con bafer TBS-T (Tris 20
mM, NaCl 150 mM, Tween 20 al 0.1% en relacidén volumen/volumen). Se realizaron las
incubaciones del anticuerpo primario (sueros de conejo en dilucién 1:1000 y anticuerpo
anti-His tag [Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.; Code: MA1-
21315] en dilucion 1:7500) y secundario (Anti-Rabbit IgG [H+L] Jackson
ImmunoResearch, Code: 711-035-152, diluido 1:6000 y Anti-Mouse 1gG [H+L]
Jackson ImmunoResearch; Code: 115-035-150, diluido 1:5000, acoplados a HRP),
diluidos en bufer TBS (Tris 20 mM, NaCl 150 mM) y leche descremada al 2%, por una
hora cada uno. Entre estas dos incubaciones se realizaron tres lavados con bufer TBS-T
y un bloqueo con bufer TBS y leche descremada al 5%. Se utiliz6 el kit ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.)

para el revelado de la membrana.
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8.8.3 Analisis estadisticos
Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado. EI analisis estadistico se hizo mediante
el andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey con un 95% de confianza, en el

software GraphPad Prism® (version 8.0 para Windows. San Diego, California, EE.UU.).

IX. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Obtencion del antigeno vacunal y elaboracion de las dosis vacunales

La biomasa contenida en el pellet sometido a extraccion fue el resultado de 300 ml de
cultivo bacteriano. Se realizé un analisis de la integridad y concentracion de la proteina
purificada mediante un gel de poliacrilamida obtenido por electroforesis vertical, y de las

50 fracciones obtenidas a partir de la extraccion, se seleccionaron las fracciones 39 a 48
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para someterse al proceso de didlisis. Una vez terminada la didlisis, se elabord una
electroforesis de las fracciones en un gel de poliacrilamida al 12% (90 V por 130 minutos)
teflido con azul de Coomasie (Figura 1) para evaluar nuevamente la conformacién y
presencia de la proteina quimérica, la cual se observé dentro de su peso molecular (57.59
kDa aproximadamente). Se us6 el marcador de masa molecular para proteinas Pierce™
Unstained Protein MW Marker — Thermo Scientific (Cat. No.: 26610). A partir de la
cuantificacion de proteinas por el método de Bradford, se seleccionaron las fracciones 39
a 42 para la elaboracion de las dosis vacunales, confirmando el tamafio y conformacion
de las micelas a partir de microscopia Optica, como se observa en la imagen 2.

kDa MMM F39 F40 F4l F42 F44 FAS F46 F47 F48

66.2

45

35

25

18.4

Figura 1. Electroforesis vertical en gel de poliacrilamida al 12% Se
observan las fracciones de la proteina quimérica recombinante obtenidas
posteriormente al proceso de dilisis.

MMM: marcador de masa molecular; F: fraccion MA: muestra antes de someterse
a purificacion.
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La metodologia utilizada para los procesos de extraccion y purificacién se basé en
experimentos previos realizados dentro de LINVAS, por lo cual, para la optimizacion y
mayor rendimiento del antigeno vacunal, es indispensable la estandarizacion de las
técnicas, asi como la verificacion de la concentracion de urea en la muestra después del

proceso de didlisis.

Figura 2. Microfotografia de la emulsion de una vacuna. Se observa el tamafio de las micelas
de las dosis vacunales entre 1 y 2 um de diametro (1000X).

El adyuvante utilizado en este experimento (MONTANIDE ™ |SA 71) es un aceite
mineral, el cual se usé para la formacion de una emulsion de agua en aceite, que junto
con las sales minerales y nanoparticulas se clasifica dentro de los adyuvantes
considerados como “agentes de liberacion”. El rango de proporcion de adyuvante
presente en la dosis vacunal establecido por el fabricante (SEPPIC, Francia) debe ser entre
50 y 70%, dependiendo de las caracteristicas esperadas de las mismas. La proporcion
utilizada en este estudio fue 30:70 (antigeno:adyuvante), misma que ha sido reportada en
otros ensayos de vacunacion en aves (Jang, et al., 2012; Jang, et al., 2013) y ratones
(Klimka, et al., 2015) donde los antigenos vacunales empleados fueron proteinas

recombinantes.
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9.2 Western Blot

Los resultados del Western Blot revelaron que los anticuerpos generados de manera natural
en contra del virus de la EHVC-2 reconocen la proteina quimérica recombinante. En la
Figura 3, en los carriles S1 a S5 se observa una banda luminiscente entre los pesos

moleculares 66 y 52 indicados por el marcador de talla molecular.

MMM S1 S2  S3 S4 S5 S6 H

kDa

175
130

66
52

30

16

Figura 3. Los sueros de conejos infectados con el VEHC reconocen la proteina
recombinante mediante Western Blot. Resultado de la inmunoelectrotransferencia de
proteinas (WB) haciendo uso de la proteina quimérica recombinante y sueros positivos a la
presencia de anticuerpos contra el VEHC-2.

MMM: marcador de masa molecular; S1-S5: sueros de conejos positivos a la EHVC-2; S6: suero de
conejo negativo a la EHVC-2; H: anti-histidina.

Esta técnica permitio determinar que la proteina quimérica VHC es antigénica, ya que
interactud con anticuerpos, productos finales de la respuesta inmunitaria (Zhang & Tao,
2015) en el caso de los conejos positivos a la EHVC-2, mientras que en el conejo S6
(negativo a la EHVC-2) no se evidencio la presencia de bandas. En cuanto al carril anti-
histidina (la cual fungié como control positivo), se observé una banda ubicada en el
mismo peso molecular (57.59 kDa aproximadamente).

Se sabe que una molécula que es inmunogénica es antigénica, pero una molécula
antigénica no es necesariamente inmunogénica, por lo que esta caracteristica no queda
implicita en esta técnica y debe ser evaluada a través de la determinacién de anticuerpos

y pruebas se seguridad y eficacia (De la Torre, 2013; Zhang & Tao, 2015).
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9.3 Evaluacién de la inmunogenicidad

El anélisis de la produccion de anticuerpos especificos contra la proteina quimérica VHC
se realiz6 mediante un ensayo de ELISA indirecta e indic la presencia de anticuerpos
en los animales inmunizados con el antigeno (grupos 2, 3y 4), y su ausencia en el grupo
control (grupo 1, Figura 4). El andlisis del desempefio individual en cada tratamiento
experimental revela los siguientes resultados:

» Tratamiento control (grupo 1): No se detectaron anticuerpos especificos a lo
largo del experimento, manteniendo una densidad dptica (DO) constante a través
del tiempo, sin presentar diferencia estadistica significativa (P<0.05).

» Tratamiento 20 pg proteina VHC (grupo 2): La densidad dptica de todos los
individuos se mantuvo constante a traves del tiempo hasta el dia 21, sin detectar
anticuerpos especificos, con excepcién del dia 31. En este dia se observaron
anticuerpos especificos en todos los individuos, teniendo un mejor desempefio
tres de ellos y presentando diferencia estadistica significativa (P<0.05) con
respecto a los demas dias.

»  Tratamiento 40 pg proteina VHC (Tx 3): No se present6 diferencia estadistica
significativa (P<0.05) los dias 0, 10y 21, excepto al dia 31 donde se identificaron
anticuerpos especificos. A este tiempo, un individuo (C6) presentd baja
produccion de anticuerpos con respecto a los otros conejos del mismo grupo.

» Tratamiento 60 pg proteina VHC (Tx 4): No se presento diferencia estadistica
significativa (P<0.05) entre el dia 0 y 10, y no se detectaron anticuerpos
especificos en esos dias. En cambio, a los dias 21 y 31 se observé un incremento
de la produccion de anticuerpos y una diferencia estadistica significativa
(P<0.05) con respecto a los dias anteriores, con la deteccion de anticuerpos
especificos en 5 individuos al dia 21y en los 6 al dia 31, siendo mayor la DO en
este dia.

Al realizar un andlisis entre todos los tratamientos experimentales se observo que dia 0
no existié diferencia estadistica significativa (P<0.05) entre los cuatro tratamientos
experimentales (Figura 5) en la D.O. Al dia 21 no hay diferencia estadistica entre los
tratamientos experimentales Tx1, 2 y 3, con excepcion del tratamiento 4, donde se
observan individuos con anticuerpos especificos. Sin embargo, al dia 31 se observa una

diferencia estadistica entre los tratamientos experimentales 3 y 4 con respecto al grupo
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control y al tratamiento experimental 2. Los individuos pertenecientes al tratamiento 4
(60 ng) presentaron la mejor respuesta humoral, al generar anticuerpos especificos a partir
de una inmunizacion y detectables al dia 21, existiendo diferencia estadistica significativa
(P<0.05) con respecto a los demas tratamientos experimentales en este dia. Ensayos de
vacunacion en conejos realizados en otros estudios han detectado anticuerpos especificos
entre la segunda y la tercera semana post inmunizacién, y un aumento en la produccién
de anticuerpos después de una segunda inmunizacion (Cheng, et al., 2013; Béarcena, et
al., 2000), cuyos resultados son similares a los obtenidos en este estudio. Asimismo, la
proteina estructural de la capside VP60 se ha utilizado en otros ensayos de vacunacion
como candidato vacunal para la prevencién de la EHVC, debido a que se ha demostrado
su inmunogenicidad y proteccion que confiere contra dicha enfermedad. Estos estudios
incluyen la evaluacién de vacunas virus y proteinas recombinantes (Cheng, et al., 2013.,
Barcena, et al., 2000, Yang, et al., 2015).
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Figura 4. Produccion de anticuerpos especificos. Grupos de conejos fueron inmunizados con
0, 20, 40 0 60 pg de proteina y los sueros fueron evaluados mediante ELISA indirecta a los 0,
10, 21 y 31 dias post-inmunizacion.

ab etras diferentes indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos experimentales
(P<0.05).
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Debido a que el tratamiento experimental 4 (60 pg) fue en Unico en presentar anticuerpos
especificos en contra de la proteina quimérica recombinante VHC a partir de una dosis y

al dia 21, se recomienda considerar esta dosis para proximas evaluaciones de la vacuna.
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Figura 5. Comparacion estadistica entre los tratamientos experimentales a través del
tiempo. Cada punto representa el valor promedio de un individuo. Las barras indican el valor
promedio de cada tratamiento experimental. Se muestra la desviacion estandar. #° Letras diferentes
indican diferencia estadistica significativa entre tratamientos experimentales (P<0.05).

9.4 Evaluacién de la seguridad

9.4.1 Monitoreo del estado general
Durante el experimento, los animales presentaron un comportamiento normal propio de

la especie, caracterizado por un estado de alerta ante estimulos externos y sin la presencia
de apatia, depresion, disminucién del acicalamiento o algin otro comportamiento que
denotara dolor o enfermedad (BSAVA, 2014; Varga, 2014).

De manera general, la condicion de los animales se encontrd en una escala de 3 o “ideal”,

caracterizada por una musculatura bien definida (BSAVA, 2014).

9.4.2 Temperatura rectal

Durante la primera inmunizacion (dia 0, 1 y 2) no se observd un aumento de la
temperatura rectal en ninguno de los tratamientos experimentales, manteniéndose dentro
de los valores normales establecidos para la especie (entre 38.0 y 40.0 °C) de acuerdo con
Varga, (2014). Después de la segunda inmunizacion, a las 24 horas (dia 22) se observo
un aumento transitorio de la temperatura rectal de dos animales, cada uno perteneciente

al Tx 1yal Tx 2, con 0.1y 0.4 °C por arriba del limite superior, respectivamente. A las
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48 horas, lo valores regresaron nuevamente a los rangos normales (Figura 6). Aunque el
rango de temperatura rectal normal establecido en conejos es de entre 38.0 y 40.0 °C, en
éste se pueden tener variaciones causadas debido a las condiciones medioambientales o
por el estrés por manejo (Suckow & Schroeder, 2012; BSAVA, 2014). Sin embrago,
aquellas temperaturas que rebasan los 40.6 °C son consideradas significativamente
importantes en el estado de salud del animal (Varga, 2014). En el presente experimento,
las elevaciones de temperatura que se reportaron (40.1 y 40.4 °C) no sobrepasan este
limite, lo que indica que esta vacuna no genera alteraciones en el estado general de salud

de los animales que desencadenen fiebre.
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Figura 6. Temperatura rectal de conejos de los tratamientos experimentales. Se
muestra la temperatura rectal en grados Celsius de los animales a las 0, 24 y 48 horas
posteriores a cada inmunizacion. Las lineas punteadas representan los limites minimo y
maximo de temperatura rectal basal en los conejos domésticos de acuerdo con Varga,
(2014).

9.4.3 Evaluacion macroscopica del sitio de inoculacion

La evaluacién macroscopica del sitio de inoculacion incluyo la inspeccion y palpacién de
la zona antes de cada inmunizacion, asi como a las 24 y 48 horas posteriores a las mismas,
incluyendo al dia 31. Durante el experimento, no se observaron cambios aparentes en la
zona de inoculacién, como pérdida del pelaje, abultamientos, ulceraciones u otras sefiales

que indicaran alguna lesién en la piel.
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Al momento de realizar la toma de muestra del sitio de inoculacidn, éste se evalud por
la zona del tejido subcutaneo, en donde se encontraron pequefios abultamientos de
consistencia firme y superficie rugosa, ademas de zonas de congestion y hemorragia.
Estas lesiones se observaron con mayor claridad una vez que la piel se fijo por 48 horas
en formalina amortiguada al 10% Los cambios en el sitio de inoculacién (Figura 7) se
apreciaron en animales de todos los tratamientos (Tx 2, 3y 4, incluyendo al grupo control
(Tx 1).

Figura 7. Iméagenes representativas de las lesiones macroscopicas en el sitio de inoculacién,
vista desde el plano subcutaneo. A. Conejo C9 (Tx 1). B. Conejo C3 (Tx 2), C. Conejo C13
(Tx 3). D. Conejo C15 (Tx 4). Se caracterizaron por presentar consistencia firme, superficie
irregular, asi como, nddulos de aproximadamente un milimetro de didmetro, hiperemia y
petequias.
De acuerdo a la tabla de clasificaciones de lesiones subcutaneas por vacunas en conejos
(ver Anexo 1) de los autores Leenaars, et al., (1998), la mayor parte de las lesiones
registradas en este experimento se clasifican en una puntuacion intermedia entre el grado
4y 6 debido a la extension de las mismas, ya que no son mayores a 20 cm? (Grado 6) en
el Tx 1 (X =8.03 cm?), Tx 3 (X =9.9 cm?) y Tx 4 (X =10.0 cm?), pero en el caso del Tx 2
(X =10.6 cm?) es mayor a 10 cm? (grado 4), presentando en todos los tratamiento
scaracteristicas del Grado 6, como hiperemia local con zonas de hemorragia menores a

20 cm?, pero sin la presencia de lesiones exudativas o Ulceras (cuadro 4).
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Cuadro 4. Descripcion de las lesiones macroscopicas en el sitio de inoculacion. Se
muestran las medidas (largo x ancho x grosor en cm) de las lesiones en cada tratamiento
experimental, asi como el tipo de lesién presente.

m Hemanrracia A Hineremia & Nindiilacinnes S/1 Sin lecidn anarente

ID conejos en cada tratamiento experimental (Tx)

C1 C2 C9 C10 C17 C18
. " A A
A 1.7x0.8 S/L A 3.4x3.5x0.2 R 1.8x2.4x0.3 S/L R 4.7x3.1x0.5
.
C3 C4 Cil1 C12 C19 C20
| ] | | | |
A 3.8x2.7x0.3 : 3.5x1.5x0.4 A  44x4.0x0.2 A 3.7x3.1x0.3 2.5x6.1x0.1 1.7x2.2x0.7
. . .
C5 C6 C13C Cl14 C21 C22
n n n
S/L S/L A 45x3.4x0.2 A 3.6x3.0x0.4 A 2.0x1.8x0.3 S/L
¢ ¢ .
C7 C8 Ci15 Cl6 C23 C24
| | | | | | | |
: 2.8x1.7x0.6 A 38x25x0.3 A  4.4x34x05 A 4.8x2.8x0.3 S/L A 24x3.1x0.2

No se observaron diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en los tamafios de las

lesiones entre los tratamientos experimentales y los hallazgos observados concuerdan con

lo citado en las referencias cientificas.

En ensayos de vacunacidn en conejos con adyuvantes oleosos emulsionados, se describe

la presencia de hiperemia, hemorragias y nodulaciones en la porcion subcutanea de la

piel, mientras que en los grupos control inmunizados Gnicamente con antigeno y PBS, las
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lesiones se limitan a hiperemia y hemorragia, sin la presencia de nodulaciones (Leenaars,
et al., 1994; Leenaars, et al., 1998; Macedo, et al., 2013). La hiperemia patoldgica es un
proceso activo que se caracteriza por una mayor irrigacion sanguinea en un sitio que cursa
por un proceso inflamatorio. Esta se encuentra controlada por mediadores quimicos de la
inflamacion, como las prostaglandinas y la histamina, las cuales actian como
vasodilatadores y aumentan la permeabilidad vascular (Lopez, et al., 2017). Cuando la
sangre sale de los vasos sanguineos se denomina hemorragia. Tiene dos origenes: por
rotura del vaso (rexis) o por aumento de la permeabilidad vascular (diapédesis). Las
petequias son un tipo de hemorragia que se caracteriza por un tener un tamafio menor a 2
mm (Ldpez, et al., 2017). Una causa de lesion traumatica vascular desencadenante de
inflamacién y hemorragia es la aplicacion de sustancias a través de agujas, cuyo trauma
genera ruptura celular y vascular. Estas lesiones son parte de la reactogenicidad que

genera la administracion de una vacuna (Hervé, et al., 2019).

9.4.3 Reactividad de linfonodos regionales

Los linfonodos de los conejos son estructuras pequefias entre 1 y 10 mm de longitud,
dificiles de detectar a través de palpacion en animales sanos (Dunne, et al., 2002). Previo
a la administracion de las vacunas, no se logaron identificar los linfonodos cervicales por
palpacion. Independientemente del tipo de tratamiento, solo en algunos animales se
observo reactividad de los linfonodos a las 24 y 48 horas post inmunizacion. En estos
casos, los linfonodos regresaron a su conformacion normal ocho dias después (cuadro 4).
El aumento de tamafio en los linfonodos se debe a la proliferacion de células del sistema
inmunitario en respuesta a un patégeno. En ellos se facilitan las interacciones entre las
células presentadoras de antigeno y los linfocitos T y B (Tizard, 2018; Lopez, et al.,
2017). Este hallazgo ha sido reportado en diversos ensayos de vacunacién en conejos
(Leenars, et al., 1994; Powers, et al., 2007), destacando en aquellos animales con lesiones
mas severas en el sitio de inoculacion; esto coincide con lo observado en el presente
trabajo, aunque no existio diferencia estadistica significativa entre las medidas de las
lesiones y en la presencia de reactividad de los linfonodos entre grupos, el Tx 2 presentd
el promedio mas alto (10.6 cm2), siendo éste mismo grupo en el que existieron mas

animales con linfonodos reactivos durante el experimento.
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Primera inmunizacion

Segunda inmunizacién

Grupo I.D Dia0 Dial Dia2 Dial0 Dia2l Dia22 Dia23 Dia3l
animal

01 - - - - - - + -

) 02 - - - - - - ) }

Tratamiento 1 09 ) _ i} . . - - -
0 pg proteina 10

quimérica VHC i i ) ) ) ) ) )

17 - - - - - - - -

18 - - - - - - - -

03 - - - - - + + -

. 04 - - - - - - - -

;gatamle?tf) 2 11 ) + + _ _ _ + -

ug proteina

quimérica VHC 12 ) i ) ) ) * ) ]

19 - - - - - - - -

20 - - + - - - - -

05 - - - - - - - -

) 06 - - - - - - } i}

Tratamiento 3 13 ) _ _ _ - . - -
40 pg proteina 14

quimérica VHC i i ) ) ) ) ) ]

21 - - - - - - - -

22 - - - - - - - -

07 - - - - - + + -

) 08 - - - - - - ) )

Tratamiento 4 15 ) _ . - - - - -
60 pg proteina 16

quimérica VHC i i ) ] ) ) ) )

23 - - - - - - - -

24 - - - - 3 : + .
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Cuadro 5. Reactividad de linfonodos regionales. Se muestran los individuos gque presentaron
reactividad en los linfonodos cervicales izquierdo y/o derecho de acuerdo con el dia de su
evaluacion.

9.4.4 Evaluacién histopatologica

9.4.4.1 Sitio de inoculacion
En la evaluacion histopatologica de los érganos no se encontraron lesiones relacionadas

a la administracion de la vacuna, a excepcién del sitio de inoculacion. En todos los

Sin hallazgos

Dermatitis granulomatosa

Dermatitis necrética zonal
con tejido degranulacion

NUmero de animales

Tx1 Tx2 Tx3 Tx 4
Tratamiento experimental (Tx)

Figura 8. Tipo de lesién observada a través de la evaluacién histopatol6gica. Se muestra en
la gréfica el tipo de lesion en los conejos en cada tratamiento experimental, las cuales se resumen
en una dermatitis granulomatosa con la presencia o ausencia de necrosis y tejido de granulacion.

tratamientos experimentales se observaron dos lesiones significativas, una de ellas fue la
dermatitis granulomatosa con diferentes grados de severidad y caracterizada por gran
cantidad de macréfagos y vacuolas de diferentes tamafios compatibles con lipidos, asi
mismo, se encontraron linfocitos, células plasmaticas y eosindfilos en cantidad variable.
La segunda lesidn estuvo menos frecuentemente presente acompafiando a la dermatitis
granulomatosa y consistio en necrosis, en ocasiones con vasculitis leucocitoclastica y
tejido de granulacion (Figuras 8 y 9).

Cabe destacar que el grupo control presentd lesiones similares, sugiriendo que el origen
de estas se debe al adyuvante empleado y/o solucion amortiguadora de fosfatos (PBS).
Este tipo de lesiones ha sido descrito en otros estudios donde se evaluo el uso de diferentes
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tipos de adyuvantes en conejos, incluyendo las emulsiones en aceite, en los cuales se
describe necrosis e infiltrado inflamatorio (Macedo, et al., 2013). La necrosis se ha
relacionado con la presencia de la vacuna en el tejido, ademas del trauma tisular generado
por la aguja (Powers, et al., 2007). Ante una lesion, el proceso de reparacién conlleva a
la proliferacion de fibroblastos, los cuales producen matrices de colagena. Ademas, se
genera un proceso de angiogénesis a partir de los vasos sanguineos lesionados dando lugar
a vasos sanguineos de nueva formacion (Tizard, 2018). Los adyuvantes que funcionan
como agentes de liberacidn, se caracterizan por formar un efecto de depdsito en el sitio
de inoculacion, preservando la conformacion del antigeno y propiciando una liberacion
prolongada del mismo, logrando una estimulacién continua de las células inmunitarias
(Burakova, et al., 2018; Spickler & Roth., 2003; Tizard, 2018). El aceite mineral en tejido
se congrega en gotas, las cuales, después de ser procesadas a través de deshidratacion y
aclaramiento a partir de alcoholes y xiloles se pierden, por lo que al ser evaluadas
finalmente se aprecian como espacios blancos. Estas vacuolas han sido descritas en otras

evaluaciones de emulsiones oleosas de vacunas, donde se le atribuye al aceite procedente
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al adyuvante. Los adyuvantes se usan con la finalidad de incrementar la respuesta
inmunitaria frente al antigeno presente en la vacunay su uso puede propiciar la generacion
de reacciones inflamatorias. Los aceites minerales utilizados como adyuvantes para la
elaboracion de vacunas son especialmente irritantes y pueden llegar a generar la
destruccién del tejido, cuyo dafio estimula a las células dendriticas y macrofagos,

favoreciendo la respuesta inmune contra el

antigeno inoculado (Tizard, 2018; Petrovski;
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Figura 9. Lesiones representativas observadas en el sitio de inoculacion durante el examen histopatoldgico
(tincibn H&E). A. Dermatitis granulomatosa (40X). B. Acercamiento de la imagen anterior (400X). C.
Dermatitis necrética (40X). D. Acercamiento de la imagen anterior (400X).

Se sefiala con un asterisco gris el infiltrado inflamatorio por macréfagos alrededor de vacuolas lipidicas. El
asterisco blanco sefiala las zonas de necrosis. Las flechas grises sefialan los macrdéfagos, mientras que las flechas
blancas sefialan eosindfilos. Las puntas de flecha blancas sefialan linfocitos, mientras que las grises células
plasmaticas.
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2015). Las reacciones de hipersensibilidad tipo | con respuesta tardia se caracterizan por
una gran cantidad de eosinéfilos que son atraidos al sitio donde se encuentra el antigeno
gracias al factor quimiotactico de eosinéfilo (ECF) liberado por los mastocitos en una
reaccion inicial (Owen, et al., 2014). Este tipo de reaccién da explicacion a la gran
cantidad de eosinofilos que se identificaron en el sitio de inoculacion en el presente
estudio (figura 10). La reaccion de hipersensibilidad, asi como las lesiones descritas en

m

P PG e < N

Figura 10. Hallazgos representativos del sitio de inoculacion de la vacuna (tincion H&E).
A. Imagen panoramica del sitio de inoculacion. Se observa la epidermis (asterisco gris) y la
dermis superficial (asterisco blanco). Se observan vacuolas de lipidos (punta de flecha blanca) e
infiltrado inflamatorio (punta de flecha gris) (40X). B. Se observan vasos de nueva formacion
(flecha gris), proliferacién de tejido conectivo fibroso (asterisco blanco), linfocitos (punta de
flecha blanca) y macréfagos (punta de flecha gris) (400X). C. Se observa vasculitis
leucocitoclastica eosinofilica (400X). Se observan eosinofilos (flecha blanca), células
plasmaticas (punta de flecha gris), macro6fagos con vacuolas en su interior (flechas grises) y
linfocitos (punta de flecha blanca). D. Vasculitis.
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este estudio se atribuyen al adyuvante utilizado en las dosis vacunales, ya que rara vez los
antigenos presentes en las vacunas son causantes de dichas reacciones, atribuyéndoseles

generalmente a los demas componentes de las vacunas (McNeil & DeStefano, 2018).

9.4.4.2 Hallazgos histopatolégicos

Un hallazgo importante durante la evaluacion histopatoldgica fue la presencia de
estructuras compatibles con coccidias en el higado e intestino delgado en conejos de todos
los tratamientos experimentales (Figuras 12 y 13 respectivamente). En algunos casos, las
lesiones se evidenciaron durante la evaluacion macroscopica como multiples
nodulaciones de consistencia firme y de color blanco en la superficie y parénquima
hepéatico. En la evaluacion microscopica de dichas lesiones, se observé una hepatitis
periportal linfocitaria con una dilatacion severa de los conductos biliares y presencia de
estructuras parasitarias ovoides de entre 20 y 30 um de largo en el epitelio y luz de estos
conductos, compatibles con coccidias. En los conductos biliares, ademas, se observo un
infiltrado inflamatorio linfocitario de leve a moderado en la ldmina propia. En algunos
casos fue evidente la presencia de focos necroticos en el parénquima hepético rodeados
por macréfagos, eosindfilos y tejido fibroso, dafio atribuido al dafio generado por los
parasitos (Figura 12). Como puede observarse en la figura 11, Gnicamente en dos
individuos de los 24 totales en experimentacién no se encontraron lesiones hepaticas
relacionadas con la presencia de coccidias, por lo que la mayor parte de los individuos en
todos los tratamientos experimentales se encontraban bajo una infeccion activa por
parasitos. En la imagen 12 se observan los hallazgos en intestino. Las lesiones se
caracterizaron por la presencia de parasitos compatibles con coccidias entre el epitelio y

en la luz intestinal. En las porciones del duodeno y yeyuno se observé un aumento entre
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Figura 11. Lesiones observadas en el higado en el examen histopatoldgico del higado.
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leve a moderado de los linfocitos intraepiteliales, asi como un aumento leve del tejido
linfoide asociado a mucosas (TLAM).

La coccidiosis en una de las enfermedades de mayor importancia que afecta a conejos
con fines de compafiia, produccién y para la investigacion. De entre la gran variedad de
especies que afectan al conejo doméstico, Eimeria stiedae es la que genera coccidiosis
hepatica, debido a que parte de su ciclo de vida se desarrolla en los conductos biliares. A
través de la trasmision oro-fecal, migra desde el tracto intestinal (via linfatica o
hematogena) hasta los conductos biliares. Los hallazgos histopatoldgicos asociados a
coccidias en este estudio son representativos a lo que se cita en la literatura, aunque puede
observarse también un infiltrado inflamatorio alrededor de los conductos biliares
compuesto de celulas plasmaticas, linfocitos, neutréfilos y macréfagos. Se ha descrito
que los paréasitos pueden encontrarse en el intestino delgado y las lesiones pueden llegar
a limitarse al higado (Pritt, et al., 2012; Duszynski & Couch, 2013). La informacion
anterior respalda el hecho de que las lesiones observadas en el higado en los distintos
tratamientos experimentales tuvieron origen a partir de una coccidiosis hepética y no por

un efecto la vacuna.
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Figura 12. Evaluacioén histopatoldgica del higado
(H&E). Imégenes representativas de la coccidiosis
hepéatica. A. Se observan zonas de infiltrado
inflamatorio linfocitario (punta de flecha blanca) y
centros necroticos (punta de flecha gris) con aumento
de tejido fibroso (asterisco) (40X). B. Hiperplasia
severa de los conductos billares (asterisco) e
infiltrado linfocitario periportal (punta de flecha)
(40X). C y D. Acercamiento de la imagen B, donde
se observan con mayor claridad las estructuras
compatibles con coccidias en diferentes estadios
(punta de flecha blanca) y el infiltrado inflamatorio
linfocitario en la Iamina propia de los conductos
biliares (punta de flecha gris) (400X).

E. Imagen macroscopica del higado, donde se
observan zonas irregulares de color blanco (punta de
flecha) sobre la superficie y el parénquima que
corresponden a colangitis linfocitaria hiplerplasica
severa asociada a coccidias.
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Figura 13. Evaluacion histopatolégica en intestino delgado, imégenes
representativas de coccidiosis (H&E). A. Porcion del ileon con presencia de
estructuras compatibles a coccidias en el epitelio y lamina propia (punta de flecha)
(100X). B y C. Acercamiento de la imagen anterior. Se observan con mayor claridad
las coccidias en diferentes estadios asi como (punta de flecha blanca), aumento de los
linfocitos intraepiteliales (punta de flecha gris) (400X).
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X. CONCLUSIONES GENERALES

Con base en los resultados en el presente trabajo, se concluye lo siguiente:

1.

El uso de la vacuna es seguro en conejos, sin generar lesiones mas alla de lo ya
descrito por diferentes autores con respecto a la accion del adyuvante empleado en el
sitio de inoculacion.

Se detectaron anticuerpos especificos en contra de la proteina quimérica recombinante
VHC en los tres tratamientos experimentales inmunizados con la misma, por lo que
se concluye que es inmunogénica.

La dosis de 60 pg (Tx 4) generd anticuerpos especificos detectables al dia 21 con una
sola inmunizacion y al dia 31 con una segunda dosis, por lo que se recomienda esta

dosis en futuros ensayos.

XIl.  CONSIDERACIONES FUTURAS

Para un futuro empleo comercial de la vacuna, es necesario llevar a cabo pruebas de

desafio en conejos, con la finalidad de determinar el nivel de proteccion que confiere la

vacuna contra la enfermedad. Un factor importante es que este tipo de pruebas solo

pueden llevarse a cabo en laboratorios de seguridad tipo 3.

Para la evaluacion de la vacuna en liebres y conejos silvestres, se requiere del desarrollo

de estrategias que permitan establecer un protocolo de inmunizacion que sea rentable y

aplicable dentro de los distintos ecosistemas mexicanos.
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X1, ANEXOS

Cuadro 6. Clasificacion de las lesiones en el sitio de inoculaciéon. Modificado y traducido de

Leenaars, et al., (1998).

Hallazgos patolégicos en los sitios de inyeccion de conejos inyectados por via subcutanea o intramuscular
con diferentes combinaciones de adyuvante/antigeno; clasificacién y calificacién aplicadas 2

Lesiones subcutaneas °
Grado 8

Grado 6

Grado 4

Grado 2

Grado 0

Lesiones exudativas extensas (generalmente acompafiando a
lesiones granulomatosas) con hemorragia severa, > 40 cm?
Lesiones similares a abscesos, diametro > 2 cm

Ulcera > 1cm

Lesiones exudativas (generalmente acompafiando a lesiones
granulomatosas) con hemorragia < 20cm?

Lesiones granulomatosas nodulares extensas 20-100 cm?;
necrosis central en granulomas; signos menores de inflamacion
aguda

Ulcera < 1 cm

Lesiones granulomatosas nodulares de 1-10 cm?, sin necrosis
central marcada ni hemorragia

Lesiones granulomatosas nodulares < 1 cm?

Minima opacidad difusa (proliferacion granulomatosa plana)
y/o hiperemia minima o local o sangrado petequial 5-25 cm?

Opacidad local negativa 0 minima o hiperemia/petequias < 5
2
cm

2En algunos casos, las lesiones recibieron una puntuacidén intermedia

b Cuando estaban presentes diferentes lesiones, se utilizd la puntuacion mas alta para clasificar el sitio de

inyeccion
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