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RESUMEN.

El presente trabajo fue realizado bajo el marco de los ensayos preclinicos de la vacuna
recombinante Quivax 17.4 contra el virus SARS-CoV-2, agente etioldgico de la COVID-19.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la seguridad de la vacuna Quivax 17.4 en bovinos
inmunizados y la produccién de anticuerpos especificos en sangre y leche. Se utilizaron 12
bovinos, divididos en dos grupos; uno de tratamiento y uno de control, con 6 individuos cada
uno. Los bovinos del grupo tratado recibieron dos dosis de 1 mL conteniendo proteina
quimérica mas adyuvante. El grupo control recibié solamente adyuvante. Las inmunizaciones
se realizaron los dias 0 y 21 utilizando concentraciones de 100 y 60 pg de la proteina
respectivamente. Durante tres dias posteriores a cada inoculacién, fueron evaluadas las
reacciones postvacunales de fiebre, inflamacion local en el sitio de aplicacion y el
hemograma. Adicionalmente se colectaron muestras de leche y sangre para la obtencion de
suero. La evaluacion del suero y leche también se llevo a cabo los dias 10, 21,31, 67 y 90
postvacunacion. Ninguna de las vacas inmunizadas presentd reacciones secundarias
adversas. No se detectd pirexia en ningun individuo durante la duracién del experimento. Se
presentaron reacciones locales leves en la mayoria de los individuos de ambos grupos
caracterizadas por la presencia de masas firmes de tamafio variable en el sitio de inoculacién,
mismas que involucionaron hasta desaparecer hacia el dia 60 postvacunacion. No se
presentaron alteraciones significativas en el hemograma vinculadas con la vacunacion. Por
medio de la técnica de ensayo de inmunoadsorcion ligada a enzimas (ELISA) indirecto,
fueron evaluados los anticuerpos IgG e IgA en suero y leche. La evaluacién de anticuerpos
confirmo la presencia de IgG en el suero de los animales inmunizados y los mayores titulos
fueron alcanzados hacia el dia 90 postinmunizacion. No se detectaron anticuerpos IgA en
leche ni en suero en ninguno de los animales vacunados. Como conclusion de este trabajo, la
vacuna recombinante Quivax 17.4 es segura debido a la ausencia de efectos secundarios
adversos en los animales inmunizados, asi mismo se comprobo la generacién de anticuerpos
IgG en sangre; sin embargo, la presencia de anticuerpos con isotipo IgA tanto en leche como
en suero no pudo ser detectada.

Palabras clave: COVID-19, SARS-CoV-2, vacuna, anticuerpos, leche, ELISA indirecto.



SUMMARY.

The present work has been done under the context of preclinical trials of the Quivax 17.4
recombinant vaccine against SARS-CoV-2, causal agent of COVID-19. The aim of this work
was to evaluate the security of Quivax 17.4 vaccine on immunized bovine and the production
of specific antibodies on serum and milk. The population used were twelve Holstein-breed,
dairy cows. The herd was divided aleatory in two groups, one of control and one of treatment,
with six animals each one. A dose of 1 mL of chimeric protein plus adjuvant were inoculated
to the treatment group. Control group received only a dose of adjuvant. Immunization took
place on days 0 and 21, using a protein concentration of 100 pg on the first vaccination and
60 pg on the second one. Post-vaccine reactions were monitored including local
inflammation signs, body temperature, hematic biometry, and the collection of blood and
milk samples. Additional reaction monitoring took place on days 10, 21 31, 67 and 90. No
animal showed a secondary adverse reaction or fever during the course of the evaluation.
Mild local inflammation signs were presented in most individuals, characterized by the
presence of firm masses, with fibrous touch and variable size on inoculation sites that
progressively involute about day 60 post vaccination. There were no significant alterations
on hematic biometry involved with vaccination. IgG and IgA antibodies detection in blood
serum and milk was carried out by indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
and confirmed the presence of 1gG class antibodies in serum of immunized animals. Higher
titers of 1gG class antibodies were found at day 90 postimmunization with an optic density
of 0.47. No IgA antibodies were found on serum or milk of any vaccinated animal. As a
conclusion of this work, the security of Quivax 17.4 and the generation of 1gG antibodies has
been proofed; perhaps, no IgA antibodies were detected on milk nor serum.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, vaccine, antibodies, milk, indirect ELISA.
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I. INTRODUCCION.

El brote inicial de la enfermedad denominada por la OMS como COVID-19 causada por el
Coronavirus emergente, SARS-CoV-2 originado en la ciudad de Wuhan, China,
concretamente en la provincia de Hubei, se convirtio en la antesala de una crisis global sin
precedentes. La acelerada transmision del virus hacia la mayoria de los paises del mundo, su
letalidad y elevada infecciosidad tuvieron como consecuencia que la Organizacion Mundial
de la Salud declarara la situacion como emergencia de caracter internacional el 30 de enero
del afio 2020, un mes posterior al primer caso reportado el 31 de diciembre de 20109.
Eventualmente, el 11 de marzo seria declarada oficialmente pandemia. A la fecha, se ha
vuelto una enfermedad prevalente en la mayoria de las regiones del orbe  (Centeno-Tablante
et al, 2020; Zhou et al, 2021).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, se estima que en el mundo existen
aproximadamente 637 millones de personas contagiadas con SARS-CoV-2, y 6.6 millones
de defunciones a causa de las complicaciones de infeccidn en cuestion por este virus (WHO,
2022). En México los datos de CONACYT revelan que, hasta el inicio del mes de diciembre
de 2022 un estimado de 7,443,315 millones de personas han sido infectadas a lo largo de la
pandemia, asi como la cantidad de 344,478 personas que han fallecido a causa de COVID-
19 (CONACYT, 2022).

Actualmente en el mundo existen 11 vacunas aprobadas por la OMS para uso de emergencia.
Por su parte, México cuenta con 9 vacunas aprobadas. Estas se basan en diferentes
plataformas vacunales como es el uso de moléculas de RNAm, vectores virales, el uso del
virion inactivado, y el empleo de subunidades proteicas inmunogénicas concretamente de la
proteina Sy sus fracciones S1y S2, asi como epitopos del dominio de unién a receptor (RBD)
(Mistry et al, 2022).

El presente trabajo se llevd a cabo utilizando una quimera multipeptidica recombinante con
epitopos presentes en el RBD de SARS-CoV-2, que fue sintetizada y purificada a partir de
un cultivo de Escherichia coli BL-21-Al en la que fue insertado un plasmido con el gen que
codifica a la quimera multipeptidica.

A la fecha del inicio del experimento, no existian reportes sobre estudios en los que se
demostrara que los anticuerpos producidos en ganado lechero contra SARS-CoV-2 podian
ser secretados en la leche. Por lo tanto, el andlisis del comportamiento de la quimera
multipeptidica fue llevado a cabo en modelos de la especie Bos taurus de la raza Holstein,
empleados como ganado productor lacteo en la unidad lechera de la Universidad Autdbnoma
de Queretaro, utilizando un esquema de dos inmunizaciones realizando la primovacunacion
en el dia 0 y posteriormente una segunda dosis al dia 21.

El objetivo planteado para esta tesis fue la evaluacion de la seguridad de la vacuna quimérica
desarrollada por la UAQ vy la evaluacion de la produccion de anticuerpos en suero y leche
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empleando la técnica de ELISA indirecta. La seguridad se evalu6 monitoreando el estado de
los animales en los dias posteriores a la inoculacion para descartar alguna reaccion secundaria
adversa, realizando revisiones para monitorear la temperatura corporal y posibles lesiones en
el sitio de aplicacion; ademas de la realizacién de hemograma para monitorear los valores
hematoldgicos presentados pre y postinmunizacion.

I1. ANTECEDENTES

2.1 Coronavirus

Los virus que se agrupan dentro de la familia Coronaviridae son particulas envueltas con
morfologia esférica, estas poseen un tamafio aproximado de 120 a 160 nm (ICTV, 2023).
Contienen un genoma que oscila entre las 26 a 32 kb, tratdndose del material genético viral
constituido por RNA con mayor tamafio conocido actualmente (Yang et al, 2020; Zhou et al,
2021). El origen de su nombre posee su raiz etimoldgica en el latin Corona cuya traduccion
al castellano tiene idéntico significado, y fue acufiado en 1967 por June Almeida, quien en
conjunto con David Tyrrel fueron pioneros en la obtencion de imagenes de particulas virales
mediante el uso de microscopia electronica. El nombre hace referencia a la morfologia del
virion apreciada en las micrografias con sus trimeros proteicos denominados proteina S,
protruyendo a partir de la membrana, hacia el exterior de la particula viral que recuerdan la
imagen de la corona solar (Henry, 2020).

Son pertenecientes al orden Nidovirales que forma parte del grupo IV de la clasificacion de
Baltimore y toma su nombre del latin nido, haciendo referencia a la transcripcién de diversos
RNA subgendmicos “anidados” en el extremo 3" del genoma (Zhou et al., 2021). Se trata de
particulas virales que poseen genomas grandes no segmentados, constituidos por RNA
monocatenario con sentido positivo, (Fher & Pearlman, 2015). A la fecha, se reconocen 8
subordenes pertenecientes al orden Nidovirales: Abnidovirineae, Arnidovirineae,
Mesnidovirineae, Monidovirineae, Nanidovirineae, Ronidovirineae, Tornidovirineae Yy
Cornidovirineae, éste ultimo alberga una tUnica familia, la familia Coronaviridae misma que
es considerada como la més extensa del orden. A su vez contiene tres subfamilias
Lethovirinae con una sola especie denominada Microhyla letovirus 1 (MLeV) aislado de la
rana Microhyla fissipes; Pitovirinae también con una sola especie que afecta peces del género
Oncorhynchus (Mordecai et al, 2019; Scoch et al, 2020) y Orthocoronavirinae donde
encontramos una extensa variedad de virus que pueden ser causantes de enfermedad
respiratoria, gastroentérica o nerviosa (Yang et al, 2020) en aves y mamiferos incluyendo a
la especie Homo sapiens (Zhou et al, 2021).

Por otra parte la subfamilia Orthocoronavirinae ha sido dividida en cuatro géneros
inicialmente agrupados por sus caracteristicas seroldgicas; sin embargo, en la actualidad su
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clasificacion se basa en criterios filogenéticos (Fher & Pearlman, 2015), estos son
denominados: Alphacoronavirus (Alpha-CoV), género mas diverso, donde se encuentran
varios virus de importancia veterinaria que afectan animales de produccién y compafiia;
Betacoronavirus (Beta-CoV) dentro del cual se encuentran virus de elevada capacidad
patogénica y de gran importancia epidemioldgica y epizo6tica. Ambos géneros poseen la
capacidad de infectar células de mamiferos y su mayor reservorio en la naturaleza se
encuentra en miembros del orden Chiroptera. Los dos géneros restantes, Gammacoronavirus
(Gamma-CoV) y Deltacoronavirus (Delta-CoV) son responsables de infectar principalmente
organismos aviares, y algunos mamiferos como cetaceos, félidos, mustélidos y suidos
(Cuadro 1) (Zhou et al, 2021).

Cuadro 1. Taxonomia de SARS-CoV-2 (Gorbalenya et al., 2020).

Nidovirales

Cornidovirineae

Coronaviridae

Orthocoronavirinae

Betacoronavirus

Sarbecovirus

Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus

SARS-CoV-2

Los virus pertenecientes a la familia Coronaviridae han sido objeto de especial atencién para
la virologia y la inmunologia veterinaria debido a su capacidad para infectar una variedad de
especies y provocar diversas enfermedades de indole respiratorio, gastroentérico, renal,
hepatico y nervioso en animales silvestres y domésticos, tanto de compafiia como con
finalidad productiva (Fher & Pearlman, 2015; Wang & Yoo, 2022). Es importante sefialar
que actividades como la urbanizacion, el cambio del uso de suelo para la agricultura, la
ganaderia y la urbanizacion, asi como el tréfico de fauna silvestre son factores que favorecen
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el surgimiento de nuevos coronavirus, y aumentan la probabilidad de recombinar sus
genomas entre si, al mantener diversas especies animales en contacto estrecho (Fher &
Pearlman, 2015; Focosi & Maggi, 2022; Poudel et al, 2020).

2.2 Especies de interés veterinario afectadas por virus de la familia Coronaviridae

Los coronavirus han sido reconocidos en la virologia veterinaria durante varias décadas.
Estos afectan a un amplio rango de animales domésticos y silvestres que significan un
potencial peligro para la salud publica y veterinaria. Estos virus son responsables de cuadros
respiratorios, entéricos, hepaticos y neuroldgicos; y son altamente adaptables y debido a su
capacidad de recombinacion existe la posibilidad de extender su rango de tropismo u
hospedador (Fher & Pearlman, 2015).

Alphacoronavirus Suidos ¢« TGEV Digestivo
domésticos y » PEDV
silvestres ¢ SADCoV
Canidos e CCoV Digestivo
Félidos e FECoV/ Digestivo
FIPV Nervioso
Fagocitico-mononuclear
Betacoronavirus Suidos * PHEV Digestivo
Nervioso
Canidos e CRCoV Respiratorio
Equidos ¢ ECoV Nervioso
Rumiantes e BCoV Respiratorio
domeésticos y Digestivo
silvestres
Roedores e MHV Nervioso
Hepatico
Gammacoronavirus Aves ¢ BV Respiratorio
Genitourinario
*» TCoV
Deltacoronavirus Suidos e PDCoV Gastroentérico

Cuadro 2. Coronavirus de interés veterinario
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2.3. Coronavirus humanos

Los Coronavirus patégenos que han sido aislados de seres humanos (HCoV), son
pertenecientes a los géneros Alpha-CoV y Beta-CoV, siendo estos ultimos los que presentan
mayor grado de infecciosidad, patogenicidad y letalidad, convirtiéndose en un foco de
atencion para la salud pablica. En general los coronavirus humanos son responsables de
infecciones en el tracto respiratorio, y algunos de ellos poseen la capacidad de infectar otros
tipos celulares, como células del sistema nervioso y digestivo, ademas de células hepaticas y
renales. Algunos de estos agentes han sido asociados con la exacerbacion de sintomas de
enfermedades cronicas como el asma y como agentes causales de sindromes neuroldgicos
cronicos como el de Kawasaki, asi como esclerosis maltiple (Liu et al, 2021).

A la fecha se han aislado 7 virus patdgenos en humanos pertenecientes a los géneros
Alphacoronavirus y Betacoronavirus (Hartenian et al, 2020), ademas de los casos recientes
de infantes haitianos afectados por PDCoV (Lednicky et al, 2021).

Cuadro 3. Coronavirus que afectan al ser humano.
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Alphacoronavirus

HCoV-229E

Aislado por primera vez en la década de 1960, causa
rinorrea, rinitis, cefalea y malestar general. Quirdpteros
fungen como reservorios y camélidos como hospedadores
intermediarios. Asociado como agente etioldgico o
predisponente para el sindrome de Kawasaki (Liu et al,
2021; Fher & Pearlman, 2016; Su et al, 2016).

HCoV-NL63

Aislado en 2004, es responsable de fiebre, tos, dolor de
garganta, bronquitis y neumonia. Los Quir6pteros fungen
como reservorios. Asociado con la presentacion del
sindrome de Kawasaki (Poudel et al, 2020; Abdul-Rasool
et al, 2010; Weng et al, 2019; Pyrc et al, 2006).

Betacoronavirus

HCoV-0C43

Aislado por primera vez en 1967. Provoca rinorrea, rinitis,
cefalea y se ha demostrado su capacidad neurotrdpica. Los
roedores fungen como reservorios (Liu et al, 2021; Poudel
et al, 2020; Liu et al, 2021).

HCoV-HKU1

Aislado en 2004. Causa fiebre, dolor de garganta, tos,
rinorrea. Se ha asociado a cuadros hepaticos y
gastroentéricos. Los roedores fungen como reservorios
(Woo et al, 2004; Woo et al, 2009; Poudel et al; 2020).

MERS-CoV

Aislado por primera vez en 2012, causante de brote
epidémico. Es el agente etioldgico del sindrome
respiratorio de medio oriente, que cursa con: fiebre,
malestar general, mialgia, cefalea, tos, dolor de garganta,
disnea, diarrea, vomito, cuadros neuroldgicos, vasculares y
coagulopatias; shock séptico y ARDS. Los quirdpteros
fungen como reservorio y camélidos como hospedadores
intermediarios (Chafekar & Fielding, 2018; Poudel et al,
2020; Raaban et al, 2020).

SARS-CoV

Aislado por primera vez en 2002, es responsable de brote
epidémico. Es agente causal del sindrome agudo
respiratorio severo, que se caracteriza por la presencia de
fiebre, tos, mialgia, cefaleas, diarrea, disnea y neumonia.
Quiropteros fungen como reservorio y algunos procidnidos,
vivérridos y mustélidos como hospedadores intermediarios
(Raaban et al, 2020; Poudel et al, 2020).
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SARS-CoV-2 | Aislado por primera vez en 2019. Causante de brote
pandémico. Es agente etioldgico de la COVID-19 que cursa
con fiebre, tos, fatiga, mialgia, cefalea, artralgia, dolor de
garganta, disnea y ARDS; asi como cuadros nerviosos,
gastroentéricos y vasculares. Los Quirdpteros fungen como
reservorio y aln no se conoce con certeza al hospedador
intermediario (Ke et al, 2020; Delaune et al, 2021; Xiao et
al, 2020; Wang et al, 2020; WHO, 2021).

2.3.1 SARS-CoV-2

Es la denominacion asignada por el ICTV (International Committee of Taxonomy of Virus)
al agente viral inicialmente denominado 2019-nCoV, causante de la pandemia de COVID-
19 (Coronavirus Disease 19) que comenzo en diciembre del afio 2019, en la ciudad China de
Wuhan como un brote de enfermedad respiratoria aguda severa (Ke et al, 2020).

Los origenes del SARS-CoV-2 aun permanecen sin ser completamente esclarecidos; sin
embargo, se sabe que posee una alta relacion genomica con algunos virus aislados afios atras
en quirdpteros del genero Rhinolophus, presentes en varias provincias en China. Se deduce
que la presencia de virus similares al SARS-CoV-2 poseen un amplio rango de distribucion
geografica, mas alla del epicentro de la pandemia (Delaune et al, 2020).

El coronavirus que presenta mayor relacion filogenética con SARS-CoV-2 es el RaTG13-
CoV, aislado de ejemplares de la especie Rhinolophus affinis en Yunnan, China durante 2013
con el cual comparte 96% en la homologia de sus secuencias, por lo que se hipotetiza que
este también tiene su reservorio natural en quirépteros y que posiblemente algun animal
silvestre en contacto continuo con la poblaciébn humana fungié como hospedador
intermediario o amplificador del agente, propiciando su diseminacién zoondtica (Bakhiet &
Taurin, 2021; Delaune et al, 2021). Dicho agente posee un 100% de homologia en las
secuencias de amino&cidos de la proteina E, 98.6% en M, 97.8% en Ny 90.7% en su proteina
S; en la que particularmente su RBD es casi idéntico al de SARS-CoV-2 difiriendo
Unicamente en un aminoacido (Xiao et al, 2020). Adicionalmente, se han realizado pruebas
seroldgicas en las que anticuerpos antiSARS-CoV-2 producen una fuerte reaccion cruzada
contra RaTG13 (Liu et al, 2021).

Es importante sefialar que SARS-CoV-2 posee un porcentaje de homologia de su genoma de
40 a 50% con MERS-CoV y 79.6% con relacion a SARS-CoV, ademas con este Gltimo
comparte las 4 proteinas estructurales y la codificacion de 16 NSPs mediante el ORFlab
(Yang et al, 2020; Bakhiet & Taurin, 2021). A pesar de las similitudes presentes entre las
secuencias de aminoacidos y las estructuras proteicas de los Sarbecovirus, SARS-CoV y
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SARS-CoV 2, se ha observado una homologia escasa, de aproximadamente un 40% en las
secuencias de aminoacidos del subdominio externo conocido como dominio de union a
receptor, o receptor binding domain (RBD), asi como un 76.5% en lo que respecta a la
estructura de la proteina S, ademas de algunas NSP como lo son: ORF8, ORF3b y ORF10
(Aryaetal, 2021; Yang et al, 2020).

El virion posee morfologia esferoidal, con un diametro aproximado de 91-100 nm sin contar
las espiculas de la proteina S, mismas que miden un promedio de 23 nm (Laue et al, 2021).
Consta, en el exterior de una bicapa lipidica obtenida mediante la exocitosis realizada a partir
de la célula previamente infectada, en la que este fue ensamblado. Presenta 4 proteinas por
medio de las cuales se encuentra conformado estructuralmente el virion: S, M, E, y N. El
virion posee la presencia de ciertos relieves presentes en la membrana que corresponden a la
proteina N, ademas de presentar la protrusion de trimeros glicoproteicos que conforman a la
proteina S, misma que le confiere al virion su forma caracteristica de “corona solar” al ser
observado por medio de microscopia electronica, esta posee la capacidad de union al receptor
de la enzima convertidora de angiotensina (ACE-2) y tiene como funcion esencial la unién
virus-célula y mediar la internalizacion del material virico al interior de la célula diana
(Figura 2) (Ke et al, 2020).
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Figura 1. Estructura del virion de SARS-CoV-2 (tomado de Parks & Smith , 2020).

El material genético del virus en cuestion consta de RNA monocatenario con sentido
positivo, con aproximadamente 29 kb y es capaz de codificar 27 proteinas (Bakhiet & Taurin,
2021). EI RNA gendmico (gRNA) que posee el virus SARS-CoV-2 consta de 14 marcos
abiertos de lectura u open reading frames (ORF), dos ORFs principales comprenden 2 tercios
del genoma y son denominados ORFla y ORF1lb mismos que se superponen entre si
provocando durante la traduccion, el fenébmeno conocido como desplazamiento de marco
ribosomal (-1) o Ribosomal Frameshifting (-1) (Arya et al, 2021). Como consecuencia de la
escision de ORFla y ORF1b se traducen dos poliproteinas (PPla y PP1ab) que pueden ser
expresadas usando directamente como molde la cadena de RNA+ (Hillen et al, 2021)
posteriormente seran procesadas por medio de las proteasas virales denominadas Main-
protease (Mpro) y Papain-like protease (PLpro) para llevar a cabo la produccion de las NSPs
1 a 16. En el tercio restante del genoma se encuentran ORFs superpuestos que son
codificantes para las 4 proteinas estructurales caracteristicas de la familia: S, M, E'y N,
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ademas de otras proteinas accesorias denominadas ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS8,
ORF9 y ORF10 (Figura 1) (Arya et al, 2021).
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Figura 2. Localizacidn de proteinas estructurales y no estructurales (NSP) en el genoma de SARS-CoV-
2 (tomado de ViralZone, 2020).

2.4. Componentes del virus SARS-CoV-2

Como se ha mencionado anteriormente, el virion de SARS-CoV-2 se encuentra conformado
por 4 proteinas de caracter estructural y 11 proteinas accesorias con diversas funciones
(Cuadro 2), entre las que destacan la induccion de apoptosis, antagonismo de IFN-1,
supresion de la respuesta antiviral por parte de la célula, activacion de inflamasomas y
generacion de “tormenta de citocinas” (Arya et al, 2021; Redondo et al, 2021).

A continuacion, se realiza una breve descripcién de la funcién de las proteinas estructurales
y NSPS codificadas por SARS-CoV-2:

e Proteina E.

Se trata de la proteina estructural mas pequefia presente en el virién, conformada por 75
aminoacidos. Comprende tres dominios, un dominio N- terminal hidréfilo, un dominio
transmembranal hidrofébico (TMD) y un dominio C-terminal hidréfilo. Juega un papel
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importante en el ensamblaje del virion, se especula su rol en el proceso de diseminacion de
las particulas virales, cambios de potencial de membrana y la capacidad de activar el
inflamasoma del hospedador, por lo que se deduce que podria estar involucrada en la
induccion de tormenta de citocinas. A su vez, su interaccion con la proteina M promueve la
flexibilidad de la membrana, curvandola y dando forma a la particula viral (Decaro et al,
2020; Hartenian et al, 2020; Arya et al, 2021; Cao et al, 2021).

e Proteina M.

Es la proteina estructural mas abundante en el virién y es responsable de originar la forma y
los limites de la envoltura viral. Se trata de una glicoproteina que esta conformada por 222
aminoacidos, se divide en un ectodominio amino-terminal, un dominio transmembranal de
estructura triple helicoidal y un dominio interno largo carboxi-terminal (Decaro et al, 2020;
Cao et al, 2021). Se conoce su papel importante en la incorporacion de componentes
esenciales para el nuevo virion durante la morfogénesis viral y al unirse con la proteina N
realizan el empaquetamiento del genoma en nuevas particulas virales (Hartenian et al, 2020).
Su interaccién con el resto de proteinas estructurales causa la estabilizacion de la
conformacion del virion (Cao et al, 2021).

e Proteina N.

Se trata de una fosfoproteina compuesta por un NTD y CTD con capacidad de union a RNA
(Dinesh et al, 2020). Tiene como funciones la modulacion de la replicacion y sintesis de RNA
viral mediante interacciones con Nsp3 (Decaro et al, 2020; Arya et al, 2021). También es
capaz de unir el RNA genomico con la membrana e interviene en el empaquetamiento de
este en una ribonucleo-cépside helicoidal para su posterior ensamblaje en el interior del virion
(Dinesh et al, 2020; Arya et al, 2021). La proteina de nucleocapside, suele producirse en
grandes cantidades durante una infeccion, una consideracién importante sobre la proteina N
es que posee alta capacidad inmunogénica, por lo que eventualmente deberia tomarse en
cuenta como objetivo para la produccion de vacunas anti SARS-CoV-2 (Arya et al, 2021).

e Proteina Sy su receptor ACE-2

Se trata de una proteina de fusion de Clase I, que es caracteristica de los virus envueltos.
Posee en comun una estructura trimérica, altamente glicosilada con el péptido de fusion
oculto hasta que un desencadenante como puede ser la union a receptor o un descenso del
pH, permite la fusion de membranas y permite la internalizacion del material viral la célula
huésped (White et al, 2008).
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Cuadro 4. Principales funciones de las proteinas no estructurales de SARS-CoV-2.

Nspl Interfiere con la sintesis proteica del hospedador, para entorpecer la respuesta inmune
innata. Supresion de apoptosis (Raj, 2020; Arya et al, 2021).

Nsp2 Interviene en la interrupcion de las sefializaciones intracelulares (Raj, 2020).

Nsp3 (PLp) Enzima requerida para el procesamiento de las poliproteinas virales para generar un
complejo replicativo funcional y permitir la dispersién viral. Realiza modificaciones
enzimaticas postraduccionales en proteinas del hospedador (Shin et al, 2020; Arya et al,
2021).

Nsp4 Interviene en la replicacién y el ensamblaje de estructuras replicativas (Raj, 2020).

Nsp5 (Mpro) Actividad enzimatica implicada en la escision de las poliproteinas virales Ppla y Pplab
para la generacion de 12 proteinas funcionales (Arya et al, 2021).

Nsp6 Genera autofagosomas a partir del reticulo endoplasmico e interviene en la autofagia (Raj,
2020).

Nsp7/Nsp8/Nspl | La RNA polimerasa dependiente RNA(Nsp12) en conjunto con Nsp7 y Nsp8 forman el

2 complejo de replicacion-transcripcion necesario para la sintesis, encasquetamiento y

(RARP/NiRAN)

prueba de lectura del genoma de RNA. Esencial para la incorporacién y polimerizacion de
nucleétidos de RNA (actividad nucleotidiltransferasa) (Arya et al, 2021; Hillen, 2021).

Nsp9 Interactia con Nsp8 para la replicacién y virulencia (Raj, 2020; Arya et al, 2021).

Nspl10 Interactia con Nsp14 y Nsp16 para formar el complejo de metilacién del RNA (Raj, 2020;
Arya et al, 2021).

Nspll Posé actividad en la replicacion del material genético (Raj, 2020).

Nspl13 Actividad RNA ATPasa y helicasa (Raj, 2020).

21



Nspl14 Actividad exorribonucleasa, metiltransferasa y de prueba de lectura. Se asocia a la
evolucién y mantenimiento del gran genoma de RNA de la familia Coronaviridae (Raj,
2020; Arya et al, 2021).

Nsp15 Actividad de endorribonucleasa, implicada en la evasion de los mecanismos de defensa
celulares para la deteccion de RNA viral (Raj, 2020; Arya et al, 2021).

Nsp16 Actividad metiltransferasa para el encasquetamiento del RNA (Arya et al, 2021).

Siguiendo el modelo tipico de las proteinas de fusion de clase I, la proteina S madura protruye
a partir de la membrana viral. Consta de 1273 aminoacidos, y posee una estructura
homotrimérica, conformada por dos subunidades denominadas S1y S2. La S1 se conforma
por un dominio N-terminal (S-NTD) cuya funcidn se ha propuesto como estabilizador de S2
durante su conformacion de postfusion; y la presencia del dominio de union areceptor o RBD
(Wang et al, 2020; Arya et al, 2021; Jackson et al, 2022; Mistry et al, 2022) mismo que a su
vez se encuentra conformado por dos dominios principales, el nucleo y las subunidades
externas. Esta formado por una estructura de 5 hebras retorcidas con estructura B-laminar
antiparalela, denominadas B1, B2, B3, p4 y B7, con hélices y bucles de conexion corta que
conforman el ndcleo, a partir de este, entre las laminas B4 y B7, se forma una extension
denominada motivo de union a receptor o RBM formado por bucles y o-hélices ademas por
parte de las cadenas cortas B5 y 6, este posee la mayor cantidad de sitios de unién a la
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE>), formando una estructura en forma de “cuna”
para la aproximacién con esta (Figura 3) (Lan et al, 2020; Wang et al, 2020; Arya et al, 2021;
Jackson et al, 2022).
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Figura 3. Estructura de la subunidad S1, dominio de unién a receptor (azul) y motivo de union a
receptor o RBM (rojo) unida a su receptor ACE-2 (verde) (Lan et al 2020).

Durante la conformacion de prefusion, el dominio HR1 forma 4 hélices para fungir como el
soporte principal de S2. Una vez que S1 ha hecho contacto y se ha unido a su receptor, se
llevan a cabo cambios estructurales que desembocan en el estado de postfusién en el que
ambas subunidades son disociadas por medio de la accion proteolitica de las proteasas del
hospedador denominadas TMPRSS2 y catepsinas. Posteriormente, el complejo de tres pares
de HR1 y HR2 forman la estructura denominada haz de 6 hélices o 6HB de la cual emerge
FP la cual sufre otro proceso proteolitico. Esta serie de cambios provocan que ambas
membranas se fusionen dando paso a la internalizacion del material genético viral (Arya et
al, 2021). La funcion principal de la subunidad S2 es, por tanto, el anclaje y fusion de la
membrana viral con la membrana de la célula blanco (Wang et al, 2020).

El RBD por su parte, es capaz de adoptar dos conformaciones distintas, estas se denominan
como estado abierto y cerrado. El primero favorece la unién a ACE: debido a la exposicién
del RBD con su conformacion “hacia arriba” y promueve el inicio del proceso de fusion de
membranas. Por su parte el estado cerrado podria tener funcion de enmascaramiento o
evasion del sistema inmunitario (Wang et al 2020).
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Figura 4. Estructura de las subunidades S1y S2 de la proteina S (tomado de Arya et al, 2021).

La proteina S de SARS-CoV-2 reconoce como receptor a la enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACEz), (Arya et al, 2021). ACE2, es una peptidasa transmembranal que
puede encontrarse activa tanto unida a la membrana, como en forma soluble. Juega un papel
importante en el eje renina-angiotensina-aldosterona en el que se ven inmiscuidos la
regulacion de la presion sanguinea, el balance electrolitico y la resistencia vascular (Sajdel-
Sulkowska, 2021). Se encuentra constituida por 805 aminoacidos y posee 4 dominios: un
péptido de sefial en el extremo N-terminal, un sitio activo con actividad metaloproteasa, un
dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico en el extremo C-terminal (Yalcin et
al. 2021). Concretamente, se encarga de la hidrolisis de la angiotensina Il regulando su rol
como vasoconstrictora, degradandola en angiotensina Il con papel vasoconstrictor poco
eficaz, angiotensina IV y angiotensina 1-7 que presentan actividad opuesta a la angiotensina
Il fungiendo como vasodilatadores; y angiotensina 1-9 como péptido inactivo (Soler et al,
2008). ACE», se encuentra distribuida principalmente en el epitelio pulmonar, en los
neumocitos tipo 2, lo que explica la especial susceptibilidad de dicho 6rgano a la infeccion
por SARS-CoV-2; sin embargo, también existe expresion de esta enzima en cardiomiocitos,
riflones, testiculos, sistema nervioso central, placenta y tracto gastrointestinal (Soler et al,
2008; Yalcin et al, 2021), con altas concentraciones de esta en el ileon y colon (Guo et al,
2021). Se ha comprobado que la afinidad de SARS-CoV-2 hacia ACE: es entre 10-20 veces
mayor que la presentada por SARS-CoV lo que podria explicar en parte sus caracteristicas
de alta infecciosidad (Yalcin et al, 2021). Las funciones principales de la proteina S son la
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union al receptor celular especifico (ACE>) y mediar la fusion de sus membranas, ademas es
el principal inductor para la generacion de anticuerpos neutralizantes (Decaro et al, 2020).

Resulta l6gico, que uno de los mayores esfuerzos de la investigacion en vacunas anti SARS-
CoV-2, se centre en la generacién de inmunidad contra la proteina S. Con esta finalidad, han
sido utilizadas diversas plataformas/ tecnologias vacunales como lo es el uso de vectores
virales para la expresion directa de la proteina en cuestion, vacunas basadas en &cidos
nucleicos como RNAmM y DNA, ademéas de la sintesis de la proteina S recombinante
(Hartenian et al, 2020), tal es el caso de la vacuna utilizada en el presente estudio.

2.5. Mecanismo de infeccion.

Una vez que SARS-CoV-2 ha ingresado al organismo y ha evadido la respuesta inmune de
manera suficiente para llegar al contacto con su célula diana, este procede a unirse a su
receptor. Una vez que la subunidad S1 de la proteina S se ha unido a ACE», esta es escindida
y activada por medio de la actividad proteolitica de TMPRSS2 a nivel de membrana y
Catepsina L a nivel endosomal en caso de usar la via de endocitosis. El sitio S1/S2 de SARS-
CoV-2 sufre una escisién por la enzima furina durante su biosintesis, pre activandola para su
fusion con la célula a infectar. Esto se especula que le facilita la exposicion de los sitios S2°
para su posterior proteolisis por medio de TMPRSS2 (Hartenian et al, 2020; Jackson et al,
2021).

Existen dos vias para la internalizacion del material viral, la primera se da por union a ACE>
y la subsecuente accion de TMPRSS2 cambiando a la conformacion de post fusién y dando
lugar a la liberacion del péptido de fusion de la subunidad S2 iniciando la formacién de un
poro que se va agrandando conforme las membranas, viral y celular se fusionan por completo,
dando acceso del genoma al citoplasma (Hartenian et al, 2020; Jackson et al, 2021). La otra
posible via es la endocitosis, esta se lleva a cabo cuando el complejo Virus-ACE; se
encuentra desprovisto de proteasas TMPRSS2 para ser activado; por tanto, se activa la
endocitosis mediada por clatrinas donde la catepsina L promovera la fusién con la membrana
del endosoma para la liberacion del genoma viral al citoplasma (Jackson et al, 2021).

Un conjunto de Nsp's (Nsp2- 16) instauran complejos de replicacion y transcripcion (RTC)
que como se infiere, es el lugar en el interior de la célula infectada donde se copia y transcribe
la informacién genémica y sub gendmica, esta Ultima necesaria para la traduccién de las
proteinas estructurales y accesorias (Hartenian et al, 2020).

La replicacion del material genético de SARS-CoV-2 esta mediado por un multicomplejo
proteico conformado por la RNA polimerasa dependiente de RNA (Nspl12); 2 factores de
procesividad (Nsp 7 y Nsp8), una helicasa (Nsp13), una proteina de union de hebra simple
(Nsp9), una exonucleasa con actividad de prueba de lectura (Nspl4), y enzimas de
encasquetamiento como Nsp 10 y Nsp 16 (Hartenian et al, 2020; Rastogi et al, 2020).
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Los RTC generan intermediarios completos de RNA (-), lo que se usa posteriormente como
molde para la sintesis de RNA (+) gendmico, para el empaquetamiento de nuevos viriones y
RNA subgendmico para la sintesis de las proteinas S, E, M y N asi como proteinas accesorias
(Rastogi et al, 2020; Arya et al, 2021).

Posteriormente las proteinas estructurales penetran al interior del reticulo endoplasmico, y a
su vez la proteina N se une al RNA (+) para la formacién del complejo ribonucleoproteico,
después las 3 proteinas mas el complejo ribonucleoproteico se desplazan hacia los
compartimentos ERGIC donde los viriones completan su proceso de ensamblaje y
maduracion para brotar hacia el exterior de Golgi en el interior de pequefas vesiculas que se
dirigiran hacia la membrana plasmatica para fusionarse y ser expulsadas al espacio
extracelular por medio de exocitosis, una vez en el exterior de la célula los viriones recién
expulsados son capaces de infectar una nueva celula (Figura 5) (Rastogi et al, 2020; Arya et
al, 2021).
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Figura 5. Esquema de la infeccion y ciclo replicativo de SARS-CoV-2 (Tomado de Harrison et al, 2020;
Mechanisms of SARS-CoV-2 Transmission and Pathogenesis)
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2.6. Variantes

Se entiende como variante un genoma viral que ha sufrido mutaciones, y por tanto cambios
en su secuencia de nucle6tidos de manera natural durante la replicacion del mismo (CDC,
2021 (1); Mistry et al, 2022). Dichas mutaciones, podrian en ocasiones generar variantes que
podrian limitar el funcionamiento éptimo de la vacunacién o de la inmunidad natural en
comparacion con las variantes que circulaban previamente. Estas mutaciones se llevan a cabo
mayoritariamente en la secuencia de la proteina S, concretamente en la region del RBD
(Mistry et al, 2022).

Una de las principales preocupaciones es la presencia de nuevos linajes con mutaciones
asociadas a la capacidad de evitar el reconocimiento de la proteina S con anticuerpos
neutralizantes lo que se conoce como evasion inmune (Jackson et al, 2021). A pesar de los
cambios constantes generados en el genoma de SARS-CoV-2, su tasa de mutacion es mucho
menor que otros virus de RNA debido la presencia de la enzima EXoN (Nsp14) con actividad
exonucleasa y prueba de lectura que permite la correccién de errores y la fidelidad durante
el proceso de replicacion (Mistry et al, 2022; Hirabara et al, 2022).

Ademas de los posibles errores de replicacion, existen otros eventos que permiten al agente
viral la generacion de variantes con posible capacidad de evasion inmune o presentar
alteraciones bioldgicas en contraste con variantes de circulacion anterior, como lo son la
presion selectiva ejercida por medio de algunos tratamientos como terapias de anticuerpos
monoclonales, suero hiperinmune o vacunas; ademas de ciertos factores ambientales que
podrian influir en dicha seleccion. Ha de tomarse en cuenta también, como recurso de
variacion genética, la presion ejercida por medio de la edicion o modificacion de RNA viral
por medio de enzimas editoras de RNA presentes en el hospedador, ademas de la posibilidad
de recombinacidn entre variantes, la adaptacion a nuevas especies animales y la subsecuente
transmision zoondtica; asi como la evolucion acelerada y la prolongacion de la diseminacion
de particulas virales en pacientes inmunocomprometidos con cursos cronicos de COVID-19
(Figura 6) (Mistry et al, 2022).

Actualmente la OMS usa dos designaciones para hacer referencia a las variantes que
presentan ciertos cambios en su comportamiento que pueden involucrar la disminucion de la
eficacia de tratamientos y medidas inmunoprofilacticas, asi como la severidad de la
enfermedad y la capacidad de transmision. Estas son denominadas como Variantes de Interés
(VOI) y Variantes de Preocupacion (VOC) (WHO, 2022) (2) los criterios de dicha
clasificacion se describen a continuacion.
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Figura 6. Factores implicados en el surgimiento de nuevas variantes (Tomado de Mistry et al, 2022)

e Variantes de Interés (VOI)

Presencia de cambios en el genoma que suponen la alteracion de infecciosidad, virulencia,
evasion inmune o de deteccion diagnostica y tendencia creciente de casos, asi como cualquier
caracteristica que sugiera un nuevo riesgo para la salud publica (WHO, 2022). (2)

Las VOI reconocidas por la OMS se basan en modelos predictivos que muestran la
posibilidad de alteraciones en la transmision, virulencia y efectividad de la inmunidad
adquirida por vacunas. Estos son los linajes Lambda (C37) cuyo primer hallazgo fue
realizado en Per0 a finales de 2020 y Mu (B.1.621) emergida en Colombia a inicios de 2021
(Mistry et al, 2022; WHO, 2022) (2). Ademas, existen otros linajes bajo monitoreo
denominadas: B.1.1.318, C.1.2 y B.1640 emergidas a mediados y finales del afio 2021
(WHO, 2022).

e Variantes de Preocupacion (VOC)

Variante para la cual existe evidencia del aumento de la transmisibilidad (mayor cantidad de
casos), aumento de la virulencia (mayor cantidad de casos graves) y cambios en la
presentacion clinica de la enfermedad; asi como la disminucion de eficacia de las medidas
de salud publica, diagnéstico, tratamientos, vacunas y reduccion de los niveles de
neutralizacion viral (WHO, 2022).
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Las VOC que han emergido, poseen caracteristicas comunes en las mutaciones de la proteina
S. Existen 4 modificaciones de aminoacidos presentes en el RBD que han sido el principal
foco de estudio para evaluar su impacto en la virulencia y evasion inmune. Estas son: N501Y,
comun para Alpha, Beta, Gamma y Omicron; E484K/Q/A y K417T/N presentes en Beta,
Gamma y Omicron; y L452R que solamente es presentado por el linaje Delta (Cuadro 3)

(Mistry et al, 2022).

Las variantes de SARS-CoV-2 que han emergido recientemente poseen caracteristicas de
mayor transmisibilidad y sensibilidad reducida a los mecanismos inmunes, resulta claro que
el surgimiento de variantes supone riesgos para la efectividad de las vacunas y el
establecimiento de una inmunidad de largo plazo por lo que resulta crucial la determinacion
de la efectividad de las vacunas contra las variantes en circulacion actual (Mistry et al, 2022).

Cuadro 5. Variantes de interés (VOI) de SARS-CoV-2.

Presenta mayor afinidad a ACE-2 y posee entre 40 y 70% de mayor
transmisibilidad que la variante original de Wuhan. Posee 23
mutaciones en los genes que codifican para las proteinas S, N y
ORF 8 (Hirabara et al, 2022; CoVariants, 2022).

Posee varias mutaciones que le confieren mayor capacidad de
supervivencia y adaptacion en comparacion con las variantes
previas a su surgimiento, asi como transmisibilidad y reinfecciones
(Hirabara et al, 2022). Presenta reduccion de eficacia a tratamientos
con anticuerpos monoclonales y suero convaleciente (CoVariants,
2022).

Posee alta transmisibilidad, elevada afinidad a ACE2, es capaz de
realizar evasion del sistema inmune, ademas del riesgo de
reinfeccion (Hirabara et al, 2022; CoVariants, 2022).

Septiembre/2020 Reino Unido
Octubre/2020 Sudafrica
Enero/2021 Japon

Diciembre/2020 India

Posee 8 mutaciones en la proteina S, que le confieren mayor
eficiencia en cuanto a transmisibilidad con un RO de 5.08, asi como
un mayor riesgo de hospitalizacién y evasion inmune. Posee
mutaciones asociadas a una alta afinidad a ACE-2 y relacionadas
con una alta carga viral. Todas las vacunas aprobadas a la fecha
son efectivas contra los sublinajes de B.1.617 (Hirabara et al, 2022;
Mistry et al, 2022).
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Noviembre/2021 Sudafrica Es el linaje predominante en las 6 regiones geograficas de la OMS.
Posee 50 mutaciones, 30 de las cuales se encuentran en el gen
codificante para la proteina S y le confieren mayor
transmisibilidad, infectividad, afinidad de receptor, reinfeccion y
evasion inmune. Asi como mutaciones en el gen codificante para la
proteina N relacionadas a una mayor carga viral. No existe
evidencia de mayor riesgo de enfermedad severa, ni evasion
inmune generada a cualquiera de las vacunas aprobadas
actualmente (Hirabara et al, 2022; ECDC, 2022; CoVariants, 2022;
WHO, 2022).

2.7. COVID-19

Se trata de la denominacion que la OMS dio a la enfermedad emergente cuyo agente
etiologico es SARS-CoV-2. Los primeros casos ocurrieron durante la mitad del mes de
diciembre de 2019 en Wuhan, China. Durante el rastreo epidemioldgico se observo que los
4 pacientes infectados se encontraban relacionados con el mercado de Huanan donde distintas
especies de animales silvestres y domésticas son comercializadas (Chams et al, 2020).

En diciembre 30, por medio de secuenciamiento genémico y anélisis bioinformatico se revel6
la presencia de material genético tipico de Betacoronavirus 2B con un 96% de homologia de
sus secuencias con RaTG13-CoV. El 8 de enero fue anunciado oficialmente que el agente
causal se trataba de un Betacoronavirus emergente inicialmente denominado 2019-nCoV y
un mes mas tarde SARS-CoV-2 (Chams et al, 2020).

En enero 13, se notificd del primer caso fuera de China, en Tailandia. En enero 23 las
autoridades chinas ordenaron el confinamiento estricto de Wuhan. En enero 30 la OMS
declaré emergencia global y el 11 de marzo fue oficialmente declarada como pandemia
(Cham et al, 2020).

2.7.1 Transmisién.

El mecanismo para la transmisién del agente en cuestion se lleva a cabo durante el contacto
estrecho humano-humano mediante gotas y aerosoles despedidos por nariz y boca de
individuos infectados, generados al toser, estornudar, respirar y hablar o cantar. La infeccion
se puede llevar a cabo cuando estas microparticulas son inhaladas o tienen contacto con las
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mucosas nasal, oral y ocular (Rastogi et al, 2020; WHO, 2021) (3). La propagacién de las
particulas virales suele darse mayoritariamente en lugares concurridos en ambientes con poca
ventilacidn en los que las personas suelen pasar largos periodos, debido a la capacidad de los
aerosoles para mantenerse en suspension en el aire durante cierto tiempo antes de depositarse
en las superficies, los viriones aerosolizados poseen una vida media de 1 a 3 horas (Wang et
al, 2021; WHO, 2021) (3). A su vez, un individuo podria contraer la infeccion al mantener
contacto con superficies o fomites contaminados y posteriormente realizar contaminacion
cruzada tocando sus ojos, nariz o boca (WHO, 2021).

Durante la primera mitad de 2021, tanto OMS como CDC reconocieron de manera oficial la
inhalacion de aerosoles como ruta de transmision de SARS-CoV-2 (Wang et al, 2021).

El nimero bésico de reproduccién o RO se refiere al promedio esperado de casos adicionales
de infecciones que un solo caso es capaz de generar. Dicha estimacion para el SARS-CoV-2
ha cambiado a lo largo del curso de la pandemia, inicialmente se consideraba entre 2 a 2.7
(Chams et al, 2020), posteriormente con la variante Delta se estimé un RO de 3.2 a8y
recientemente en 2022 con la variante Omicron y sus subvariantes se estima una
transmisibilidad aproximadamente 3.2 veces mayor que Delta (Fan et al, 2022).

2.7.2 Signos, sintomas y diagnadstico.

El curso clinico de COVID-19 es similar al sindrome agudo respiratorio severo provocado
por SARS-CoV vy al sindrome respiratorio de oriente medio donde la mayoria de los casos,
aproximadamente el 80% de estos son leves y autolimitantes, por tanto, cerca del 20%
restante de la totalidad de los casos resultan en complicaciones que agravan el cuadro, y
desembocan en falla multiorganica o ARDS (Rastogi et al, 2020).

Segun la OMS, el tiempo que transcurre desde el inicio de la infeccion, hasta la aparicién de
los signos, denominado como periodo de incubacion, suele ser generalmente de 5-6 dias; sin
embargo, podria oscilar desde 1 hasta 14 dias dependiendo de la variante en cuestion (WHO,
2021).

Entre las manifestaciones clinicas mas frecuentes, se encuentra la presencia de pirexia, tos
improductiva, fatiga, congestion nasal y rinorrea, disnea, cefalea, mialgia, dolor de
articulaciones, dolor de garganta 'y pecho (Wang et al, 2020; Rastogi et al, 2021; WHO, 2021
(5). Actualmente se ha documentado también la presencia de sintomas indole gastroentérica
principalmente diarrea, nausea, vomito y dolor abdominal; sin embargo, se reporta también
la presencia de otros sintomas relacionados como anorexia, reflujo, hematoquecia (Guo et al,
2021). Ademas, existen reportes de casos de COVID-19 que desembocan en dafio al
miocardio y otras complicaciones de indole cardiaca y neurolégica como mialgias, mareo,
hemorragia intracraneal y desérdenes del gusto y olfato como anosmia, ageusia y parosmia
(Wang et al, 2020).
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Existen 3 escenarios para la clasificacion de la severidad de los cuadros por COVID-19. El
primero, el curso leve, donde el paciente suele presentar fiebre, fatiga, podria no presentar, o
presentar neumonia leve y en el estudio imagenoldgico se pueden encontrar opacidades de
“vidrio esmerilado”. En el cuadro severo, se presenta disnea moderada, la saturacion de
oxigeno suele encontrarse por debajo del 93%, la frecuencia respiratoria se encuentra mayor
o0 igual a 30 respiraciones por minuto, presencia de infiltrado pulmonar y el paciente suele
requerir UCI. El cuadro de mayor riesgo para la vida del paciente se le denomina como
critico, en este caso el paciente experimenta ARDS, falla respiratoria, shock séptico, falla
multisistémica, acidosis metabdlica, asi como dafio hepatico y disfunciones de la coagulacion
(Wang et al, 2020).

Actualmente se cuentan con tres tipos principales de pruebas para la deteccién de SARS-
CoV-2y el diagnostico de COVID-19, estas son:

e Pruebas moleculares o de deteccion o amplificacion de acidos nucleicos (NAAT)
como es el caso de RT-PCR o LAMP, son pruebas disefiadas para detectar el RNA
viral y diagnosticar una infeccion activa. Son llevadas a cabo a partir de muestras
obtenidas mediante un hisopado nasofaringeo. Se recomienda su uso dentro de las 2
primeras semanas del inicio de la presentacion de los signos clinicos (Peeling &
Heymman et al, 2021).

e Pruebas de deteccidn de antigeno viral Son realizadas preferentemente a partir de
muestras obtenidas mediante hisopados nasofaringeos. Estas se encuentran disefiadas
para la deteccidn de alguna proteina del virus como S o N y tienen como objetivo el
diagnostico de una infeccidn activa (Peeling & Heymman et al, 2021).

e Pruebas de serologia se realizan a partir de una muestra de sangre. Estan
especializadas en la deteccion de anticuerpos especificos generados contra SARS-
CoV-2 posterior a la vacunacion o a la infeccion natural. Se recomienda su realizacion
después de 2 semanas posteriores a la aparicion de los signos clinicos, una vez que se
hayan generado anticuerpos, y los resultados pueden ir desde minutos, hasta 1 dia.
Este tipo de pruebas son usadas principalmente para el monitoreo epidemioldgico y
no son recomendadas para el diagndstico de COVID-19 (Peeling & Heymman et al,
2021).

2.8. Epidemiologia y control

La severidad de los cuadros de COVID-19 afectan diferente a los individuos dependiendo su
predisposicion genética, estado del sistema inmune y las enfermedades asociadas al sistema
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respiratorio. La edad también es un factor a considerar debido a que las personas mayores de
60 afios presentan mayor riesgo de padecer la enfermedad grave (Rastogi et al, 2020).

Las comorbilidades que estan relacionadas con la severidad de COVID-19 incluyen los
desordenes cardio y cerebrovasculares, diabetes, obesidad, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), neumonia, hipertension pulmonar, enfermedad renal cronica, falla hepatica
y cancer; asi como trastornos de caracter autoinmune (Rastogi et al, 2020; Sajdel-Sulkowska,
2021). Los dos sexos son similarmente susceptibles a la infeccion y presencia de la
enfermedad; sin embargo, la tasa de mortalidad es 2.4 veces mayor en hombres, en los que
se han encontrado niveles elevados de ACE: en plasma dotando al virus de la disponibilidad
de receptores para su internalizacion; esta predisposicion podria estar relacionada también
con factores inmunoldgicos, genéticos, endocrinos y sociales (Rastogi et al, 2020).

De manera general, las medidas para el control de los coronavirus humanos requieren un
buen sistema de vigilancia de salud pablica de salud y proveedores de esta, asi como la
disponibilidad de pruebas diagndsticas y el confinamiento de ser necesario. En el caso de
brotes internacionales, es crucial la cooperacion entre entidades gubernamentales,
autoridades en materia de salud y proveedores de esta. De manera paralela, durante eventos
de brotes de importancia veterinaria suelen llevarse a cabo decisiones sobre medidas drésticas
como el rifle sanitario de lotes completos de animales para frenar la transmisiéon (Fher &
Pearlman, 2015).

2.9. Respuesta inmune contra SARS-CoV-2.

El importante rol que juega la inmunidad innata en la defensa contra infecciones ocasionadas
por virus, incluida la producida por SARS-CoV-2 se puede demostrar por los multiples
mecanismos de evasion que han desarrollado durante las diferentes etapas de la infeccion
viral. En este caso, si la reaccidn innata es exitosa se obtiene una proteccion efectiva y rapida,
o la resolucion satisfactoria de la enfermedad, tal como sucede en personas jovenes, adultos
asintomaticos o con sintomatologia leve, asi como en los reservorios naturales del virus
(Christie et al., 2021).

Como primera linea de defensa, juega un papel importante en la deteccién y control inicial
de la infeccion, al ingresar los viriones de SARS-CoV-2 al tracto respiratorio superior, se
encuentra con factores de defensa inespecificos, mecanicos y fisicos como los cilios, tos, los
estornudos y el moco secretado por células caliciformes. Este, ademas de suponer una barrera
u obstaculo fisico entre el virus y la célula, posee factores quimicos que interactian con la
particula viral para evitar la infeccién como la presencia de mucinas, defensinas, histatinas y
protegrinas, ademas de la presencia de inmunoglobulinas de clase IgA (Kuby, 2018; Mistry
et al, 2022).
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Durante las infecciones por SARS-CoV-2 suelen observarse alteraciones en la regulacion de
la activacion del sistema de complemento. Derivado de esto, algunos de sus componentes,
como la fraccion C5 que induce la secrecion de componentes proinflamatorios como IL-1§,
IL-6, IL-8 y TNF, lo que podria contribuir a la exacerbacién de la inflamacion, la disfuncién
de células endoteliales y los subsecuentes eventos tromboticos (Rodrigues et al, 2020).

Una produccion adecuada y temprana de efectores celulares y citoquinas antivirales esta
asociada con un control exitoso de la infeccion por SARS-CoV-2; sin embargo, las
respuestas mediadas por INF-1 y los niveles elevados de citocinas antivirales pueden
desembocar en el sindrome de liberacion de citocinas comtinmente llamado “tormenta de
citocinas”, caracteristico de los cuadros graves de COVID-19, asi como otras enfermedades
causadas por agentes virales como Influenzavirus o0 SARS-CoV. Este se caracteriza por una
liberacion prolongada y descontrolada de citocinas y agentes proinflamatorios, que podrian
promover la secrecion masiva de més citocinas, al realizar el estimulo de células inmunitarias
para su produccién, asi como el reclutamiento de las mismas en el sitio de infeccion, (Kuby,
2018; Hirano et al; 2020; Christie et al, 2021; Mistry et al, 2022).

Respecto a la respuesta celular, las células T dirigidas contra SARS-COV-2 son detectadas
alrededor de una semana después de la aparicion de los signos clinicos. La subpoblacion CD8
+ es importante para la destruccion de células infectadas por el virus mediante mecanismos
de citotoxicidad mediados por perforinas y granzimas. y son capaces de usar anticuerpos
especificos para mediar su destruccion. A su vez, las células CD4 + auxiliares son
responsables de la produccion de citocinas para la estimulacion de células CD8 + células B
y macrofagos (Kuby, 2018; Tay et al, 2020; Zheng et al, 2022).

Las células T y B especificas de memoria persisten durante varios meses en pacientes
recuperados de COVID-19 y poseen la capacidad de montar respuesta antiviral, en el caso de
las CD4+ y CD8+ especificas contra SARS-CoV-2. Estas disminuyen después de la infeccion
con una vida media aproximada de 3 a 5 meses (Christie et al, 2021).

La respuesta humoral durante la infeccion por SARS-CoV-2 juega un papel crucial en la
defensa antiviral. Estd mediada por anticuerpos sintetizados por células plasmaticas (Mistry
et al, 2021; Zheng et al, 2022) que poseen una alta especificidad y estan dirigidos contra
multiples epitopos presentes principalmente en la proteina S. Ademas, se han reportado
anticuerpos contra la proteina M, N y ORF3a. Estos pueden presentar reacciones cruzadas
contra las proteinas de membrana y nucleocapside de otros Betacoronavirus (Christie et al,
2021).

La proporcion de células B de memoria especificas para el RBD de SARS-CoV-2 en sangre
es significativamente mayor en personas que cursaron una infeccion sintomatica en contraste
con los conteos bajos en individuos asintomaticos (Zheng et al, 2022).

Las células B de memoria especificas contra la proteina S y N de SARS-CoV-2 son
persistentes, se mantienen estables o incrementan hasta 6-8 meses después de la infeccion, y
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son capaces de montar una respuesta antiviral efectiva durante futuras exposiciones al agente
(Christie et al, 2021; Mistry et al, 2021). De igual manera, la maduracion constante de células
B plasmaticas tiene como consecuencia la produccion de anticuerpos neutralizantes incluso
durante una reinfeccién (Mistry et al, 2021).

Al ser el RBD el sitio con epitopos inmunodominantes en SARS-CoV-2, se ha demostrado
que el 90% de la presencia de respuesta humoral neutralizadora se trata de anticuerpos
dirigidos contra el RBD. Aunque también se registra actividad humoral fuerte contra la
proteina N (Piccoli et al, 2020).

A diferencia de varias especies de primates, incluida el ser humano, cuya clase predominante
de anticuerpos en calostro y leche es IgA; en los rumiantes, concretamente en los bovinos, la
subclase de anticuerpos que se encuentran presentes en mayor cantidad en ambas secreciones
son 1gGy; sin embargo, en las demas superficies corporales de estos animales, ademas de esta
subclase, se encuentra presente en altas cantidades IgA. A su vez 1gG; esta presente en la
saliva y el intestino. Se estima de manera general, que las inmunoglobulinas de clase 1gG
poseen una respuesta mas efectiva en la proteccion de las vias respiratorias que en el tracto
gastrointestinal (Hurley & Theil, 2011; Tizard, 2018).

Los anticuerpos dirigidos contra el RBD de la proteina S han demostrado capacidad de
neutralizacion viral, y se han identificado las clases IgM, 1gG e IgA (Mistry et al, 2021).

2.10. Infecciones por SARS-CoV-2 en otras especies

Como se ha revisado anteriormente, los miembros de la familia Coronaviridae son capaces
de infectar un amplio rango de hospedadores. Ademas, poseen la capacidad de adaptacion a
nuevas especies mediante eventos de mutacién y recombinacién. Cada uno de los 7
coronavirus que infectan al humano tienen probable origen en reservorios roedores y
quirépteros, y como interfaz entre estos y el ser humano existen animales silvestres que han
fungido como huéspedes intermediarios (Meekins & Grandreault, 2021).

Se tiene conocimiento de que algunos sitios del receptor ACE-2 se encuentran altamente
conservados entre especies de los oOrdenes: Carnivora, Lagomorpha, Proboscidea,
Artiodactyla; Chiroptera, Rodentia, Sirenia y Perissodactyla, indicando un fuerte riesgo de
integracion de reservorios en poblaciones silvestres (Sharun & Tiwari, 2021).

La transmision continla sostenida de SARS-CoV-2 en la poblacion humana, da lugar a la
posibilidad de brotes asociados a antropozoonosis, en los que un humano positivo al virus
podria infectar a animales domésticos o silvestres estableciendo de esta manera
incidentalmente nuevos reservorios. Una vez instaurado en la poblacion de animales y
logrando una transmision sostenida es probable que el virus requiera mutar para posiblemente
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adaptarse al nuevo reservorio, lo que supone riesgos futuros para la poblaciéon humana debido
a la reemergencia de brotes esporadicos de COVID-19 (Meekins & Grandreault, 2021;
Sharun & Tiwari, 2021).

Aproximadamente 30 especies de animales domésticos y silvestres han dado positivo a
SARS-CoV-2 tanto en infecciones experimentales como naturales. Entre estas especies se
encuentran animales de compafiia como perros (Canis lupus familiaris) quienes cursan
infecciones asintomaticas o leves, y presentan una deficiente replicacion y transmision viral,
generando una robusta seroconversion anti SARS-CoV-2; y gatos (Felis catus), en estos
altimos se ha documentado una mayor capacidad de transmision que entre caninos; sin
embargo cursan por una infeccion asintomética o leve con cambios principalmente a nivel
histoldgico. Algunos otros felinos mayores cautivos como leones, tigres, pumas y leopardos
de las nieves, también han dado positivo al virus contagiandose por medio de sus cuidadores
(Meekins & Grandreault, 2021).

Por su parte se ha demostrado que hamsters (Mesocricetus auratus, Cricetulus griseus,
Phodopus campbelli, Phodopus sungorus y Phodopus roborovskii) son altamente
susceptibles a la infeccion por SARS-CoV-2, especialmente esta ultima especie que presenta
un cuadro terminal similar a los cursos graves por COVID-19 en humanos. Estudios han
demostrado cantidades elevadas de RNA subgenémico de SARS-CoV-2 en el tracto
respiratorio de Mesocricetus auratus que fueron infectadas con la variante B 1.617 (Meekins
& Grandreault, 2021).

Los estudios practicados en otro grupo de roedores de interes epidemiologico como lo es el
ratobn comdn (Mus musculus) han demostrado resistencia a la infeccién por la variante inicial
de Wuhan, pero muestran susceptibilidad a la infeccion por variantes portadoras de la
mutacién N501Y en el gen que codifica para la proteina S (Meekins & Grandreault, 2021).

Un par de especies de interés productivo altamente susceptibles a la infeccion por SARS-
CoV-2, son los musteélidos del género Mustela y Neovison. Entre los cuales se ha confirmado
la transmision sostenida por medio de aerosoles y contacto directo. La susceptibilidad es
mayor en minks, en cuyas poblaciones han existido brotes originados por medio de zoonosis
inversa, y de los cuales se ha confirmado su transmisién potencial hacia el ser humano y otros
animales como perros y gatos. Por lo que se ha optado incluso por el rifle sanitario de
unidades productivas de estos animales en Europa y Estados Unidos. Actualmente esta
considerado uno de los animales domésticos con mayor relevancia como posible reservorio
del virus en el medio silvestre siendo ademas la primera especie en vida libre que ha sido
testeada positiva a SARS-CoV-2 (Meekins & Grandreault, 2021).

Algunas otras especies que han demostrado susceptibilidad a las infecciones por SARS-CoV-
2 son: Nyctereutes procyonoides, Oryctolagus cuniculi, Odocoileus virginianus, Aonyx
cinereus, Mephitis mephitis y Tupaia belangeri; ademas de primates de los géneros Macaca,
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Chlorocebus, Papio, Callithrix y Gorilla), ademas los orangutanes y bonobos del zooldgico
de San Diego, han sido los primeros animales en recibir una vacuna anti SARS-CoV-2,
creada por el laboratorio Zoetis. Esta también ha sido probada en perros, gatos y minks; asi
como su uso en chimpancés, hienas y pumas Especies domésticas empleadas para consumo
humano como Bos taurus, Gallus gallus y Sus scrofa han demostrado baja susceptibilidad al
agente en cuestion (Meekins & Grandreault, 2021; Sharun & Tiwari, 2021).

2.11. Vacunas contra SARS-CoV-2

La vacunacidn tiene por objetivo inducir una reaccién inmune suficiente para limitar o evitar
la infeccion por el organismo patdgeno natural, asi como prevenir sus consecuencias
negativas (Bowersock & Martin, 1999). Deben satisfacerse dos criterios previos al uso de la
vacunacion en una poblacion los cuales se basan en corroborar que el sistema inmune
generara proteccion contra el agente en cuestion y tener la certidumbre de que los riesgos en
el uso de una vacuna no superen los riesgos de contraer la propia enfermedad (Bowersock &
Martin, 1999; Kuby, 2018).

En el caso de ciertos patdgenos, es viable el uso de la particula viral completa atenuada o
modificada en cuyo empleo ideal provoca una infeccion asintomatica con completa
recuperacion, genera una robusta inmunorreaccién predominantemente con linfocitos
TCD8+, se requieren menores cantidades de dosis vacunales, generan inmunidad a largo
plazo y no requieren la adicion de adyuvantes (Bowersock & Martin, 1999; Tizard, 2018).

Por su parte las vacunas de virus inactivado o muerto, asi como los antigenos proteicos
obtenidos mediante tecnologia recombinante (categoria I) que conllevan un proceso de
purificacion, son deficientes para generar inmunorreaccion por si mismas (Tizard, 2018)
debido a que no se presenta una infeccion activa, la inmunidad humoral predomina sin
montarse reaccion celular (Sharma & Hinds, 2012). Estas vacunas suelen requerir el uso de
otra sustancia (adyuvante) que estimula la respuesta inmune y aumenta la respuesta del
hospedador contra antigenos no especificos. Estos trabajan mediante el secuestro de
antigenos restringidos en un area especifica generando dep6sitos que se encargan de realizar
una continua estimulacion antigénica a lo largo del tiempo (Jang et al, 2013) y permanecen
accesibles a linfocitos reactivos e inducen a células presentadoras de antigeno a expresar
moléculas coestimuladoras como CD80 (Tizard, 2018) Dicho efecto suele ser requerido por
las vacunas formuladas a base de subunidades proteicas (Jang et al, 2013).
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Concretamente, los adyuvantes agua-aceite, como el utilizado durante este estudio, son
conocidos por facilitar el consumo por células presentadoras de antigeno, mejorando su
procesamiento y presentacion mediante moléculas de MHC desencadenando reacciones
celulares y humorales (Klimka et al, 2015)

A la fecha 6 vacunas han sido aprobadas por la Administracion de alimentos y medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) para su uso de emergencia en seres humanos. La mayoria de
estas, se encuentran disefiadas contra la proteina S, debido a su elevada inmunodominancia.
La tecnologia de estas vacunas esta basada en vectores virales, moléculas de mRNA y
basadas en subunidades o proteina completa; asi mismo existen vacunas aprobadas, basadas
en el virion inactivado (Mistry et al, 2021).

Por su parte, la OMS reconoce 11 vacunas para uso de emergencia y México a su vez, la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), ha autorizado
a la fecha el uso de emergencia de 9 vacunas (Cuadro 3) (Pfizere-BioNTech, AstraZeneca,
CanSino Biologics, Sputnik V, Sinovac, Covaxin, Janssen, Moderna, Sinopharm)
COFEPRIS, 2021) (7). Definir cuales regiones de los antigenos de SARS-CoV-2 son
inmunodominantes es importante para el disefio de las vacunas con la finalidad de asegurarse
de que estas no solo contengan regiones a las que son dirigidas anticuerpos neutralizantes
como el RBD de la proteina S, sino que también contenga regiones que tengan la capacidad
de promover una buena respuesta cooperadora de células CD4+ (Tarke et al, 2021).

El uso de otras proteinas del virion ha sido tomado poco en cuenta, siendo la proteina S
completa o multiples fragmentos de RBD, el principal blanco de las vacunas contra SARS-
CoV-2. Cabe sefialar que a pesar de que la proteina N se encuentra en gran cantidad y se
presenta una robusta inmunidad humoral en su contra, no se ha considerado como blanco de
las vacunas debido a las reacciones de infiltracion eosinofilica presentadas en los ensayos
realizados con la proteina homologa de SARS-CoV (Piccoli et al, 2020; Pollet et al, 2021).

Durante décadas, la tecnologia recombinante ha demostrado ser eficiente, relativamente
barata y ampliamente disponible permitiendo la rentabilidad de la produccion de proteinas
en microorganismos y otros sistemas de expresion. Otra ventaja de esta tecnologia es su
caracter no replicativo y libre de componentes infecciosos en su composicion, lo que les
confiere mayor seguridad que las vacunas disefiadas con la particula viral atenuada. Con el
paso de los afios esta tecnologia ha sido probada y por lo general resulta inocua y Unicamente
ha llegado a producir efectos secundarios leves. De acuerdo con las bases de datos de la OMS
existen actualmente 16 vacunas basadas en antigenos proteicos recombinantes en fase clinica
y 56 en fase preclinica (Pollet et al, 2021).

Por lo que ademas del uso de la proteina S completa o el RBD, se utilizan vacunas disefiadas
con multiples epitopos sintétizados a partir de péptidos. Como ejemplos de los candidatos a
vacuna mas avanzados que usan esta tecnologia se encuentran: la vacuna UB-612
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(COVAXX) en fase clinica 3 y COVOVAX (Serum Institute of India) y NUVAXOVID
(NOVAVAX) actualmente aprobadas para su uso (Pollet et al, 2021; WHO, 2022).

Para llevar a cabo la produccion de las proteinas recombinantes, pueden utilizarse una
variedad de plataformas de expresion, como lo son los sistemas microbianos, dentro de los
cuales se pueden encontrar bacterias como Escherichia coli y algunas levaduras; asi como
células de insectos, plantas y mamiferos. Para fines de investigacion, E.coli ha sido el sistema
maés usado por su costo y efectividad, ademas de la rapidez de su crecimiento. Diferentes
antigenos vacunales han sido producidos en E. coli como lo son la vacuna contra Borrelia
burgdorferi que previene la enfermedad de Lyme, misma que contiene la lipoproteina OspA
y que fue aprobada por la FDA en 1998, posteriormente fue retirada del mercado y mejorada
de igual manera en el sistema del agente bacteriano en cuestién, otros ejemplos son las
vacunas antimeningocdcica contra Neisseria meningitidis, Trumenba® de Pfizer utilizando
dos variantes del factor de unién a proteina H (fHBP), y la vacuna Bexsero® de GSK que
usa tres antigenos (fHbo, NadA y NHBA) igualmente sintetizados a partir de E. coli, ambas
aprobadas por la FDA en 2014 y 21017. Entre los inconvenientes presentes en este sistema
esta la falta de modificaciones postraduccionales como la glicosilacién, que puede afectar la
reaccion inmune y por tanto tener como resultado una respuesta fallida a la vacunacion,
ademas las modificaciones postraduccionales afectan caracteristicas de la proteina como la
estabilidad y solubilidad, ademéas de su correcto plegamiento y la formacion de puentes
disulfuro (Pollet et al, 2020).

Las proteinas recombinantes por si mismas provocan una respuesta inmune débil. Con la
finalidad de aumentar esta respuesta, y para el ahorro del antigeno proteico, suele utilizarse
adyuvante dentro de la formulacién de las vacunas basadas en proteinas. Los adyuvantes a
su vez pueden desencadenar receptores celulares especificos e iniciar una respuesta inmune
innata en el sitio de la aplicacion. Posteriormente estimula el sistema inmune adaptativo por
medio de la movilizacion de células presentadoras de antigeno aumentando la presentacion
del mismo, a células T CD4 + que posteriormente estimularan la proliferacion de células B
productoras de anticuerpos especificos y de células T CD8+ (Figura 7) (Pollet et al, 2021).
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Figura 7. Esquema de la inmunorreaccién inducida por medio de vacunas basadas en proteinas
recombinantes (Tomado de Pollet et al 2021).

Cuadro 6. Vacunas contra SARS-CoV-2 aprobadas por OMS y COFEPRIS para su uso de emergencia
(COFEPRIS, 2022; Mistry et al, 2022; WHO, 2022).
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I11. HIPOTESIS

e La proteina quimérica recombinante contra SARS-CoV-2, QUIVAX 17.4 es segura
en bovinos y genera la produccion de anticuerpos 1gG e IgA en suero y leche de
bovinos inoculados.

IV.OBJETIVOS

Objetivo general.

e FEvaluar la seguridad de la vacuna recombinante Quivax 17.4 en bovinos y la
produccion de anticuerpos 1gG e IgA en suero y leche.

Objetivos especificos.

e FEvaluar la seguridad de la vacuna recombinante Quivax 17.4 en bovinos por medio
de monitoreo clinico.
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Evaluar mediante la técnica de ELISA, la produccién de anticuerpos IgG e IgA en
suero de bovinos inmunizados.

Evaluar mediante la técnica de ELISA la produccion de anticuerpos 1gG e IgA en
leche de bovinos inmunizados

42



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion del antigeno.

El antigeno consta de una proteina quimérica multipeptidica formada por varios epitopos
presentes en el RBD del virus SARS-CoV-2 y una cola de polihistidinas. Este se obtuvo por
medio de tecnologia recombinante, usando como plataforma de expresién clonas
transformadas de Escherichia coli BL-21-Al, en las cuales se insertd un plasmido portador
del gen codificante para dicha proteina.

Las soluciones de unién, lavado y elucion fueron realizadas con 500 mM de NaCl, 20 mM
de TRIS, 8 M de urea y 15 mM de imidazol, difiriendo en el pH de cada solucion con 8, 6.3
y 4.5 respectivamente.

Se llevo a cabo un precultivo en 250 mL de caldo de lisogenia con 100 pg/mL de ampicilina,
mismo que fue sometido a incubacién a 37 °C con 150 RPM de agitacion durante 12 horas.
Posteriormente se realiz6 el cultivo en biorreactor con 75 mL del preindculo en caldo de
lisogenia con 100 pg/mL de ampicilina. La biomasa se determind por medio de
espectrofotometria con absorbancia de 600 nm a intervalos de 15 minutos durante 3 horas.
Se indujo la expresion de la proteina afiadiendo 800 mg de L-arabinosa. Una vez finalizado
el cultivo, se recuperaron 250 mL de biomasa bacteriana en tubos de 50 mL estériles y fueron
sometidos a centrifugacion a 13.000 g durante 2 minutos a 4°C. Se descarto el sobrenadante
y se almaceno el sedimento a -20°C.

Posteriormente se realizo la extraccion proteica realizando la resuspension del sedimento en
PBS estéril (pH 7.4) con 500 mg de lisozima de clara de huevo para su incubacién a 37°C
con 150 RPM de agitacion durante 30 minutos. Después se llevo a cabo choque térmico por
tres ocasiones con nitrégeno liquido y bafio maria a 56°C. Acto seguido se realizd
centrifugacién a 4 °C y 15, 700 g para finalizar descartando el sobrenadante. Se continu6 con
la resuspension del sedimento con solucion amortiguadora de fosfato esteril para repetir la
centrifugacién a 4°C y 15, 700 g descartando el sobrenadante.

Para finalizar el proceso de extraccion se resuspendio el sedimento con solucién de union
con pH=8.0 para promover la lisis mecanica mediante el uso de perlas de cristal en agitacion
durante 30 minutos para su posterior incubacion a temperatura ambiente con 1500 RPM.

Para el proceso de purificacion de la proteina, se utilizaron columnas por gravedad de
cromatografia por afinidad a niquel siendo equilibrada antes de su uso con 4 lavados de 4 mL
de solucion de unidn que posteriormente fue eliminada mediante goteo. Después se afiadieron
5 mL de la biomasa en suspension homogenizandose con la resina de las columnas para
posteriormente ser incubado a 4°C durante 12 horas en rotacion. Acto seguido, se descartd
mediante goteo el contenido liquido y se realizaron 3 lavados de 4 mL de solucién de lavado
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con pH= 6.3 en rotacién para su mezcla a 4°C durante 25 minutos para nuevamente descartar
el contenido por goteo.

Finalmente se realizo elucion por fracciones usando 1 mL de solucion de elucion con pH=
4.5 y realizando incubacion 4°C durante 1 hora con movimiento rotacional. Posteriormente
el contenido fue recuperado en tubos estériles de 1.5 mL y refrigerado a 4 °C. Para la
seleccion de las fracciones se realizo electroforesis en gel de poliacrilamida 12% a 90 V
durante 130 minutos. Una vez seleccionadas, las fracciones fueron almacenadas en tubos de
1.5 mL y selladas con membrana de celulosa para proceder a su dialisis utilizando 400 mL
de urea esteril a 7.2 M en agitacion constante realizando recambios de solucion
amortiguadora para replegamiento con pH de 7.4 cada 30 minutos. Una vez terminado el
proceso, el contenido se almacend a 4°C en tubos estériles de 1.5 mL hasta la preparacion de
las dosis vacunales (Qiagen, 2003).

5.2 Preparacion de vacuna, inmunizacion

La formulacién de la vacuna se llevo a cabo en el interior de una cabina de seguridad
biologica de clase II. Para las dosis del grupo tratamiento se utilizaron 100 pg del antigeno
para la primera inmunizacion, y 60 pg para la segunda, ademas de solucion amortiguadora
(PBS), y adyuvante Montanide™ 71 VG (Seppic, Paris, Francia); el volumen final de vacuna
fue 1 mL por individuo. Se realizo la emulsificacion de los componentes durante 13 ciclos
de 5 min por medio de sonicacién para las dosis de adyuvante y proteina. En ambos casos
comprobando el tamafio de las micelas con aumento de 100x cada 3 ciclos, hasta lograr un
tamafno homogéneo de 5 um. Adicionalmente, se realizaron las dosis para el grupo de control,
al cual se le administr6 una emulsion de adyuvante Montanide 71 VG (Seppic, Paris, Francia)
y solucion amortiguadora (PBS). Cada vacuna fue preparada dentro de las 24 horas previas
a su aplicacion y se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta el momento de la vacunacion.

El esquema de inmunizacion se realizé al dia 0 y al dia 21, administrando dosis subcutaneas
de 1 mL de la vacuna para el grupo de tratamiento, y 1 mL de adyuvante Montanide 71G
(Seppic, Paris, Francia) para el grupo de control. El sitio de aplicacion se realizé en la region
cervical lateral, previa limpieza y desinfeccion del area utilizando etanol al 70% y cloruro de
benzalconio.
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Figura 8. Fotografia a 100x de las micelas menores a Spym resultantes de la emulsificacion de la
proteina recombinante con el adyuvante oleoso.

5.3 Monitoreo clinico de los animales.

Durante los tres dias posteriores a cada aplicacion de la vacuna, asi como durante los dias 10,
21, 31, 67 y 90, fueron monitoreadas las reacciones postvacunales. Se vigilaron las lesiones
locales del sitio de aplicacion y asi como la presencia de fiebre. Ademas, se practicaron
hemogramas en los dias 0 y 31. EI monitoreo se llevo a cabo a la misma hora en los diferentes
dias, previo a la manipulacion de los animales con la intencién de disminuir alteraciones en
las constantes fisiologicas derivadas del estrés, el manejo y estimulos medioambientales.

5.4 Colecta de muestras de sangre, leche y traslado al laboratorio

La extraccion de sangre para la deteccion de anticuerpos IgG se llevd a cabo mediante
venopuncién yugular, previa antisepsia de la region. Para la colecta de la muestra se usaron
tubos rojos de 6 mL para las pruebas serolégicas y tubos morados de 6 mL con EDTA para
la realizacion de los hemogramas. Las muestras fueron recolectadas los dias 0, 10, 31, 67 y
90. Posteriormente se separ0 el suero mediante centrifugacion a 3500 RPM durante 10 min.
Finalmente se realizaron alicuotas de suero en tubos de 1 mL, mismas que fueron
almacenadas a una temperatura de -20 °C.

Para la deteccion de anticuerpos especificos en la leche de los bovinos inmunizados se llevd
a cabo la recoleccion de las muestras los dias 10, 31, 67 y 90 post inmunizacién. El ordefio
de los animales se realiz6 bajo condiciones asépticas, se obtuvieron 45 mL de leche de la
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primera ordefia del dia descartando el primer chorro de leche. Se hicieron alicuotas en tubos
de 1 mL y posteriormente se almacenaron a una temperatura -20 °C. Finalmente, se realizo
centrifugacion de las muestras a 3000 RPM durante 15 min a 4 °C para su uso en el ensayo.

El procedimiento de colecta de las muestras y su procesamiento fue realizado bajo las
recomendaciones que refiere la OIE en el “Manual de buenas practicas de ordefio”, el
“Manual de Animales Terrestres” en concreto el capitulo 1.1.1 referente a métodos de
muestreo; asi como el “Manual de toma, conservacion y envio de muestras al laboratorio para
enfermedades comunes de los animales” (OIE, 2005; OIE, s.f.).

5.5 Método de Bradford para cuantificacion proteica.

Se realizo la cuantificacion de proteina para la sensibilizacion de placas de ELISA por medio
del método Bradford, para esto se utilizaron las concentraciones estandar de albimina sérica
bovina (BSA) las cuales son 0.125ug/ mL, 0.25 pug/ mL, 0.5ug/ mL, 0.75 pug/ mL, 1ug/ mL,
1.5ug/ mL, 2mL. Por duplicado, se afiadieron 5 pL de cada concentracion de BSA y
posteriormente se agregaron 245pL de tincion de Bradford. Se afiadieron por duplicado 5uL
de la proteina a cuantificar a los cuales se les agregaron 245 pL tincion de Bradford.
Posteriormente se realizo la lectura de la placa en lector a 595 nm con agitacion durante 2
segundos (Noble & Bailey, 2010; Bio-Rad Laboratories, 2010).

5.6 Determinacién de anticuerpos mediante ELISA indirecta

Las muestras se sometieron a andlisis mediante un ensayo de inmunoadsorcién ligado a
enzimas (ELISA), con la finalidad de evaluar la titulacion de anticuerpos. Inicialmente se
llevé a cabo la sensibilizacién de los pozos de las placas con la proteina recobinante,
utilizando Spg/mL. Se realizo la dilucion de la proteina en buffer de carbonatos y se afiadio
en los pozos de una placa de poliestireno para realizacion de la técnica de ELISA. Se
realizaron diluciones seriadas de la solucién de la proteina tomando 100pL y afiadiendolo a
la columna siguiente, una vez finalizados todos los pozos se descartaron los 100pL restantes
con el propoésito de mantener todos los pozos con idéntica cantidad de microlitros.

El control de conjugado se realiz6 usando una dilucion de suero caprino en buffer de
carbonatos, de la cual se utilizaron 100 pL en un pozo libre de sensibilizacidn con la proteina
quimérica. Una vez realizada la incubacion de las placas sensibilizadas durante 16 horas a 4
°C, se procedi6 al descarte de la solucion presente en los pozos. Posteriormente, para los
lavados de la placa se afiadieron 200 ul de solucion de lavado en cada uno de los pozos de la
placa. Este procedimiento se realiz6 durante tres ocasiones consecutivas. Se afiadieron 200
pL de solucion de bloqueo en los pozos y posteriormente se envolvieron en pelicula pléstica
para realizar una incubacién a 37 °C con agitacion orbital de 200 RPM durante 60 minutos.
Una vez finalizada la incubacion, se realizaron tres lavados consecutivos de la placa.
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Para la deteccién del antigeno por medio del anticuerpo primario, se diluyd suero
perteneciente a cada individuo inmunizado en buffer de fosfatos (1:400). Posteriormente, 100
pL de la solucion fueron afiadidos a la placa. A continuacion, las placas fueron envueltas en
pelicula plastica para su incubacién a 37 °C durante 1 hora en agitacién orbital a 200 RPM.
Una vez finalizada la incubacion, se descarto el contenido de la placa para proceder con tres
lavados consecutivos de 200 pL de solucién de lavado.

Para la deteccion del suero bovino utilizado como anticuerpo primario, por medio del
anticuerpo secundario, se realiz6 la dilucion de anticuerpos anti IgA 1:6000 y anti IgG 1:400
en buffer de fosfatos. Se agregaron 100 pL de solucion de anticuerpo secundario en todos los
pozos en uso. Posteriormente se envolvieron las placas en pléstico para realizar incubacion
en agitacion orbital, durante 1 hora a 37°C. Finalmente se realizaron tres lavados
consecutivos, agregando a cada placa 200 pl de buffer de fosfatos. Como ultimo paso, se
preparo la solucion de revelado (&cido citrico, citrato de sodio, OPD y perdxido de hidrégeno)
midiendo el tiempo a partir del comienzo de su preparacién. Se afiadieron 100 pL de solucién
de revelado en cada pozo utilizado. Una vez alcanzados 15 min y 20 min posteriores a la
adicion de la solucion de revelado, se procedié a la lectura de absorbancia en un lector de
placas con filtro de 450 nm agitando las placas lentamente durante 3 segundos (Ausubel et
al, 2003; Lin, 2015).

Dia 0 Dia 10 Dia 21 Dia 31 Dia 60 Dia 90

(30 pg) (40 pg)

Figura 9. Esquema de inmunizacion y monitoreo clinico de bovinos
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5.7 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + desviacion estandar (DE). Se consideraron seis
animales por grupo de experimentacion. La evaluacion de los titulos de anticuerpos por
medio de la técnica de ELISA se realiz6 por duplicado para cada animal de experimentacion
de todos los grupos. El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism
version 8.0. para Windows (GraphPad Software, San Diego, California USA,
www.graphpad.com), con un anélisis de varianza unidireccional (ANOVA) y la prueba post-
hoc de Tukey-Kramer para comparaciones multiples donde las diferencias se consideraron
significativas en p<0.05.

V1. RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la seguridad.

La temperatura de los animales fue monitoreada via rectal con el mismo termémetro digital
(Neutek MT-201C) con la intencion de identificar procesos febriles asociados con la
vacunacion. Antes del inicio del esquema de inmunizaciones, como se puede observar en el
Cuadro 7, no existié reaccion local, ni fiebre. Tampoco se observa diferencia significativa
en las variaciones de temperatura del grupo control y tratamiento. Después del monitoreo se
administrd la primera dosis vacunal de 1mL via subcutanea en la region cervical lateral
izquierda.

Cuadro 7. Monitoreo clinico (Dia cero). Temperatura corporal y reaccion inflamatoria localizada.

Control 1 37.7°C - Tratamiento 1 37.4°C -
Control 2 37.6°C - Tratamiento 2 37.1°C -
Control 3 38.0°C - Tratamiento 3 37.6°C -
Control 4 38.7°C - Tratamiento 4 38.3°C -
Control 5 38.3°C - Tratamiento 5 37.8°C -
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Control 6

38.5°C -

Tratamiento 6 38.0°C

X=138.1°C
c=04

X=37.7°C
c=0.38

Los resultados del primer dia post inmunizacion (Cuadro 8) revelan que ningun individuo
presentd proceso febril, y no existe diferencia significativa entre las variaciones de
temperatura entre los individuos. A su vez, se realizo el hallazgo de lesiones en el sitio de
aplicacion en ambos grupos. Estas presentaban consistencia firme a la palpacion, misma que
generaba reacciones de molestia por parte de los animales. Todos los individuos de los grupos
de control y tratamiento presentaron lesiones que iban de los 5.5 cm hasta 15 cm a excepcion
del animal 1 del grupo al que fue administrada la proteina.

Cuadro 8. Monitoreo clinico (Dia 1 postinmunizacion). Temperatura corporal y reaccion inflamatoria

localizada.

Control 1 37.5°C 6.9x15cm | Tratamiento 1 38.8°C No presentd
Control 2 38.6°C 6x8.5cm Tratamiento 2 38.5°C 55x7.4cm
Control 3 38.8°C 59x6.4cm | Tratamiento 3 38.6°C 7.8x7cm
Control 4 38.2°C 9.3x55cm | Tratamiento 4 38.2°C 8.8x5.8cm
Control 5 38.1°C 8.5x8.5cm | Tratamiento 5 38.3°C 12x9.5¢cm
Control 6 38.8°C 12x8cm Tratamiento 6 38.3°C 8.5x8.3cm
X=38.3°C X=38.4°C
c=0.46 6=0.23

Durante el segundo dia después de aplicada la primera dosis vacunal, al ser monitoreada la
temperatura corporal de los individuos no existio registro de fiebre en ningin animal, ademas
de no existir diferencia significativa entre las diferentes temperaturas. Las lesiones del sitio
de aplicacion de manera general presentaron incremento de tamafio como puede apreciarse
en el cuadro 9, tampoco existieron cambios en su consistencia.
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Cuadro 9. Monitoreo clinico (Dia 2 postinmunizacion). Temperatura corporal y reaccién inflamatoria
localizada.

Control 1 38.0°C 7x18cm Tratamiento 1 38.5°C 18 x 12 cm
Control 2 38.3°C 5x8cm Tratamiento 2 38.8°C 8x11cm
Control 3 38.8°C 15x 18 cm | Tratamiento 3 38.8°C 11x11cm
Control 4 38.2°C 11x9cm Tratamiento 4 38.8°C 14 x11cm
Control 5 38.5°C 6x12cm Tratamiento 5 39.4°C 12x9.5¢cm
Control 6 38.4°C 14 x 12 cm Tratamiento 6 38.6°C 15x8cm
X=38.3°C X=38.8°C
c=0.24 c=0.28

Los resultados del monitoreo del dia 10 post inmunizacion (Cuadro 10) revelan la
disminucién en general del tamafio de las lesiones del sitio de aplicacién en ambos grupos.
No existio reporte de la presencia de fiebre en ningun individuo, y no hay diferencia
significativa entre las temperaturas registradas.

Cuadro 10. Monitoreo clinico (Dia 10 postinmunizacién). Temperatura corporal y reaccion
inflamatoria localizada.
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Control 1 38.3°C 4x5cm Tratamiento 1 38.4°C Ix1cm
Control 2 38.4°C 55x4.5cm | Tratamiento 2 37.6°C 5x8cm
Control 3 38.3°C 6.5x7cm | Tratamiento 3 38.2°C 6x6cm
Control 4 38.4°C 6x7cm Tratamiento 4 38.0°C 4x3cm
Control 5 38.0°C 6x5cm Tratamiento 5 38.5°C 6x7.5cm
Control 6 38.3°C 6x6.5cm | Tratamiento 6 38.0°C 5x5cm
X=38.2°C X=38.1°C
c=0.15 c=0.29




El dia 21, fue aplicada la segunda dosis de 1 mL de la vacuna via subcutanea, en esta ocasion
en la regién cervical lateral derecha. No existid presencia de fiebre ni hay diferencia
significativa entre las temperaturas registradas en los individuos. Las lesiones en el sitio de
aplicacion de ambos grupos permanecieron del mismo tamafio o decrecieron (Cuadro 11).

Cuadro 11. Administracion de segunda dosis vacunal y monitoreo clinico (Dia 21). Temperatura
corporal y reaccioén inflamatoria localizada.

Control 1 38.4°C No presentd | Tratamiento 1 38.0°C 1x1lcm
Control 2 38.2°C 5x5cm Tratamiento 2 38.4°C 1x1lcm
Control 3 38.9°C 5x6cm Tratamiento 3 38.5°C 35x5¢cm
Control 4 38.7°C 5x6cm Tratamiento 4 38.6°C 4x3cm
Control 5 38.6°C 6x5cm Tratamiento 5 38.6°C 6.5x4cm
Control 6 38.5°C 6x6cm Tratamiento 6 38.8°C 4x4cm
X=385°C X=38.4°C
c=0.22 c=0.26

Al dia 22 se observd que todos los individuos del grupo de tratamiento presentaron una
reaccion similar a la presentada después de la primera dosis. Estas van de 1 a 12 cm con
consistencia firme al tacto. Unicamente los animales 1y 4 del grupo de control presentaron
lesion. Al igual que las ocasiones anteriores no hubo presencia de cuadros febriles ni
diferencia significativa entre las temperaturas (Cuadro 12).

Cuadro 12. Monitoreo clinico (Dia 22 postinmunizacién). Temperatura corporal y reaccion
inflamatoria localizada.

Control 1 38.2°C No 4x6cm | Tratamiento 1 38.2°C 1x1lcm 1x1lcm
presento
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Control 2 38.4°C 5x5cm No Tratamiento 2 38.4°C 1x1lcm 9x5cm

presento
Control 3 39.1°C 5x6cm No Tratamiento 3 38.8°C 3.5x5 12x7.5¢cm
presento cm

Control 4 38.2°C 5x6c¢cm | 10 x 8 cm | Tratamiento 4 38.8°C 4x3cm 9x6cm

Control 5 38.6°C 6.5x6.5 No Tratamiento 5 38.9°C 6.5x4 11 x12cm

cm presento cm
Control 6 38.4°C 6 X 6cm No Tratamiento 6 38.9°C 4x4cm 7x12cm
presento
X=138.4°C X=138.6°C
c=0.31 c=0.27

Durante el monitoreo del dia 23, se confirmé el crecimiento de las lesiones post vacunales
locales, alcanzando hasta 20 cm. No se presento lesion en ningan otro animal del grupo de
control a excepcién del animal 1y 4. No existio reporte de procesos febriles ni de diferencia
significativa entre las temperaturas registradas. (Cuadro 13)

Cuadro 13. Monitoreo clinico (Dia 23 postinmunizacidon) Temperatura corporal y reaccion
inflamatoria localizada.

Control 1 38.1°C No 12 x 10 | Tratamiento 1 38.5°C No No presento
presento cm presento

Control 2 38.3°C 5x5cm No Tratamiento 2 38.9°C 1x1lcm 20x 7cm
presento

Control 3 38.1°C 5x5cm No Tratamiento 3 38.8°C 3x3cm 19x5cm
presento

Control 4 38.5°C 5x5cm | 8x7cm | Tratamiento 4 38.3°C 4x2cm | 18x10cm

Control 5 38.1°C 5x6cm No Tratamiento 5 38.6°C 3x3cm 20 x8cm
presento
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Control 6 38.5°C 45x4.5 No Tratamiento 6 38.7°C 4x4cm | 13x12cm
cm presento
X=138.2°C X=38.6°C
c=0.19 c=0.2

Para el dia 31, el tamafio de las lesiones de ambos grupos se redujo. El animal 6 del grupo de
tratamiento presento ulceracion en el sitio de aplicacion a pesar de la reduccion significativa
de tamarfio que tuvo la lesion. Este se trata del Gnico caso en el cual se presentd una lesion de
tipo ulcerativa. En cuanto a la temperatura registrada, ningin individuo presenté fiebre.
(Cuadro 14).

Cuadro 14. Monitoreo clinico (Dia 31 postinmunizacién). Temperatura corporal y reaccion
inflamatoria localizada.

Control 1 38.0°C No 5x5cm | Tratamiento 1 38.6 °C No No presentd
presento presento
Control 2 38.4°C 4x4cm No Tratamiento 2 37.3°C No 10x7cm
presento presento
Control 3 37.8°C 5x5cm No Tratamiento 3 37.7°C 2x2cm 3x3cm
presento

Control 4 38.0°C 5x5cm 5x5cm | Tratamiento 4 37.5°C 4x2cm 5x6cm

Control 5 37.9°C 5x6cm No Tratamiento 5 38.9°C 3x3cm 4x5cm
presento

Control 6 38.5°C 45x45 No Tratamiento 6 39.0°C 4x4cm 55x6cm
cm presento Ulceracion

en sitio de
aplicacion

X=138.1°C X=138.1°C
c=0.25 o =0.69

Al dia 60, las lesiones continuaron decreciendo en ambos grupos. Las lesiones generadas
después de la primera dosis desaparecieron casi en su totalidad en el grupo de tratamiento,
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persistiendo Unicamente en el animal 3 y 5. En el grupo de control las lesiones siguieron
siendo perceptibles hasta el término del experimento. La lesion ulcerativa del animal 6 del
grupo de tratamiento evoluciond hasta ser perceptibles Gnicamente remanentes de esta. No
existio evidencia de procesos febriles en ningun individuo. (Cuadro 15)

Cuadro 15. Monitoreo clinico (Dia 60 postinmunizacién). Temperatura corporal y reaccion
inflamatoria localizada.

Control 1 38.3°C No 5x 4 cm | Tratamiento 1 38.4°C No No presentd
presento presento
Control 2 38.3°C 35x4 No Tratamiento 2 38.4°C No 5x3cm
cm presento presento
Control 3 38.6°C 3x4cm No Tratamiento 3 38.5°C 2x2cm | 25x3cm
presento
Control 4 38.0°C 5x5cm | 5x5cm | Tratamiento 4 38.2°C No 3x4cm
presento
Control 5 38.9°C 5x6cm No Tratamiento 5 38.2°C 3x3cm 4x4cm
presento
Control 6 38.2°C 45x45 No Tratamiento 6 38.9°C No 4x6cm
cm presento presentd | Remanentes
de
ulceracion
en sitio de
aplicacion
lado derecho
X=138.3°C X=138.4°C
c=03 c=0.23

En el dltimo monitoreo realizado se confirmo la ausencia del individuo 1 del grupo de control
quien sufrié una fractura dentro de los corrales y fue enviado a rastro. Las lesiones de ambos
lados de la region cervical continuaron reduciendose, desapareciendo en algunos individuos.
Las temperaturas registradas en todos los individuos se encuentran dentro del rango normal

de la especie (Cuadro 16)
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Cuadro 16. Monitoreo clinico (Dia 90 postinmunizacién). Temperatura corporal y reaccion
inflamatoria localizada.

6.2 Hemogramas.

6.2.1 Eritrograma preinmunizacion.
Tanto los individuos del grupo de control como de tratamiento presentaron alteraciones en el
eritrograma practicado previo a la inmunizacion. En el grupo control, el animal 1 presentd
elevacion en los niveles normales del hematocrito y hemoglobina. Por su parte los animales
2, 3, 4 'y 6 presentaron elevacion en el conteo plaquetario y el animal 5 presentd una ligera
elevacién en los niveles de hemoglobina.

Control 1 - - - Tratamiento 1 38.2°C No No
presentd | presentd
Control 2 37.8°C No No Tratamiento 2 38.2°C No 2x2cm
presentd | presento presento
Control 3 38.1°C 3x4cm No Tratamiento 3 38.1°C 2x2cm No
presento presento
Control 4 38.1°C 5x5cm No Tratamiento 4 38.1°C No 1x1lcm
presento presento
Control 5 38.3°C 3x6cm No Tratamiento 5 37.2°C 3x3cm | 2x2cm
presento
Control 6 38.2°C 4x45 No Tratamiento 6 38.1°C No No
cm presento presentd | presentd
X=38.1°C X=37.9°C
c=0.15 0=0.36

En lo que respecta a los individuos pertenecientes al grupo de tratamiento, el animal 2
presento una elevacion ligera en los niveles de hematocrito y plaquetas. De igual manera,
una elevacion ligera de hematocrito y hemoglobina se present6 en el animal 4 (Cuadro 17).

Cuadro 17. Eritrograma practicado a los bovinos de los grupos control y tratamiento, previos a la

exposicion con el antigeno vacunal. Los valores elevados fuera de los rangos fisiolégicos son expresados
con negritas (Valores de referencia: Schalm, 2010).
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Grupo Hematocrito Hemoglobina Concentracion de Plaguetas
Control (25.0-42.0%) (8.0-14.0 g/dL) hemoglobina (175- 500 x 10%/L)
corpuscular media

(27.0- 34.9 g/dL)

Contrel 1 47.7 % 15.4 g/dL 32.5 g/dL 93 x 1051
Control 2 40.4 % 13.3 g/dL 33.4 g/dL 573x 10°/L
Control 3 33.9% 12.3 g/dL 34.3 g/dL 533 x 10°/L
Control 4 40.5 % 13.6 g/dL 33.7 g/dL 523 x 10°/L
Control 5 30 % 14.2 g/dL 28 4 g/dL 434 x 1031
Control 6 36.7 % 12.0 g/dL 32.7 g/dL 595 x 10°/L
Grupo Hematocrito Hemoglobina Concentracion de Plaquetas
Tratamiento (25.0- 42.0%) (8.0-14.0 g/dL) hemoglobina (175-500 = 10°/L)

corpuscular media
(27.0-34.9 g/dL)

Tratamiento 1 376 % 12.4 g/dL 33.0 g/dL 472 x 1051
Tratamiento 2 422 % 11.6 g/dL - 562 x 10°/L
Tratamiento 3 371 % 13.1 g/dL 353 g/dL 440 x 108
Tratamiento 4 42.8% 14.7 g/dLi 34.3 g/dL 452 x 10°L
Tratamiento 5 325 % 11.3 g/dL 34.8 g/'dL 410 x 10°%L
Tratamiento 6 32.8 % 11.2 g/dL 34.1 g/'dL 486 x 1051

6.2.2 Eritrograma post inmunizacion.

El eritrograma realizado 30 dias posteriores a la primovacunacion reveld alteraciones en
ambos grupos. En el grupo control, los resultados revelaron ain mas elevacion de los niveles
de plaquetas en los individuos 2, 3 y 6 siendo consistente la trombocitosis presentada previo
al inicio del esquema de inmunizacion. Por su parte, el animal 4 que también mostro6 niveles
elevados de plaquetas en el primer eritrograma, regularizé sus valores, pero mostré elevacion
en los niveles de hematocrito y hemoglobina. De igual manera, se restablecieron dentro del
rango normal los valores de hematocrito y conteo de hemoglobina del animal 1 que durante
el primer eritrograma se vieron aumentados.

En el grupo de tratamiento, los valores de plaguetas de los individuos 1, 2, 3, 4 y 5 se vieron
aumentados. El animal 2 mantuvo el conteo de hemoglobina elevado desde el primer
eritrograma; sin embargo, los niveles de plaquetas disminuyeron, aungue permanecieron
sobre el rango normal (Cuadro 18).

Cuadro 18. Eritrograma practicado a los bovinos de los grupos control y tratamiento, posterior a la
exposicion con el antigeno vacunal. Los valores elevados fuera de los rangos fisiolégicos son expresados
con negritas (Valores de referencia: Schalm, 2010).
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Grupo Hematocrito Hemoglobina Concentracion de Plaquetas
Control (25.0-42.0%%) (8.0-14.0 g/dL) hemoglobina (175- 500 x 10°L)
corpuscular media
(27.0- 34.9 g/dL))

Control 1 393 % 13.6 g/dL 34.6 g/dL 456 x 1081
Control 2 398 % 12.8 g/dL 322 gl 699 x 10°7L
Control 3 332 % 12.4 g/dL 352 gl 675 x 10871
Control 4 43.4 % 14.4 gidL, 332 gL 430 x 1051
Control 5 39.4 % 13.6 g/dL 34.5 gL 318x 1081

Control 6 37.8 % 12.0 g/dL 31.7 g/dl 659 x 10571

Grupo Hematocrito Hemoglobina Concentracion de Plaquetas
Tratamiento (15.0- 42.0%) (8.0-14.0 g/dL) hemoglobina (175-500 x 10°/L)
corpuscular media
(27.0-34.9 g/dL.)

Tratamiento 1 383 % 12.9 g/dL 33.7 g/dL 588 x 10571
Tratamiento 2 41.1 % 14.2 g/dL 34.5 g/dL 526 x 10%L
Tratamiento 3 37.9% 13.4 g/dL 354 g/dl 509 x 105/
Tratamiento 4 37.1% 12.6 g/dL 34.0 g/dL 559 x 105/
Tratamiento 5 34.4 % 11.8 g/dL 34.3 g/dL 741 x 105
Tratamiento 6 27.2 % 9.4 a/dl 34.6 g/dL 456 x 1081

6.2.3 Leucograma preinmunizacion.

En el conteo celular previo a la inmunizacién, algunos individuos muestran alteraciones de
la linea blanca. Los animales del grupo de control, 1, 2, 4 y 6 revelan la presencia de
neutrofilia y en el caso de los animales 5y 6 se presenta a la par linfocitosis. En el caso
concreto del animal 6 cursa ademas por una monocitosis leve. En cuanto a los animales del
grupo de tratamiento, todos presentan linfocitosis. Los animales 1, 3, 4 y 5 presentan su
conteo de neutréfilos segmentados elevado; y los individuos 1, 3 y 5 muestran conteos

elevados de monocitos (Cuadro 19).

Cuadro 19. Leucograma practicado a los bovinos de los grupos control y tratamiento, previos a la

exposicion con el antigeno vacunal. Los valores elevados fuera de los rangos fisioldgicos son expresados

con negritas (Valores de referencia: Schalm, 2010).
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Grupo Conteo total | Basofilos | Eosinodfilos Neut. Neut. Linfocitos Monocitos
Control de lencocitos (=0.1) (1.3+0.1) Segm. Banda (5.3x1.2) (0.5+0.2)
(2.2+:0.9) | (=0.1)
Control 1 71x109/L ] 0.14 2.34 0 4.0 0.56
Control 2 11.8x 1091 0 0.59 5.54 0 483 0.82
Control 3 5.8x 1091 0 0.29 1.27 0 3.94 0.29
Control 4 5.9x% 1091 0 0.59 1.18 0 377 0.35
Control 5 123 x 109/L ] 0.49 4.0 ] 7.62 0.12
Control § 30.2 x 10971 0 0.30 7.24 0 21.44 1.20
Grupo Conteo total | Basofilos | Eosinofilos Neut. Neut. Linfocitos Momnocitos
Tratamiento de (=0.1) (1.3+0.1) Segm. Banda (5.3+1.2) (0.5+0.2)
lencocitos (2.220.9) | (=0.1)
Tratamiento 1 | 368 x 10°T 0 0 5.15 0 30.91 0.73
Tratamiento 2 8.1x10%L 0 0.16 1.94 0.08 5.42 0.48
Tratamiento 3 13x 10%/L 0 0.26 4.16 0 7.8 0.78
Tratamiento 4 12 x 10%7L 0 0.36 3.6 0 7.56 0.48
Tratamiento 5 | 25.6 x 10°/L 0 0.76 3.32 0 19.96 1.53
Tratamiento 6 | 10.6x 10°T 0 1.59 2.0 0 6.0 0.95

6.2.4 Leucograma post inmunizacion.

Los resultados del leucograma realizado 30 dias después de la primera exposicién al antigeno
vacunal revelaron valores la persistencia de neutrofilia en los animales 1, 2, 4 y 6 afiadiendo
también el animal 3 y 5 al conteo elevado de neutroéfilos entre los animales del grupo de
control; sin embargo en esta ocasion se hace evidente la elevacion del conteo de bandas en
todos los individuos. La linfocitosis persiste en el individuo 6 y el bovino 5 restablecid sus
valores dentro de los rangos fisiologicos; sin embargo, el bovino 4 presentd elevacion en su
conteo linfocitario ademas de monocitosis.

En cuanto a los animales del grupo inmunizado todos presentaron neutrofilia a excepcion del
individuo 6. Las bandas se vieron aumentadas Unicamente en los animales 3 y 6. Todos los
individuos manifestaron linfocitosis a excepcion del animal 6 quien restablecio sus valores.
El individuo 1 contindia con monocitosis teniendo una ligera elevacion, y el individuo 6
también vio superados sus valores monociticos (Cuadro 20).
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Cuadro 20. Leucograma practicado a los bovinos de los grupos control y tratamiento, posteriores a la
exposicion con el antigeno vacunal. Los valores elevados fuera de los rangos fisiolégicos son expresados
con negritas (Valores de referencia: Schalm, 2010).

Grupe | Conteo total | Baséfilos | Eosinéfilos Neut. Neut. Linfocitos Moneocitos
Control de (<0.1) (1.3=0.1) Segm. Banda (3.3=1.2) (0.5£0.2)
leucocitos (2.2+0.9) (=0.1)
Controll | 08x10%L 0 0.19 4.21 0.39 4.60 0.39
Control2 | 88x10%L 0 0.44 3.96 0.44 3.69 0.26
Control3 | 7.1x10%L 0 0.21 2.34 0.63 3.76 0.14
Control4 | 198 x 10%L 0 1.1% 6.73 1.73 2.30 0.79
Control 5§ | 10x 10%L 0 0.2 4.3 0.4 4.7 0.4
Control 6 | 223 x 105/ L 0 0 33 0.22 18.28 0.44
Grupo Conteo total | Basofilos | Eosinofilos Neut. Neut. Linfocitos | Monocitos
Tratamiento | de leucocitos (=0.1) (L.3+0.1) Segm. Banda (5.3=£1.2) (0.5+0.2)
(2.2£0.9) (<0.1)

Tratamiento 1 | 313 x 10%L 0 0.31 7.82 0 21.91 1.25
Tratamientoe2 | 166 % 10%L 0 . 2.82 0 12.61 0.16
Tratamientod | 107 x 105 L 0 0.21 4.06 0.32 5.77 0.32
Tratamiento 4 9.7x10%L ] .5 3.20 .09 5.43 0.29
Tratamiento 5 | 154 % 10% L i] 0.15 3.54 0 11.70 0
Tratamienio 6 T1x10%L i] . 1.98 0.35 3.90 0.71

6.3 Sensibilizacion de placas

Para la estandarizacion de la técnica de ELISA que se uso en la identificacion de anticuerpos
en leche y suero, fue necesario encontrar la concentracion ideal de antigeno (Quivax)
requerida para la sensibilizacién de las placas y que fuera la concentracion ideal donde se
pudieran ser observados claramente los resultados entre sus grupos control y tratamiento.

Se inicid sensibilizando las placas de ELISA con cuatro concentraciones de Quivax (1.75,
2.5,5y 10 pg/ mL) y se probaron sueros de animales pre y post inmunizacién (Dia 31).

Como se puede observar en la Figura 9. Se graficaron las densidades Opticas para las
concentraciones de 1gG en sueros de animales a una concentracion de 1:200 Una diferencia
significativa es evidente entre las concentraciones de 1gG de los animales inmunizados y no
inmunizados para los pozos sensibilizados con 5 pg/ mL.

Por esta razén se decidid sensibilizar todas las placas para la deteccion de titulos de
anticuerpos IgG en sueros con 5 pg/ mL (Figura 10)
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Figura 10. Gréfica de evaluacion de la concentracién de antigeno ideal para forrar las placas de
ELISA.

6.4 Titulos de anticuerpos en suero

La medicion de anticuerpos 1gG totales en suero se realizé por medio de la técnica de ELISA
indirecta, en la que se llevaron a cabo diferentes diluciones (1:400, 1.800, 1:1600, 1:3200,
1:6400, 1:12800, 1:25600 y 1:51200) de los sueros pre inmunes y de los dias 31, 60 y 90 post
inmunizacién. Se determind que la dilucion con la concentracion optima seria 1:800 debido
a que la densidad oOptica presentada fue mayor a 0.6.

A partir de la dilucion 1:800 se observa la mayor diferencia significativa entre las DO de los
sueros del grupo de animales inmunizados y de control. Los sueros preinmunes (Dia 0) del
grupo de control mostraron una DO=0.094, al dia 31 (DO= 0.051), dia 60 (DO=0.061) y dia
90 (DO=0.060), en contraste con el grupo inmunizado que presento al dia 0 una (DO=0.18),
al dia 31 presentaron una (D0O=0.54), al dia 60 (DO=0.59) y al dia 90 (DO=0.56). La mayor
diferencia se refleja entre las DO del dia 31 del grupo de control (DO= 0.051) y el dia 60 del
grupo inmunizado (DO=0.59) con lo que es posible concluir que no existié generacion de
anticuerpos en los sueros preinmunes ni en el grupo de control.

Fue a partir de la dilucion 1:25600 que se observd la menor diferencia estadistica entre las
DO de todos los sueros de los animales del grupo de control: dia 0 (DO= 0.096), dia 31,
(DO= 0.06), dia 60 (DO= 0.076) y dia 90 (DO= 0.06); y las DO del grupo de animales
inmunizados en los que se observan los siguientes valores: dias 0 (D0O=0.10), 31 (DO=0.10),
60 (DO=0.20) y 90 (DO= 18).
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Siempre existié una tendencia mayor de DO en las diluciones realizadas a los sueros del dia
60 del grupo inmunizado (Figura 11).

Titulos de anticuerpos IgG totales

0.8 =
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—&— Suero premmune
0.6 —— Grupo inmunizado (Dia 31)
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Figura 11. Determinacion de los titulos de anticuerpos IgG.

La figura 12 muestra la concentracion de anticuerpos totales 1gG durante el tiempo del
esquema de inmunizaciones con sueros preinmunes hasta el dia 90 postinmunizacién
comenzando con una densidad Optica de 0.19 para el grupo de control y 0.2 para el grupo
inmunizado. A partir del dia 31 postinmunizacion, la DO del grupo inmunizado comienza a
elevarse, separandose de la linea que indica la DO del grupo de control. Al dia 60 se observa
la elevacion de la linea de control (DO=0.2) junto con la de los animales inmunizados
(D0O=0.29). A partir de este punto la linea de control desciende su DO=0.28 a 0.20 hacia el
dia 90 y la del grupo de tratamiento continGa con tendencia creciente con D0O=0.44 a 0.47
al dia 90. La mayor concentracion de anticuerpos IgG en el suero de los bovinos inmunizados
fue identificada en al dia 90 postinmunizacion con una densidad Optica de 0.47. Los sueros
fueron usados en una concentracion de 1:800 para la realizacion de la técnica (Figura 12)
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Anticuerpos totales IgG en suero (Dilucién 1:800)
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Figura 12. Grafica de la evaluacién de la respuesta de anticuerpos IgG totales presentes en suero.
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Para determinar la presencia de anticuerpos IgA en el suero de los bovinos inmunizados se
uso una concentracion de 1:400. La grafica comienza con una DO= 0.09 para el grupo control
y de DO=0.121 para el grupo inmunizado. En el dia 31 postinmunizacion los valores de DO
de ambos grupos descienden a DO= 0.07 para el grupo control y el grupo inmunizado bajé
hasta DO= 0.103. Hacia el dia 60, se registré un ligero aumento en ambos grupos con Do=
0.09 para el grupo control y DO=0.127 para el grupo de tratamiento. Finalmente al dia 90 se

alcanzaron valores de 0.13 para ambos grupos (Figura 13)
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Figura 13. Gréfica de la evaluacion de la respuesta de anticuerpos totales IgA presentes en suero con

dilucién 1:400

La determinacion de la presencia de anticuerpos de isotipo 1gG en leche fue realizado usando
una concentracion de 1:400, en la que se utilizaron sueros de ambos grupos. La grafica
comienza con una DO= 0.08 para el grupo de control y de DO= 0.18 para el grupo de
animales inmunizados; sin embargo, para el dia 10 la densidad Optica de ambos grupos
descendié hasta DO= 0.06. Por su parte, al dia 31 ambos grupos vieron su densidad Optica
elevada, control con DO=0.089 y el de tratamiento DO= 0.12. Finalmente al dia 60 los
valores de la densidad Optica para el grupo de control subié ligeramente a DO=0.089 y a de

los animales inmunizados bajo a DO= 0.068 (Figura 14).
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Figura 14. Gréfica de la evaluacion de la respuesta de anticuerpos totales 1gG en leche.

Por su parte, para la concentracion de 1:400, la grafica comienza con una DO de 0.080 para

el grupo control y 0.066

para el grupo inmunizado. Diez dias posteriores a la

primovacunacion los valores de la DO descienden para ambos grupos a 0.063, para
posteriormente al dia 31 verse elevados de nuevo con 0.085 para el grupo control y 0.010
para el grupo inmunizado. Finalmente el dia 60, los valores de ambos grupos sufren un
descenso de 0.076 para el grupo control y 0.064 para el de tratamiento (Figura 15)
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VII. DISCUSION.

Como parte del estudio preclinico del desarrollo de la vacuna QUIVAX 17.4, se han
inoculado dos dosis vacunales de 100 pg y de 60 pg, monitoreando dos aspectos clave en la
evaluacion preclinica que son el estudio de la inmunogenicidad de la proteina; y el analisis
de las las reacciones secundarias posteriores a la primer y segunda inmunizacién relacionada
con cada una de las diferentes concentraciones.

Se realizd la evaluacion del sitio de inoculacion de la vacuna para confirmar o descartar la
presencia de lesiones o reacciones locales. Después de la primera inmunizacion con 100 ug
todos los individuos pertenecientes a ambos grupos, a excepcién de un individuo del grupo
de tratamiento, presentaron lesiones en la regidn cervical lateral izquierda presentando
nodulos subcutaneos de consistencia firme cuyo tamafio se vio incrementado durante los
primeros dias y fueron decreciendo hacia el dia 21 post vacunacion, mismo dia en que fue
aplicada la segunda dosis de 60 g de antigeno. Posteriormente, se presentaron lesiones de
apariencia y consistencia similares a las reportadas después de la primera dosis en los
animales del grupo de tratamiento y dos del grupo control, esta vez en la regién cervical
lateral derecha. El tamafio de las lesiones se vio aumentado los primeros dias e
involucionaron hacia el dia 90 post inmunizacion. Unicamente un individuo del grupo de
tratamiento presentd ulceracion en el sitio de aplicacion que se resolvid sin complicaciones.

El adyuvante utilizado en el presente estudio, Montanide ™ 71 VG (Seppic, Paris, Francia),
se trata de una emulsion agua-aceite, formulada a base de aceite mineral y un emulsificador
de manitol- acido oleico altamente refinado que estimula la respuesta Thl mediada por
celulas (Jang et al, 2013) asi como la produccion de anticuerpos 1gG2 (Klimka et al, 2015).
Se ha reportado la eficacia de dicho adyuvante en el mejoramiento de inmunidad protectiva
contra diversas enfermedades de importancia veterinaria cuando se usa en conjunto con
proteinas recombinantes de distintos agentes infecciosos parasitarios, virales o bacterianos
(Jang et al, 2011), a pesar de que el antigeno usado presente baja inmunogenicidad por si
mismo. Este ha sido usado de manera exitosa en diferentes especies como aves, bovinos y
pequefios rumiantes (Jang et al, 2013).

Existen otros adyuvantes como el adyuvante de Freund que ha sido considerado como uno
de los mas eficaces dado a su capacidad de estimular niveles elevados de inmunidad a largo
plazo; sin embargo actualmente ha sido desplazado en su uso para investigacion y no posee
autorizacion de los organismos regulatorios para su uso en animales ni humanos debido a las
fuertes reacciones secundarias que se presentan después de su inoculacién (Klimka et al,
2015; Sharma & Hinds, 2012). Por tal motivo se opté por el uso de un adyuvante de emulsion
agua-aceite con la finalidad de aumentar la seguridad de la vacuna evitando en lo posible la
aparicion de reacciones adversas post inoculacion; sin embargo se esperaban reacciones
inflamatorias locales leves inducidas tanto por la reaccion al antigeno como al adyuvante
como lo describen Sellon & Long (2013) y Tizard (2018), donde reportan la posible
generacion de reacciones adversas sistémicas como fiebre y anorexia, ambas inexistentes en
los individuos del estudio; y reacciones locales como inflamacion, y la formacion de
granulomas o abscesos.
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Pueden existir otras causas para las reacciones presentadas como: la presencia de
contaminacion bacteriana en las jeringas o en el sitio de aplicacion, microorganismos vivos
en la vacuna, y reacciones de hipersensibilidad (Roth, 1999).

Entre los criterios para considerar efectivo un adyuvante de emulsion son una baja
viscosidad, alta estabilidad, liberacion lenta de antigenos a partir del sitio de aplicacion,
generacion de procesos inflamatorios leves que promueven el reclutamiento de células
presentadoras de antigeno para la liberacion de citocinas estimulantes de la inmunidad celular
y humoral (Klimka et al, 2015). Al tener un efecto de depdsito, el adyuvante conduce a la
liberacion lenta del antigeno en el sitio de la aplicacion y puede provocar un proceso
inflamatorio leve que estimula el reclutamiento de células presentadoras de antigeno como
macrofagos y celulas dendriticas (Klimka et al, 2015), lo cual explica la presencia de los
nodulos previamente descritos en el sitio de aplicacion. No se llevaron a cabo estudios
histopatolégicos de las lesiones; sin embargo se hipotetiza que se trata de un proceso
inflamatorio activo provocado por la inoculacion de la emulsion vacunal compuesta por el
adyuvante y la proteina. Como se mencioné anteriormente, el efecto de depoésito pudo ser
evidenciado mediante el tiempo de permanencia de la lesion en el sitio de aplicacion, segun
lo afirma, tiempo en el que se llevd a cabo el reclutamiento de células inflamatorias e
inmunitarias y el antigeno fue liberado lentamente mientras la lesion involucionaba (Klimka
et al, 2015).

Posterior a la primera inmunizacion con 100 pg ambos grupos presentaron reaccion en el
sitio de aplicacion; sin embargo, después de la segunda dosis esta vez de 60 g, el grupo de
control presentd poca reactividad a la inoculacion de adyuvante, donde Unicamente dos
animales presentaron reaccion leve. No asi el grupo inmunizado en el cual todos los
individuos presentaron de nuevo reaccion inflamatoria incluso al reducir la concentracion de
antigeno en la vacuna.

Todos los individuos pertenecientes al grupo de control y tratamiento registraron una
temperatura corporal normal dentro de los rangos fisiologicos de la especie, mismos que
oscilan entre los 37.7°C a 39.2.0°C (UNAM, s.f.; University of Glasgow; s.f.). La
temperatura fue monitoreada durante la misma hora y previo al resto de procedimientos y
manejo realizados para el experimento con la finalidad de evitar alteraciones de la misma, se
concluye que no existié ninguna reaccién febril en ninguno de los individuos de ambos
grupos.

La evaluacion sanguinea mediante hemograma es un componente esencial para el
diagnostico, monitoreo y prondéstico de una enfermedad. (Schalm, 2010). Los hemogramas
practicados a los individuos objetos del estudio, revelan algunas alteraciones. En el
eritrograma de los individuos de control, el bovino 1 presenta elevacion del hematocrito y la
hemoglobina (al igual que el individuo 5), lo que podria ser un indicador de eritrocitosis e
indicar un posible proceso de deshidratacion tratdndose de una policitemia relativa. También
pudo deberse a una policitemia absoluta asociada a anomalias en el control de precursores
eritrociticos en meédula 6sea, 0 a una lesion o proceso neoplasico renal que afecte el
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funcionamiento de las células secretoras de eritropoyetina; o en estados de hipoxia (Schalm,
2010; Trigo, 2023).

Los individuos 2, 3, 4 y 6 presentaron trombocitosis, esta puede deberse a la presencia de
artefactos eritrocitarios conocido como pseudo trombocitosis, alteraciones en la movilizacion
de plaquetas por excitacion, posterior a un proceso de esplenectomia, a un proceso
inflamatorio; iatrogénica por el uso de farmacos como sulfato de vincristina; o debida a la
deficiencia en la generacion de las mismas como la presencia de neoplasias relacionadas con
los megacariocito y algunos tipos de leucemias (Schalm, 2010).

En cuanto al eritrograma preinmune del grupo inmunizado se revela Unicamente la elevacion
del conteo de hematocrito y plaquetas en el animal 2 y hematocrito y hemoglobina en el
individuo 4 cuyas posibles causas han sido explicadas en el parrafo anterior.

Por su parte el eritrograma post inmunizacién del grupo de control muestra una mayor
elevacién en el conteo plagquetario de los animales 2, 3 y 6. Los valores de plaquetas del
animal 4 volvieron dentro de rango pero esta vez la hemoglobina y hematocrito se vieron
aumentados. En el grupo inmunizado se elevaron los valores plaquetarios de los individuos
1,2,3,4y 5; asi como el animal 2 mantuvo un conteo elevado de hemoglobina desde el primer
hemograma practicado.

Se hipotetiza como posible causa de elevacion del hematocrito y hemoglobina una
eritrocitosis relativa a causa de un posible proceso de deshidratacion. Por su parte los conteos
elevados de plaquetas en los hemogramas pre inmunes podrian deberse al estrés generado en
los animales por el manejo, en el hemograma post inmunizacion se podria sospechar de
reactividad inflamatoria, sin descartar la posibilidad de un proceso neoplasico (Schalm,
2010).

En lo que respecta al leucograma pre inmunizacion del grupo de control, se evidencian
alteraciones donde se aprecia un proceso de neutrofilia en los individuos 1, 2, 5y 6. En los
animales 5y 6 se presento linfocitosis y en este Gltimo también se hizo evidente un conteo
elevado de monocitos. Segun Schalm (2010) la neutrofilia puede estar relacionada con el
efecto producido por glucocorticoides exdgenos o enddgenos. Al momento de realizar el
experimento, los animales no se encontraban bajo ningun tipo de tratamiento, por lo que la
posibilidad de la alteracion por glucocorticoides queda relegada a la elevacion de los mismos
de manera enddgena probablemente inducidos por estrés; sin embargo, el leucograma por
estrés suele reportar ademas de neutrofilia, linfopenia y eosinopenia.

Otra causa importante de elevacion de conteo de neutrdfilos en sangre es el curso de un
proceso inflamatorio agudo, en bovinos suele ocurrir neutropenia en las primeras 24 - 48 hrs
debido al reclutamiento de neutréfilos en el sitio de lesion y a la lenta movilizacién de
colonias de células madre en contraste con otras especies. Pasadas las 24 horas pueden verse
desviacion a la izquierda con elevacion de neutrofilos inmaduros como bandas vy
metamielocitos lo que se asocia con un pronostico reservado en la mayoria de las especies.
Sin embargo, pasados 3 a 5 dias el nUmero de neutrofilos puede verse elevado de nuevo junto
al numero de neutrofilos inmaduros, lo que resulta en neutrofilia. De igual manera un proceso
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inflamatorio crénico podria generar un proceso de neutrofilia, por lo que el mejor indicador
diagnostico en estos casos es la hiperfibrinogenemia (Schalm, 2010).

Entre otras causas probables de neutrofilia est la presencia de neoplasias, desplazamiento
abomasal, toxicosis, anemia inmunomediada, ARDS y debido a iatrogenia por el tratamiento
con somatotropina (Schalm, 2010), la mayoria de las cuales podrian descartarse en los
individuos de estudio, a excepcion quiza de la presencia de alguna neoplasia.

En el caso de los bovinos del hemograma preinmune con neutrofilia, es probable que
estuvieran cursando por alguna infeccion o algin proceso inflamatorio que indujera la
elevacion de neutrofilos, como algun trastorno gastroentérico, mastitis o algin proceso viral,
bacteriano o parasitario; sin embargo no se descarta la posibilidad de la neutropenia inducida
por liberacién de corticosteroides enddgenos.

Los individuos 5 y 6 ademas de neutrofilia, presentaron linfocitosis. Este hallazgo no es muy
comun en bovinos y podria deberse a infecciones virales cronicas, tripanosomiasis cronica,
e inflamacion cronica, la liberacion de epinefrina, asi como la presencia de leucemia
linfocitica. Un agente a considerar seria el virus de la leucemia viral bovina (BLV) que
provoca linfocitosis persistente (Schalm, 2010).

Por su parte la monocitosis presentada por el individuo 6 ademas de la neutrofilia y
linfocitosis podria estar relacionada con respuesta al estrés, asi como parte de la respuesta
inflamatoria (Schalm, 2010).

En el leucograma preinmune del grupo de tratamiento se evidencia neutrofilia en los
individuos 1, 3, 4 y 5; y linfocitosis en todos los individuos. Se presenta también en los
bovinos 1, 3 y 5 monocitosis lo que podria ser consistente con un proceso inflamatorio o
parte de un proceso infeccioso (Schalm, 2010).

En el hemograma practicado 10 dias después de la segunda inmunizacion al grupo de control
revela la persistencia de neutrofilia en los animales 1, 2, 4 y 6; ademas el conteo de neutrofilos
de los animales 3 y 5 también sufrio elevacion; asi como el conteo de neutréfilos inmaduros
(bandas) en todos los individuos se vio elevado, lo que corresponde con un proceso
inflamatorio en curso. Esta ocasion el individuo 6 resolvio la linfocitosis, no asi el bovino 5
quien vio elevados sus valores linfocitarios. La elevacion de neutrofilos posterior a la
inoculacion de las dosis de adyuvante podria deberse a la reaccion inflamatoria subsecuente
(Schalm, 2010).

En lo que al hemograma realizado el dia 31 al grupo de tratamiento, se hizo manifiesta la
persistencia de neutrofilia con excepcién del individuo 6. Las bandas se vieron aumentadas
Gnicamente en los individuos 3 y 6. La linfocitosis fue manifestada por todos los individuos
a excepcion del bovino 6. A su vez los bovinos 1 y 6 mostraron monocitosis. Lo que sigue
siendo consecuente con un proceso inflamatorio debido al adyuvante y a la presencia de la
estimulacién antigénica (Schalm, 2010). Debido a la presencia de linfocitosis persistente en
la mayoria de los individuos de ambos grupos, deberia mantenerse como diagndstico
diferencial la posible presencia de BLV en el hato.
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Existe evidencia de la presencia de anticuerpos anti SARS-CoV-2 en leche de mujeres
lactantes que padecieron COVID-19 o fueron inmunizadas con alguna de las vacunas
aprobadas de emergencia (Garib et al, 2022; Gray et al, 2021). Dado que se conoce el
potencial de la generacién de anticuerpos contra algunos agentes virales tales como BCoV y
Rotavirus (Garib et al, 2022; Arenas et al, 2021), ademas de diferentes componentes con
actividad antibacteriana como lactoperoxidasas, lisozima, lactoferrinas, etc (Arenas et al,
2021; Tizard, 2018) existe el interés de conocer la capacidad de la proteina en estudio de
generar anticuerpos en leche que potencialmente podrian servir como terapia
inmunoestimulante contra SARS-CoV-2.

Ademas la especificidad de los anticuerpos presentes en leche o calostro bovino puede ser
aumentada realizando vacunacion previo a la colecta de las muestras, posteriormente el
calostro hiperinmune deberia estar enriquecido con anticuerpos IgG1 con la capacidad de
reconocer al antigeno presente en la vacuna (Ulfman et al, 2018).

A diferencia de varias especies de primates, incluida el ser humano, cuya clase predominante
de anticuerpos en calostro y leche es IgA; en los rumiantes, concretamente en los bovinos, la
subclase de anticuerpos que se encuentran presentes en mayor cantidad en ambas secreciones
son lIgG1; sin embargo, en las demas superficies corporales de estos animales, ademas de
esta subclase, se encuentra presente en altas cantidades IgA. A su vez IgG2 esté presente en
la saliva y el intestino. Se estima de manera general, que las inmunoglobulinas de clase IgG
poseen una respuesta mas efectiva en la proteccion de las vias respiratorias que en el tracto
gastrointestinal (Hurley & Theil, 2011; Tizard, 2018).

Por tanto, se esperaba encontrar una mayor cantidad de anticuerpos de isotipo 1gG que IgA,
debido a su mayor abundancia en la leche bovina (Tizard, 2018; Ulfman et al, 2018). Sin
embargo, la mayor titulacion de anticuerpos se dio en suero con isotipo 1gG al dia 90 con
una densidad éptica de 0.47 teniendo una diferencia significativa entre el grupo inmunizado
en los dias: 0y 60, 0 y 90; asi como 31y 60y 31y 90.

La mayor DO del grupo inmunizado en la deteccion de IgA en suero fue de 0.127 por lo que
se considera nula la generacion de anticuerpos IgA en suero.

Asimismo la mayor DO del grupo inmunizado para la deteccion de 1gG en leche fue 0.12 al
dia 31 post inmunizacién y para el isotipo IgA en leche fue de 0.64 en el dia 60, por lo que
se considera ausente la generacion de anticuerpos en leche. Lo cual se hipotetiza pudo
suceder debido a las bajas concentraciones usadas en la formulacién vacunal.
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VIIl. CONCLUSIONES.

La seguridad de la vacuna Quivax 17.4 ha sido comprobada debido a la ausencia de efectos
secundarios adversos en los animales inmunizados: Se descarto la presencia de cuadros
febriles postvacunales asi como alteraciones hematoldgicas directamente relacionadas con la
administracion de la proteina; Unicamente lesiones inflamatorias localizadas leves fueron
registradas en el sitio de aplicacion mismas que desaparecieron alrededor del dia 60 post
inmunizacién. Por su parte, la inmunogenicidad de la proteina fue demostrada debido a la
deteccion de anticuerpos IgG en el suero de los bovinos inmunizados con una mayor DO=
0.47 al dia 90 post inmunizacion; sin embargo no fue posible la deteccidn de anticuerpos IgA
en suero y leche, asi como IgA en suero.

Por tanto se concluye que las concentraciones de proteina utilizadas durante el presente
experimento son suficientes para la generacion de anticuerpos de isotipo IgG en la sangre de
los bovinos inmunizados; sin embargo, dichas concentraciones no fueron suficientes para
lograr la generacion de anticuerpos de isotipo 1gG ni IgA en leche, ni IgA en suero Por lo
que concentraciones mayores deben ser estudiadas en bovinos para encontrar la adecuada en
la que exista generacion de anticuerpos y no se presenten reacciones adversas.
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