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RESUMEN

La Fraccion crotalida AL27 es una hemaglutinina ¢ lectina que puede ser
reconocida por receptores celulares e introducida a nivel citoplasmico, es
probable que también posea cierta actividad miotéxica reversible. Cualquiera que
fuese su mecanismo de accion, en el presente trabajo, se empled como un
novedoso agenfe facilitador del mecanismo de ftransfeccién de un vector de
expresion no viral, favoreciendo la introduccion de segmentos de DNA en células
musculares, utilizando como modelo un plasmido insertado con el gen que
codifica para la glicoproteina G del virus de la rabia. En terapia génica, debido a
que el DNA posee una baja eficiencia de transfeccion, generalmente se emplean
vectores virales para facilitar la entrada del acido nucleico. La propuesta es el
empleo de un facilitador (Fraccion AL27) de la transfeccion, a fin de minimizar los
factores adversos, para ello, el objetivo fue evaluar a dicha fraccion en su
habilidad para incrementar los niveles de transfeccion del plasmido rabico en
condiciones fn vitro, in vivo en animales de laboratorio y finalmente en el perro,
como principal especie trasmisora del virus de la rabia al humano. La fraccidn
AL27 se aisl6 del veneno de serpiente Agkistrodon piscivorus por HPLC-RP y se
corroboré que conservaba su capacidad de reconocimiento por receptores
celulares hasta un titulo de 64 Unidades Hemaglutinantes (UH). El inmundgeno
empleado fue el plasmido pC38, seleccionado de un panel de 18 clonas,
construido por insercion del gen que codifica para la glicoproteina G de la cepa
rabica HQIMSS99, en el vector de expresion pCL-neo. Los resultados in vitro,
mostraron que pC38 en dosis de 1 pg/ml, adicionado o no con 1.062 ug/ml de

AL27, transfectd células CHO bajo el sistema caicio-fosfato y por microscopia
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confocal (MC) se observd mayor fluocrescencia (+++) con la mezcla pC38/AL27,
que con el ptasmido pC38 solo (++). La cuantificacion por citometria de flujo (CF),
presentd los porcentajes de expresion de 27.78% para pC38 y 38.66% para
pC38/AL27. El experimento in vivo, consistio en formar tres grupos de ratones
BALB/C. El grupo 1 se inoculd via intramuscular en musculo tibial con pC38 en
dosis de 40 ng/ml, el grupo 2 se inoculd en forma similar pero adicionado con
1.062 ng/ml de AL27, el grupo 3 fue control negativo. Se sacrifico la mitad de los
animales de cada grupo a fin de obtener el tejido tibial, detectando por MC mayor
expresion (+++) al empleo de pC38/AL27. Los ratones restantes se mantuvieron
vivos por tres meses para la deteccion de anticuerpos por reduccidn de focos
fluorescentes (RFFIT), obteniendo de 0.75 a 1.2 Ul/ml (Unidades Iinternacionales
por mililitro} para pC38 y de 1.1 a 1.27 Ul/mi para pC38/AL27. Finalmente, se
inocularon perros Beagle empteando las mismas dosis de pC38 y AL27,
detectando anticuerpos en niveles hasta un maximo de 2.1 Ul/ml para pC38/AL27
y de 0.17 Ul/m| para pC38 (minimo requerido es de 0.5 Ul). Los resultados
anteriores muestran que AL27 favorecio los mecanismos de entrada celular, con
lo cual se generé un mayor nivel de expresion del gen que codifica para la
glicoproteina G del virus rabico, brindando como consecuencia, un mayor
estimule del sistema inmune. For 1o tanto, es factible que ta fraccion AL27 pueda
ser empleada como un agente facilitador de la transfeccidon por vectores de

expresion no virales, en procesos de terapia génica y/o vacunas genicas.
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SUMMARY

The crotalid fraction AL27 is a haemoaglutinin or lectin that can be recognized by
cellular receptors and introduced at the cytoplasmic level, it is also probable that
has certain reversible myotoxic activity. No matter what its action mechanism, at
the present work was used as a newly transfection agent for non viral expression
vector, acting as an elicited agent for the DNA segment introduction to muscular
cells, using as a model an inserted plasmid with the gene that codifies for the G
glycoprotein of the rabies virus. At genetic therapy, because of the low transfection
efficiency of the DNA, viral vectors usually are used to elicit the entrance of
infectious agents. The proposal is to use an easy maker agent {AL27 Fraction) to
non viral vector in order to minimize adverse factors, for this, the object was to
evaluate such fraction in its ability to increase the levels of the rabic plasmid
transfection within in vitro conditions, as well as in vivo with |laboratory animals,
and finally, in the dog, as the mainly transmission specie of the rabies virus to
humans. The AL27 fraction was isolated from the venom of the snake Agkistrodon
piscivorus by HPLC-RP and was assured it kept its recognition capacity by cellular
receptors up to a titer of 64 Haemoaglutinate Unities (HU). The immunogenic used
was plasmid pC38, selected from a panel of 18 clones, constructed by inserting
the gene that codifies for the G glycoprotein of the rabies strain HQIMSSS9, at the
pCL-neo expression vector. The in vitro results, showed that pC38 at 1pg/ml
doses, enriched with or without 1.062 1ug/ml of AL27, transfected CHO cells
under the calcium-phosphate system and by confocal microscopy (CM} was
observed major fluorescence (+++) with the mix pC38/AL27, than with pC28 itself

(++). The Flow Cytomethry quantification (FC), exposed the expression



percentages 27.78% for pC38 and 38.66% for pC38/AL27. The in vivo experiment
consisted of three groups using mice BALB/C: group 1 was inoculated through
intramuscular route at the tibial muscle at 40 ug/ml doses, group 2 was inoculated
in a similar way, but enriched with 1.062 1ug/mi of AL27 and group 3 was a
negative control. Half of the animals were sacrificed from each group in order to
obtain the tibial tissue, detecting by CM major expression (+++) when using
pC38/AL27. The rest of the animals were maintain alive for three months to detect
antibodies by reduced fluorescence focus (RFFIT), obtaining 0.75 to 1.2 IU/mi
(International Units per milliliter) for pC38 and 1.1 to 1.27 |U/ml for pC38/AL27.
Finally, Beagle dogs were inoculated using the same doses of pC38 and AL27,
detecting antibodies at levels up to a maximum of 2.1 IU/m| for pC38/AL27 and
017 IU/mi for pC38 (minimum required is 0.5 IU). The former results show that
AL27 elicited the cell entrance mechanisms, with which was generated a major
level of the gene expression that codifies for the G glycoprotein of the rabies virus,
bringing as conseguence an enhanced stimulation of the immune response.
Thereby, it is feasible that the AL27 fraction can be used as transfection agent for
non viral vector expression, within genetic therapy procedures and genetic

vaccines.
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INTRODUCCION

La terapia génica es una gran promesa para el tratamiento, cura y prevencién de
un amplio espectro de trastornos, por la introduccién de genes terapéuticos en el
tejido adecuado (1). Se define como el “proceso por el cual se inserta material
genético en una célula, con el fin de hacer que esta produzca una proteina
normal’, pero su alcance no solo se limita a enfermedades genéticas, sino
tambien a las de origen externo al organismo: virales, bacterianas, protozoarias,
etc. Es una rama de la bictecnolegia, la cual surge con los avances en ingenieria
genética, tras el conocimiento detallado de ia estructura del DNA y de las enzimas
que le cortan o ligan, generando genes recombinantes (hibridos o quimeras
molecuiares). Esta biotecnologia, ha sido aplicada para la obtencion de productos
biolégicos de uso terapéutico en grandes cantidades (insulina, hormona del
crecimiento, interferén), asi como para la obtencién de vacunas génicas,
anticuerpos monoclonales, sondas génicas, etc. (2).

Uno de los principales problemas que enfrentan la terapia génica y las vacunas
geénicas, es la necesidad de emplear sistemas de liberacion del DNA que logren
rebasar la pobre farmacocinética, la limitada distribucién y la baja eficiencia de
entrada del acido nucleico (3). Dichos sistemas consisten en vectores que se

encargan de transportar y colaborar en |la expresion del material genetico.



ANTECEDENTES

VECTORES

Los vectores son partes de DNA que se autoreplican (generan copias de ellos
mismos), con independencia del DNA de la célula huésped donde crecen. Estos,
permiten tener multiples copias de un fragmento especifico de DNA, lo que les
convierteé en un recurso Util para producir cantidades suficientes de material. El
proceso de transformacién de un fragmento de DNA en un vector se denomina
clonacién. Una vez introducido en la célula el gen de interés, su nivel de expresion
depende principalmente de los elementos reguladores de la transcripciéon y de la
eficiencia de transduccion del vector. Actualmente, se han desarrollado vectores
de transferencia del tipo viral y no viral {4).

Los principales vectores virales son los refrovirus, adenovirus, virus adeno-
asociados, herpes virus y lentivirus (5). En su construccion, el DNA o RNA del
vector viral es cortado con enzimas de restriccidn, con el fin de eliminar las
regiones patégenas e insertar el gen de interés médico. El vector, al realizar sus
procesos de incorporacion, transcripcion y traduccion de proteinas dentro de la
célula, termina generando cantidades importantes de la proteina que tendra
efectos terapéuticos o preventivos en el individuo (2).

El empleo de los vectores virales puede ser eficiente, pero también puede
acarrear algunos inconvenientes. Es sabido que algunos retrovirus generan una
alta eficiencia de transfeccion en células que se dividen activamente. Sin
embargo, no son aptos en tejido nervioso 0 muscular, ni aptos para su empleo in
vivo, ya que son eliminados por el complemento del sistema inmune. Por su parte

los adenavirus poseen una alta eficiencia de transfeccion en células que no se



dividen, pero, su efecto no es duradero y provocan respuesta inflamatoria e
inmunologica (6), dirigida hacia el mismo vector (7).

Dentro de las opciones de vectores no virales, se cuenta con liposomas (3),
plasmidos de DNA (5), citocinas (interleucinas IL-8, IL12) (8), electroporacion (8.
9), inyecciones de DNA desnudo o bombardeo con particulas de oro {10). Los
liposomas son esferas de lipido con centro acuoso que pueden ser ¢ no unidos a
agentes guimicos llamados “policationes” como el polietilen-glycol (PEG). Son
efectivos al ser captados por las células presentadoras de antigenos (APC), y por
su habilidad de traspasar la membrana celular mediante receptores celulares. Su
inconveniente es que requieren de la aplicacién de varios estimulos y que su
inmunogenicidad puede ser reducida por maodificacién del complejo lipido-PEG
{3).

La electroporacion en el sitio de inyeccion, es otro método de transfeccién para
facilitar la entrada del gen de interés e incrementar la respuesta inmune de
vacunas de DNA desnudo. Consiste en la induccién del musculo a secretar
proteinas de fusion que son detectadas por las APC. El problema de éste método,
consiste en que no todo el tejido tiene la misma resistencia hacia el voltaje
aplicado, por lo que se llega a dafiar al tejido y causar dolor, lo que provoca una
reduccion en la entrada de DNA externc y su posterior expresion (9).

Los plasmidos, consisten en cadenas circulares de DNA alterados para acarrear
genes gue codifican una o mas proteinas antigenicas y estan conformados por
promotores de expresién (Citomegalovirus, SV40, etc.)(11). Son efectivos en su
capacidad de replicacion, pero generalmente requieren de la adicion de algun otro

sistema de liberacién. Los complejos plasmido/polication han sido evaluados



frecuentemente, pero al ser comparados con los vectores virales, su eficiencia de
transfeccion es pobre, debido a la baja actividad de transcripcion por la rigidez de
union del complejo (12).

Harris JD y Lemoine NR (1996) (13), consideran que el mayor problema en los
actuales sistemas, es la pobreza en la eficiencia de la liberacién de los genes in
vivo. Sugieren que estos pueden ser subsanados con el desarrollo de nuevos
vectores virales y/o el desarrollo de sistemas sinteticos que se combinen con los
mejores elementos de |la gama de vectores actuales. Conceordando con |a idea de
estos autores, en el presente trabajo, se planted el uso de un nuevo agente
facilitador (fraccion AL27) de los mecanismos de entrada del vector de expresion
no viral, empleando como modelo una vacuna génica contra la rabia. La fraccion
crotalida AL27, es una “hemaglutinina” o “lectina” que se caracteriza por ser
reconocida y transportada al interior de la ¢élula mediante receptores celulares del
tipo acido sialico.

LECTINAS

Las lectinas son proteinas contenidas en el veneno de algunos crotalidos. Dicha
proteina ha sido aislada del veneno de la serpiente Agkistrodon piscivorus (familia
Viperidae, subfamilia Crotalinae). En estudios previos, se ha evaluado su grado
de inocuidad celular y actividad hemaglutinante, mostrando un aparente
reconocimiento de receptores celulares acido sialico y penetracion en el
citoplasma celular (14,15).

Las lectinas, también denominadas “hemaglutininas”, son potentes inductores de
la aglutinacién que se encuentran en una gran variedad de plantas, reptiles,

animales, virus, microorganismos y el hombre, siendo la trombolectina, la primera



aislada del veneno de la serpiente Bothrops atrox (elapido) (18, 17).
Posteriormente, esta fue detectada en veneno de otras serpientes de las familias
Elapidae (insensible a agentes reductores), Crotalidae (sensible a agentes
reductores) y Viperinae (con actividad aglutinante débil) (18) como Agkistrodon
contortix contortix, Agkistrodon piscivorus leucostoma, Crotalus atrox, Lachesia
muta, Dendroaspis jamesonni, Agkistrodon rhodostoma, entre otras (19). De
acuerdo con su estructura, las lectinas animales han sido clasificadas en dos
grandes grupos, las tipo C (calcio dependientes) que se Jocalizan a nivel
extracelular y se relacionan con receptores de la clase de las sialoglicoproteinas y
las tipo S (thiol-dependientes) que se localizan a nivel extra e intra-celuiar y se
unen fuertemente a carbohidratos de membrana como las glicoproteinas,
glicolipidos y proteoglicanos (20).

Las lectinas tipo C presentes en células dendriticas, poseen una dualidad de
accién, ya que pueden funcionar como receptores de adhesion celular
senalizando a los patéogenos o como mediadores de la unién e internalizacidén de
patogenos, como es el caso de los virus de inmunocdeficiencia humana (HIV),
citomegalovirus, ébola, dengue, hepatitis C, entre otros (21).

La lectina de Agkistrodon piscivorus al requerir de iones calcio en el mecanismo
de aglutinacion, fue categorizada dentro de las lectinas tipo C, con capacidad de
reconocer estructuras de azucar (B-galactosa) presentes en la superficie
membranal de eritrocitos. Su estructura es homodimérica consistente en dos
mondmeros idéenticos de peso molecular de 16200 kiloDaltones (kDa) unidos por
puentes disulfuro, con dominios de reconocimiento de carbohidratos carboxi-

terminales (CRDs) con 16 residuos conservados invariables (Gly-12, Cys-31, Gly-



69, Thr-82, Asp-83, Thr-87, Trp-92, Pro-97, Glu-104, Cys-106, Gly-114, Trp-118,
Asn-119, Asp-120, Cys-123 y Cys-131) y la especificidad de unién a azlcares de
los CRDs se relaciona con la secuencia de aminoacidos de la posicién 96-98, la
cual en las lectinas de los venenos corresponde al tripéptido GIn-Pro-Asp (22).

El papel de las lectinas en el envenenamiento ofidico ain no ha sido elucidado,
pero se piensa que la aglutinacién de eritrocitos causa un desorden en la
coagulacidbn sanguinea, aunque este efecto sélo ha sido observado en
condiciones in vitro (22). Se considera que estas son proteinas no enzimaticas
que selectivamente se unen a estructuras de carbohidratos, cuya funcion normal
podria ser el decodificar la informacion encontrada (20). Para el efecto de
aglutinacién requieren de dos o mas sitios de unién a azucares para pasar a
través de la membrana celular. Su bivalencia o polivalencia permite que
interactien con las mitades de azucar en la superficie de células adyacentes,
dando origen a la aglutinacién de células y glébulos rojos (23).

Debido a las propiedades biolégicas y bioquimicas de las lectinas su uso se ha
enfocado en la determinacién de grupos sanguineos humanos mediante pruebas
de aglutinacion (23). Se ha reportado que las lectinas de serpientes tienen
actividad mitogénica, con una fuerte estimulacion de linfocitos T y B, estimulando
su transformacion desde pequenas células en reposo en grandes células en
division mitética (23, 24), ademas de |la habilidad de estimular la agregacion de
plaguetas humanas (25) e inducir edema en el cojinete plantar en raton (26). Por
otra parte, se han realizado investigaciones en cuanto a su uso como inhibidor del

desarrollo de céiulas malignas, ya que estas aglutinan preferentemente a células



mamiferas quée han sido transformadas por virus oncogénicos, carcinégenos
quimicos o células transformadas espontaneamente (23).

No existen antecedentes para el empleo de las lectinas (en este caso, AL27),
como agentes facilitadores de la transfecciéon por vectores de expresién no viral
en vacunas génicas, pero se tiene conocimiento de que las tipo C aisladas de
plantas (Concavalina A) (27), y las presentes en células dendriticas, poseen
afinidad por antigenos virales (21). En el presente trabajo, se considera que si el
plasmido acarreador de los genes que codifican para [a glicoproteina G del virus
de la rabia, es administrado simultaneamente con la lectina crotalida ALZ7,
actuando ésta ultima como facilitador de la transfeccidn, el plasmido podria ser
transportado y penetrado al interior de la célula. La fraccién AL27 no causaria
danc alguno, pues en un estudio previo desarrollado en condiciones in vitro e in
vivo, se demostré que no afecta la viabilidad celular, ni causa daho en tejidos
musculares (15). Lo anterior es respaldado por otros autores, quienes trabajaron
con lectinas de mas de 30 venenos crotalidos, elapidos y viperinos. En su estudio,
demostraron que las alteraciones iniciales causadas por este agente (perdida de
los procesos celulares, agregaciéon celular, formacién de sincitios, redondeo y
desprendimiento celular) son reversibles y que las células recuperan su forma
original y capacidad de proliferacién a la resiembra (28).

Otro probable mecanismo de entrada de los plasmidos o fragmentos de DNA
presentes en las vacunas genicas (en este caso el plasmido portador de los
genes que codifican para la glicoproteina G del virus de la rabia), podria ser el

que la proteina crotalida (AL27) actuara bajo cierta actividad miotdxica reversible,



favoreciendo la entrada y expresion plasmidica mediante un efecto similar a el
apreciado con las cardiotoxinas.

CARDIOTOXINA

La cardiotoxina es ofro tipc de proteina aislada de veneno de serpiente
(principalmente de la familia Elapidae), con actividad miotoxica reversible. Se
caracteriza por causar degeneracidon muscular, especificamente en el area de
inoculacion, a diferencia de otras miotoxinas, quienes causan dafo en forma
sistémica. Consiste de polipéptidos basicos con efectos farmacoldgicos como
hemolisis directa, contraccion del musculo esqueletico, cardiotdxico y citotoxico.
Actua a nivel de membrana celular por su unién mediante fuerzas electrostaticas
no covalentes, penetrando su porcidn hidrofébica en la matriz lipidica de Ia
membrana, dando como consecuencia su ruptura, desaparicion de la linea Z,
dilatacién del reticulo endoplasmico, cambios en mitocondria y desorganizacion
de las miofibrillas (29).

La inyeccién de DNA en musculo previamente tratado con cardiotoxina
incrementa el numero de células que expresan el antigenc e incrementa la
respuesta inmune. El mecanismo en este caso no ha sido elucidado, pero se
piensa que al igual que la bupivacaina (adyuvante quimico), la expresion del DNA
exdgeno se media directamente en las células en regeneracion o mediante la
entrada y expresion del DNA por células inmunes reclutadas en el tejido dafado
(30).

BUPIVACAINA

Recientemente, la bupivacaina ha sido empleada con el fin de mejorar la

eficiencia de las vacunas génicas. Posee la capacidad de modular la respuesta al



estimulo vacunal favoreciendo la incorporacion, expresion génica, presentacion y
procesamiento del antigeno en celutas transfectadas (31). La bupivacaina es
comunmente usada como un anestésico local que bloquea la transmision de las
neuronas y dirige la degeneraciéon de las células musculares indirectamente. Este
ultimo efecto es aprovechado para facilitar la entrada y posterior expresion del
DNA extemmo durante el proceso de regeneracion celular. Su inconveniente recae
en que no es adecuada para la vacunacion a gran escala en el campo, ya que la
bupivacaina debe ser administrada con cierta anticipacion a la inoculacién det
DNA (31, 32).

La finalidad del presente trabajo fue evaluar a la fraccion crotélida AL27 como
probable agente facilitador de la transfeccién de un vector de expresion no viral,
para su uso en terapia o vacunas geénicas. Para ello, como modelo experimental,
se selecciond un plasmido rabico portador del gen que codifica para la
glicoproteina G del virus de la rabia, ya que de ser efectivo el producto, de esta
manera se podria contribuir al control de una enfermedad enzootica de interés
mundial.

RABIA

La rabia, causada por un virus de la familia Rhabdoviridae del género Lyssavirus,
es una de las zoonosis mas antiguamente documentada y temida por su letalidad
cercana al 100% (33). A nivel mundial, continua siendo un problema de salud
publica y de acuerdo con la World Health Organization (WHOQ), es |la responsable
de 55000 muertes humanas anuales, ocurriendo la mayocria en paises
subdesarrollados como Asia y Africa, siendo el perro el principal trasmisor (34).

En paises desarrollados de Europa y en Estados Unidos, las muertes humanas



han disminuido por el estricto seguimiento de las campafias de vacunacion
profilactica del perro domeéstico y por el control humanitario de las poblaciones,
convirtiendo asi a los animales silvestres en la principal fuente de transmision. Los
porcentajes de ocurrencia en Estados Unidos involucran al mapache en el 50.5%
de los casos y al zorrillo en un 24% (35). En su uitimo boletin informativo, la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) notificé 60 casos de rabia humana
en ios paises de las Américas en el 2001, ocurriendo la mayoria de ellos en
Brasil, Ecuador, Haiti, Bolivia y el Salvador. En dicho estudio, la ocurrencia de
rabia humana reportada para Mexico fue de siete casos. En dos, la especie
transmisora fue el perro y en los 5 restantes fueron animales silvestres: dos
zorrillos, un puma, un murciélago hematdéfago y unc no hematéfago. La OPS
también notifica 12,540 casos de rahia animal, de estos 7,779 ocurrieron en
Ameérica de! Norte (Canada, Estados Unidos), 46 en el Caribe, y 4,715 en América
Latina {América Central, Area Andina, Brasil, Caribe Latino, Cono Sur y México).
En los correspondientes a México, se reportaron 290 casos de rabia en diferentes
especies, de los cuales 103 fueron en animales de comparia (perro, gato), 163
animales domesticos (bovino, caprino, equino, etc.) y 24 animales silvestres
(murciélago, zorrillo, zorro, etc.) (36).

A mas de un centenario de haberse iniciado la prevencion de la rabia mediante la
inmunizacién (1885), aun no logra erradicarse. Se ha estimado que cada afio se
vacuna por lo menos 50 millones de perros, con una cobertura de solo un 30 a
50% de la poblacién canina, la cual es demasiado baja para romper el ciclo de

transmisidn (37).



VACUNAS CONTRA LA RABIA EN MEDICINA HUMANA

Para el control de la rabia humana se han desarrollade una gran cantidad de
vacunas. Las primeras, denominadas Fermi, Semple y Fuenzalida, son
preparadas en tejido nervioso de cabra, oveja, conejo © ratdén e inactivadas con
fenol o luz ultravioleta, no son muy inmunogenicas, requieren de la aplicacién de
numerosas inyecciones, no son seguras y causan reaccion anafilactica por
contaminacion con proteinas del tejido nervioso en las que son producidas. No
obstante, aun son elaboradas y empieadas en muchos paises subdesarroliados
en donde |la rabia es endémica, como en el sur y sureste de Asia (35, 38). En la
mayoria de los paises, estas vacunas han sido reemplazadas por las elaboradas
en cultivos celulares, como las de fibroblastos humanos {HDVC), fetales de mono
Rhesus (RVA), rindn de namster Syrio (PHKCV), Vero (PVRV) y las de embridn
de pollo (PCECV), todas ellas inactivadas con B-propiolactona o formalina y son
seguras, bien toleradas e inmunogenicas cuando son administradas
profilacticamente o terapéuticamente (35). Su principal desventaja es que en la
terapia post-exposicion se requieren multiples dosis para asegurar la proteccion,
dando como consecuencia un aito costo. Se reporta que las HDVC y PCECV son
prohibitivas para los que viven en paises subdesarrollados, dando como ejemplo,
que un ciudadano de la India debe trabajar 144 dias para pagar el costo de un
tratamiento post-exposicion (39). Ademas, las enfermedades inmunosupresoras,
el uso de agentes inmunosupresores y tratamientos anti-malaria, pueden llegar a
interferir en el desarrollo de la inmunidad cuando se aplica este tipo de vacunas

{40).



VACUNAS CONTRA LA RABIA EN MEDICINA VETERINARIA

A la fecha, se cuenta con varias vacunas comerciales para animales de compania
y domeésticos elaboradas con virus rébico inactivado. Se consideran seguras pues
contienen al antigeno practicamente muerto. Su desventaja es que inducen una
respuesta protectora debil y es necesario el empleo de adyuvantes, ya que no
pueden entrar eficientemente a la via del complejo mayor de histocompatibilidad
clase | (MHC-I) (30), y cabe la posibilidad de una inactivacion incompleta, con la
subsecuente difusion inadvertida de particulas patogénicas residuales (41).
Ademas, algunas de ellas han sido asociadas con la formacion de fibrosarcomas
en el sitio de inyeccién, en gatos (42).

Las vacunas vivas son elegidas preferentemente por contener el agente viral
atenuado, es decir, poseen una patogenicidad reducida. Lo anterior les da la
ventaja de generar una inmunogenicidad sostenida. Sin embargo, no son
completamente seguras, pues con ellas se corre el riesgo de reversion a la
virulencia, no pueden ser empleadas por individuos inmunocomprometidos y se
corre el riesgo de contaminacién por otros agentes durante el proceso de
produccion (30). Dentro de las vacunas convencionales elaboradas con virus vivo
modificado-atenuado para la vacunacion oral de animales silvestres en Europa, se
cuenta con la llamada SADgerme ¥ Una variante de ésta de baja patogenicidad
denominada SAG-2. La tipo Berne resulta ser muy efectiva en el zorro y el chacal
(43, 44), pero no inmuniza o induce bajos niveles de seroconversién en el zorrillo
(45), se requieren dosis altas para inducir inmunidad en perros (46) y es

patogenica en el papion (mono africano) (47), mientras que SAG-2, al tener



cambios en el coddn 333 de la glicoproteina, se convirtid en una cepa apatégena
que ha garantizado seguridad y eficacia en perros y animales silvestres (zorro,
tejon, hurén, vison, rata de campo y otros) (48).

Las vacunas recombinantes, en las que el fragmento inmunogénico del antigeno
es insertado en un vector de expresion, resultan ser efectivas al favorecer su
sintesis endogena, permitiendo la asociacién con el MHC-l e induccién de
linfocitos T citotoxicos {CTLs) CD8”, el acceso al MHC-Il e induccién de células T
cooperadoras (Th) CD4™ (30) e incremento de anticuerpos virus neutralizantes
tfras su inoculacion oral, con proteccion al desafio en la fauna silvestre. Sin
embargo, se requieren dosis muy altas para inducir una inmunidad protectora en
perros, [0 gue las hace impracticas, por razones econémicas (46, 49).

VACUNAS DE NUEVA GENERACION

Una posible solucion para los problemas asociados con la rabia de los animales
domeésticos o silvestres, podria ser la vacuna de DNA, también conocida como
“vacuna génica” o proceso de “inmunizacion con DNA”. Consiste en la inyeccion
directa de un vector {plasmido), el cual dirige la expresion del gen que codifica
para la glicoproteina G. El ptasmido se introduce en el compartimiento nuclear de
la célula huesped para ser transcrito en RNA mensajero, mismo gque es traducido
en proteina en los ribcsomas libres, finalizando el proceso de sintesis vy
ocurriendo la glicosilacién de |la proteina G en el reticulo endoplasmico y el aparto
de Golgi. Una vez replicada la proteina vacunal, esta puede ser excretada vy
presentada al MHC-Il para estimular la produccion de anticuerpos (CD4+) o ser
fraccionada en péptidos que estimularan la respuesta inmune celular con

preduccion de CD8+ (MHC-I), induciendo asi un amplic rango de proteccion (50)



(Figura 1}. Su ventaja radica en tener pocos efectos adversos, estimular la
respuesta inmune humoral y celular con induccion de una fuerte respuesta de
celulas T cooperadoras (Th1) vy linfocitos T citotoxicos (CTL), activar a las células
presentadoras de antigenos (APCs) para la sintesis de proteinas enddgenas,
comprometiendo al MHC de clase | y |l, brindando expresion antigénica
proiongada, actividad efectora de larga vida, gran termoestabilidad y es facil de

producir {(51).
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Figura 1.- Mecanismo de respuesta al estimulo con una vacuna génica. El gen de
interés, insertado en un plasmido (vector de expresién no viral), al ser introducido
en el compartimente nuclear es transcritc en RNAmM. Este es traducido en proteina
en los ribosomas. El proceso de glicosilacion de la proteina ocurre en el reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi. La proteina vacunal puede ser excretada vy
presentada al MHC-II, estimulando la produccién de CD4", y/o fraccionada en
péptidos que se presentaran al MHC-II y estimularan la respuesta inmune celular,

con produccion de CD8”.



Dentro de las vacunas de DNA dirigidas contra la rabia, se han evaluado las
construidas con dos diferentes proteinas: la glicoproteina G y la proteina N. La
glicoproteina G, es la principa! contribuidora en la patogenicidad viral y en la
formacion de anticuerpos neutralizantes y normalmente se encuentra formando
trimeros a nivel de membrana (52). Tras su insercién en diferentes tipos de
promotores, principaimente el citomegalovirus humano (HCMV), se han obtenido
en la mayoria de los casos, resultados satisfactorios en raton y primates, ademas
de algunos estudios en perros, mostrando proteccion pre y post-exposicién al
desafio (53, 54). Mientras que con la proteina N, que normalmente se encuentra
estrechamente unida al RNA formando el complejo de ribonucleoproteina (RNP)
(52), sélo se han logrado inducir bajos niveles de anticuerpos, los cuales no
confieren proteccién al desafio (55).

POTENCIACION DE VACUNAS DE NUEVA GENERACION

Uno de los inconvenientes en las vacunas genicas, es que sufren de reducida
inmunogenicidad, debida a la insuficiente entrada celular del DNA desnudo en
presencia de sales (56), o a [a baja eficiencia de transfeccion por carencia de
sefales de reconocimiento de importancia, por lo que se ha requerido de la
adicién de agentes que incrementen el nivel de expresion del gen de interes,
mediante vectores virales o no virales, genericamente conocidos como “sistemas
para liberacion de antigenos y DNA, y/0 agentes gue estimulen la respuesta
inmune, como los adyuvantes.

Los adyuvantes, son sustancias o combinacion de sustancias que actian de un
modo no especifico para incrementar la inmunogenicidad de un antigeno. Los

sistemas para liberacion de antigenos, son formulaciones farmaceéuticas que



elevan o facilitan la accién del antigeno por su liberacion en la cantidad y sitio de
accion correcto, con el fin de maximizar la respuesta inmune y minimizar los
efectos indeseados (57).

1.- Adyuvantes

Los adyuvantes tradicionales son los mas empleados en las vacunas de nueva
generacién y consisten basicamente en diferentes tipos de emulsiones de agua
en aceite, aceite en agua, aluminio, saponinas, etc, como 0s comercialmente
denominados ISA51, ISA720, MF53, SBAS2, SBAS4, ¢ el adyuvante completo de
Freud (58), quienes funcionan como depdsitos que liberan al DNA en forma
prolongada, generando estimulos en el sistemma inmune a traves de las células
Th1 y Th2, con excepcion del adyuvante completo de Freud quien estimula a las
Th2 y suprime vigorosamente a las Th1(31).

Entre los inmunogencs modernos mas estudiados se cuenta con las toxinas
bacterianas que actuan a mvel de mucosas, ejemplo de ellas son la toxina
colérica (CT) y la termolabil de E coli (LT), quienes estimulan eficientemente la
respuesta de Th1 y Th2. Sin embargo, en algunos casoes, la respuesta humoral es
antigeno dependiente y llegan a ser toxicas para el sistema nervioso central (59).
2.- Sistemas liberadores de antigenos y de DNA

Consisten en vectores de expresion viral o no viral que actuan favoreciendo la
entrada y replicacion del gen de intereés. Entre !0s no virales se cuenta con los
agentes moleculares, consistentes en construidos de genes de citocinas, quienes
actuan eficientemente al generar y mantener a las células T de memoria, como
las interleucinas IL2, IL-12, IL-15. Sin embargo, diversos autores recomiendan

que las citocinas a su vez sean adicionados con adyuvantes tradicionales, a fin de



mejorar la inmunidad (80, 61); entre los vectores de expresidn viral estan algunas
proteinas estructurales de particulas virales (VLPs) como las HPV (papiloma
humano), de Rotavirus y de SHIV (virus de inmunodeficiencia simio-humano),
quienes estimulan fuertemente a las células Th y CTL (62). Por otra parte, en el
campo de los vectores de expresién se ha experimentado con la adicion de
particulas poliméericas como el ISCOM (compuesto por nano particulas de
saponinas, colesterol y fosfolipidos), quienes estimulan eficientemente la
respuesta humoral y celular tras la presentacién del antigeno al MHC clase | y I
(67), y las micro-esferas de poliester con acido L o D-lactico ¢ glicelico (PLGA),
quienes activan la respuesta via macrofagos, celulas dendriticas (DCs) y CTL. Su
inconveniente es que el fragmento genico puede perder solubilidad vy
antigenicidad en el proceso de encapsulacion (63).

En el presente trabajo, la finalidad fue evaluar un novedoso agente facilitador del
mecanismo de transfeccién de un vector de expresiéon no viral, la fraccién
crotalida AL27, quien podria actuar como un agente acarreador del gen de interes
al citoplasma celular, y/o generar un proceso de dano celular reversible, tras lo

cual se facilitaria la entrada y posterior replicacion del DNA.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La terapia y vacunas génicas representan una gran promesa para el control de los
desordenes genéticos, asi como para la prevencion de las enfermedades
infecciosas. Sin embargo, se ha reconocido abiertamente que con la
administracion de DNA desnudo, la capacidad de expresion del gen externo es
muy limitada y, en el caso de las vacunas geénicas, solo se induce una débil
respuesta inmune. Lo anterior es debido a que la penetracion de genes exdgenos
dentro de la célula huésped, no es sencilla. La solucidén hasta este momento ha
sido el uso de vectores de expresion. La mayoria de ellos son de origen viral, ya
que se aprovecha la capacidad de entrada y replicacion intracelular de éstos
microorganismos para favorecer la expresion del fragmento de DNA de interés,
pero esta misma virtud, les convierte en agentes inseguros, pues algunos, pueden
causar reacciones inmunolégicas severas (64) y/o poseer una alta actividad téxica
(vectores retrovirales)(13). El segundo tipo de vector de expresién esta constituido
por los agentes no virales, como los liposomas, citocinas, DNA desnudo,
bombardeo con particulas de oro, electroporacion, plasmidos de DNA, etc. La
mayoria efectivos, pero con algunas desventajas como la baja eficiencia de
transfeccién, dafio celular, necesidad de empiearse algun otro adyuvante o
sistema de liberacién de DNA, etc., por lo cual se considerd necesario evaluar un
nuevo agente, que pudiese actuar como un facilitador de la transfeccion de
vectores, y gue no causara trastornos celulares, toxicos, ni inmunologicos.

En estudios previos se ha comprobado (14, 15) que la fraccion crotalida AL27 es
inocua en condiciones in vitro e in vivo, ademas de ser reconocida por receptores

celulares acido sialico e internalizada a nivel de citoplasma (23). Esta virtud podria
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ser aprovechada para emplearse como un facilitador del mecanismo de
transfeccion de un vector de expresion no viral, que acarrearia los genes de
interes que se requiera reemplazar o replicar en una terapia o a la aplicacidén de
una vacuna geénica (Figura 2), y/o aprovechar su probable efecto de ruptura y
posterior regeneracion de (a célula, proceso que facilitaria el acceso y expresidn
del plasmido, con la subsecuente estimulaciéon de la inmunidad humoral y celular
(Figura 3). Como modelo experimental, en el presente trabajo, para evaluar a la
fraccion crotalida AL27 como probable agente facilitador de la transfeccion de un
vector de expresion no viral, se planteé su adicién a una vacuna génica contra la
rabia. Dicha vacuna consta de un plasmido, construido por la insercion del gen
que codifica para la glicoproteina G del virus de la rabia, en el vector de expresion
pCL-neo. Este tipo de vacuna ha sido evaluada en estudios previos realizados en
el Instituto Pasteur de Paris, con un plasmido similar (pGPV), detectando su
inmunogenicidad en ratén, primate y perro, con resultados alentadores.

Al obtener resultados efectivos con este nuevo agente facilitador de vectores de
expresion no viral (Fraccion AL27), también se podria contribuir al control de la
rabia canina mediante una vacuna génica nacional, ya que el plasmido propuesto
fue construido con una cepa canina aislada en Mexico, por genetistas de nuestro
pais. Lo anterior contribuiria en la generacién de un biolégico seguro, portador de
solo un fragmento del gen de virus rabico, evadiendo asi los riesgos que conlleva
el uso de agentes virales vivos que pueden revertir a la virulencia y/o administrar

virus ineficientemente atenuados.
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Figura 2.- Mecanismo de transporte del DNA exdgeno por AL27 {basandose

en el modelo de infeccion del virus de Influenza). La fraccion AL27 es una
lectina o hemaglutinina gue por tener una actividad similar a la ejercida por
las hemaglutininas virales, podria ser reconocida por receptores celulares
acido sialico y actuar como un agente acarreador, internalizando al plasmido
rabico pC38 en la ceélula huésped, generando posteriormente una mayor

expresion plasmidica.



Figura 3.- Mecanismo de entrada del DNA por dafio celular con AL27. La

fraccion crotalida AL27 podria actuar en forma similar a las cardiotoxinas,
provecando una degeneracion inicial de las células musculares, como la
observada en la célula PK-15 marcada por la flecha, en la que se aprecia
la introduccién del marcador de tinta china, sequida del proceso de
regeneracion. En esta etapa, el fragmento de DNA, al igual que la tinta
china, podria ser introducido al interior de la celula, con su subsecuente

expresion antigenica.
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HIPOTESIS

La fraccion crotalida AlL27 actuara como un agente facilitador de la transfeccion
por un vector de expresién no viral, favoreciendo los mecanismos de entrada del
plasmido acarreador de la glicoproteina G del virus de la rabia, para su posterior

replicacion en la célula huésped.
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OBJETIVO GENERAL
Determinar la eficiencia de la fraccidn crotalida AL27 para actuar como un agente
favorecedor de la transfeccidn de un vector de expresion no viral, susceptible de

emplearse en terapia y vacunas génicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar el incremento de la expresion del plasmido rabico, tras la transfeccion
favorecida por la adicion de la fraccion crotalida AL27, en condiciones in vitro.

2.- Evaluar el incremento en la expresion y estimulacion de ia respuesta inmune
del plasmido rabico, tras el favorecimiento de la transfeccion por adicién de la
fraccion crotalida AL27, en condiciones in vivo, en animales de laboratorio (ratén).
3.- Evaluar el incremento en la estimulacion de la respuesta inmune, en perros

vacunados con el plasmido rabico pC38 adicionado con la fraccion crotalida AL27.
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MATERIAL Y METODOS

CULTIVO DE TEJIDOS

Se emplearon las lineas celulares CHO (celulas de ovario de hamster) (Cat. LC-
18, In vitro) y BHK-21 (células de rifién de hamster sirio) (Cat. LC-10, In vitro). La
siembra de ambas fue a una concentracién de 2X10° células/ml. Las primeras se
replicaron en botellas de poliestireno estériles con superficie de 9 cm?
(Cat.170920, Nunc), empleando medio de cultivo F12 HAM (Cat. ME-032, In vitro)
enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Cat. F2442, Sigma) vy
adicionado con una mezcla de penicilina-estreptomicina en proporcién de 10000
Ul/ug/ml (Cat. A-01, In vitro), con incubacién a 37°C hasta obtener un 80% de
confluencia celular. Las segundas se replicaron en botella de poliestireno de 175
cm? {Cat.184502, Nunc) y/o microptacas de fondo plano de 96 pozos (Cat.
163320, Nunc), con medio MEM Glasgow (Cat. MEOD55, In vitro) suplementado
con SFB y mezcla de penicilina/estreptomicina en concentracion similar a la
descrita previamente, ademas de 0.8 g/L de bicarbonato de sodio. La incubacion
fue por 24-48 h a 37°C, hasta obtener monoestratos 100% confluentes (65).
CEPAS VIRALES

Se emplearon 2 cepas de virus rabico. La primera fue la cepa de referencia PV
(virus Pasteur) con titulo de 10°TClDsgy (Dosis Infectantes en Cultivo de
Tejidossow) ¥ la segunda fue una cepa nacional, aislada en el seguimiento de un
caso de rabia humana producida por un quiréptero hematéfago, denominada
HQIMSS99, con titulo de 10°TClIDsgy,. Ambas fueron replicadas por inoculacién
de monoestratos BHK con 0.5 ml de suspension viral e incubacién a 37°C por 1 h.

El virus fue decantado y los monoestratos se suplementaron con medioc MEM



Glasgow e incubaron por 48 h a 37°C. La liberacion viral se dio mediante tres
ciclos de congelacién-descongelacion (-70°C y medio ambiente) y la suspensién
viral se clarificd por centrifugacion a 3500 xG por 10" (Centrifuga Beckman TJ-6) y
concentrada en centrifuga refrigerada a 12000 xG por 1 h (MSE, High Speed 18)
(65, 66).

PLASMIDO VACUNAL

Mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa
(PCR-RT) se clono el gen que codifica para la proteina G del virus de la rabia
HQIMSS9S. Este fue insertado en el sitio de restriccién Xba1 del vector de
expresion comercial pCL-neo {Cat. E1841, Promega). El construido resultante se
replicd en células competentes E. coli (OH 10b). La suspensién fue sometida a
incubacién en hielo por 30’, seguida de 2° a 42 °C y 1" mas en hielo, finalizando
con su siembra por 24 h a 37°C en medio sélido de Luria Bertani (LB) adicionado
con 50 ug/ml de kanamicina. Se Aislaron y evaluaron 18 diferentes clonas
(numeros 8, 11, 14, 15,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 29, 34, 38, 39y 52). De
estas, se selecciond la clona 38 (plasmido vacunal pC38) por mostrar una mayor
capacidad de expresion en transfecciones in vitro realizadas en células CHO bajo
el proceso calcio-fosfato.

REPLICACION Y PURIFUCACION DE PLASMIDO VACUNAL (pC38)

El plasmido seleccionado (pC38) fue replicado en células E. cofi DH 10b. Se
sembrd inicialmente en 5 ml de caldo LB (Cat. L3022, Sigma) con incubacidn por
8 h a 37°C en agitacion constante a 300 rpm. Se resembré en 5 Lts. de LB con
incubacién por 12-16 h a la misma temperatura y nivel de agitacion. El paquete

bacteriano se obtuvo por centrifugacion a 6000 xG a 4°C por 15’ (67, 68).
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El plasmido libre de contaminantes, se obtuvo por su pasc a través de una
columna de intercambio anidnico, utilizando un Kit comercial (Cat. 12143,
Quiagen) (68, 69, 70). Para eilo, el paquete bacteriano se disolvio por pipetec en
100 ml de amortiguador de resuspensidn (Tris-Cl 50mM, EDTA 10 mM, pH 8.0) v
100 pg/ml de RNasa (Cat. 19101, Quiagen). Se adicionaron 100 ml de
amortiguador de lisis (NaOH 200 mM, 1% SDS) mezclando suavemente por 5" a
temperatura ambiente y se agregaron 100 ml de amortiguador de neutralizacidn
(Acetato de potasio 3.0 M) para ser incubado en hielo por 20'. Se centrifugé por 2
ocasiones a 20000 xG por 45 a 4°C, se colectd el sobrenadante y tomd una
muestra para andlisis. El sobrenadante se cargd en una columna de resina de
intercambio aniénico previamente equilibrada (amoertiguador de equilibrio: NaCl
750 mM, MOPS 50 mM, 15% isopropanol, 0.15% tritén, pH 7.0) y tomé una
segunda muestra. En la columna, el DNA fue clarificado por dos ocasiones con 30
ml de amortiguador de lavado (NaCl 1.0M, MOPS 50 mM, 15% isopropanol,
0.15% triton, pH 7.0), tomando una tercera muestra. Finalmente, en la columna
se vertieron 30 ml de amortiguador de elusion (NaCl 1.25g, Tris-Cl 50mM, 15%
isopropanol, pH 8.5) y se tom¢ la cuarta muestra para evaluacion del proceso de
purificacion. EI DNA se precipitd con isopropanol y centrifugé a 15000 xG por 30°
a 4°C, para ser lavado posteriormente con etanol al 70% y centrifugado a 5000 xG
por 10°. El DNA obtenido se dejé secar a 55°C por &', se resuspendio en 10 pl de
agua estéril y aimacend en congelacion a -70°C.

Las muestras colectadas durante el proceso fueron analizadas mediante
electroforesis (71). Para ello se prepard un gel de agarosa al 1% (Cat. V3121,

Promega) en amortiguador TBE (Tris-borato 45 mM, EDTA 1mM, pH 8.0)



28

calentandose a punto de ebullicion. Tras el enfriamiento del gel a 60°C, se
adicion¢ 1.5 ul de bromuro de etidio (10 ug/ul}. Se depositaron 5 pl/pozo de ¢/u de
las muestras a las que previamente se adiciond 1/5 de volumen de amortiguador
de carga (0.25% xilencianol, 0.25% azul de bromofenol, 30% glicerol). El
marcador de tamarfo molecular fue desde los 8454 hasta 702 pares de bases (pb)
(Cat. 11209264001, Roche). El corrimiento fue con amortiguador TBE a 30 mA, a
80 volts, por un tiempo de aproximado de 60".

La concentracion de DNA se determind con ayuda de un espectofotometro a una
longitud de onda de 260 nm. Para ello, 2 ul de c/u de las muestras se mezclo con
2 ml de solucion de Hoechst (Cat. H33258, Hoechst), (0.1 pg/ul de Hoechst en
amortiguador 1X de TNE [Na Cl 0.2 M, Tris-Cl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0]).
Como control se empleo un DNA estandar en concentracion de 100 pg/mi.
AISLAMIENTO DE FRACCION CROTALIDA

La fraccion crotalida AL27 se obtuvo a partir de veneno liofilizado de la serpiente
Agkistrodon piscivorus, donado amablemente por fa Dra. Monica Salmeron del
Herpetario de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Para el aislamientc de la
fraccion, se recurrio al proceso de cromatografia liquida de alta presion, en fase
reversa (HPLC-RP) (72, 73) adaptando a} equipo una columna de gel de silice Cq
(5u 4.6 X 2.50 mm, marca Beckman) y un inyector de 50 pl (Cat. 218TP, Vidac).
El veneno se diluyd a una proporcion de 10 mg/ml de H;O grado HPLC (Cat.
27,073-3, Sigma) y se filtré con membrana Millipore de nylon de 0.22 um de
porosidad (Cat. GSWP 047 00, Millipore). La solubilizacion y separacion de [os
polipéptidos fue con acido trifluoroacético (TFA) (Cat. 09653, Sigma) al 0.1% en

H.O grado HPLC (solvente A) y como modificador organico se empled acetonitriio
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(ACN) (Cat. 27071-7, Sigma) al 0.1% en TFA {solvente B); ambos fueron
desgasificados por vacio y agitacion, con filtro Millipore tipo GV de 0.22 um. El
gradiente de elusion fue a una proporcién inicial de 30% del solvente B sobre el
solvente A, a un tiempo de 10, con un rango de fiujo de 1ml/min. La absorbancia
fue medida a una longitud de onda de 280 nm.

Se colectd la proteina correspondiente al pico 12 con tiempo de elusidn de 6.4,
manifestados en el analisis cromatografico de acuerdo a referencia previa (15).
Para concentrar la proteina se liofilizo (74) y resuspendio para su uso en solucion
salina (0.85 g NaCl en 100 ml H,O, pH 7.2). La conservacion de la actividad
aglutinante de la fraccion se determind mediante la prueba de Hemaglutinacion
(HA) (39, 40). Como control se empleo veneno de A piscivorus reconstituido en
proporcion de 6.25 mg/ml, con solucidn reguladora de Tyrodes (1g glucosa, 8g
NaCl, 0.5 g NaH,PO4.H,0, 1 g NaHCQ;3, 0.2 g CaCl,, 0.1 g MgCl,, 0.1g KC!, en 1L
H.O, pH 7.4). Se emplearon gldbulos rojos de conejo al 2.5%, colectados en
tubos “vacutainer’ con EDTA ¢ heparina como anticoagulante y lavados por tres
ocasiones por centrifugacion a 6000 xG con solucidn salina. Se realizaron
diluciones dobles desde 1:2 hasta 1:256 de la fraccion AL27 y/o veneno crotalido
con solucidn salina (50w ¢/u) y adiciond una cantidad similar de glébulos rojos de
conejo. La incubacién fue por 20" a temperatura ambiente y la lectura fue por
apreciacion de la aglutinacién. Las unidades de hemagiutinacion (UH) en la
prueba, se definieron como el reciproco a la dilucion final en que se manifesto la

hemagiutinacion (17).



TRANSFECCION IN VITRO

Para evaluar la capacidad de expresidn de las clonas construidas, asi como de la
seleccionada y replicada {pC38) se realizaron transfecciones in vitro, bajo el
método calcio-fosfato (75, 76).

Cada plasmido se empled en dosis de 5 ul/botella a una concentracion de 1ug/u!,
adicionados con 6 ul de CaCl; 2.4 M (Cat. C2052, Sigma) y complementados a un
total de 60 ul con agua grado biologia molecular esteril (Cat. W4502, Sigma),
mezclando la solucién por pipeteo suave. En forma independiente, un volumen
igual de amortiguador 2X HEPES (Cat. H1012, Sigma) se burbujed por pipeteo y
adiciond gota a gota a la mezcla anterior, se agitdé brevemente con ayuda de un
vortex por 2 a 4” e incubd por 20" a temperatura ambiente. Las inoculaciones con
pC38 fueron por duplicado. En una de las botellas se siguid el procedimiento
normal de transfeccion, mientras que en la segunda se adiciono la fraccion AL27
en dosis de 1.062 ug/ml en el dltimo paso.

Los cultivos de células CHO desarrollados a un 80% de confluencia se prepararon
realizando un cambio de medio de cultivo suplementado cen 10% de SFB con 2 h
de anticipacién. Transcurrido este tiempo, los monoestratos fueron transfectados
con los plasmidos preparados en la forma antes descrita e incubados por 16 h a
37°C. Posteriormente, el medio de transfeccion se retird, se cambid por medio
fresco y los cultivos se incubaron por 48 h a 37°C. Como control se empleo
células CHO tratadas con medio de transfeccién calcio-fosfato. La evaluacién de
la eficiencia de transfeccion fue a través de microscopia confocal (MC) vy

citometria de flujo (CF).
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Para la cbservacidn cualitativa de transfeccion, se desprendid la laminilia de las
botellas de poliestireno. Los monoestratos se fijaron con acetona al 80% en H,0.
La tincion (77) fue con anticuerpos policlonales anti-glicoproteina G, obtenidos
previamente por inoculacion de conejos con una vacuna recombinante (vaccinia-
rabia®) y con una de uso humano producida en células vero (Vero-rab®). Estos
fueron empleados a una dilucién de 1:10 con amortiguador PBS (8g NaCl, 0.2g
KCI, 2.89g NaHPQ,.12H,0, 2.16g NaHPO,.7H,O en 1L H,0) depositando 100
w/muestra e incubados en camara humeda a 37°C por 30'. Tras un lavado con
PBS, se empled 100 ul de anti-lgG de conejo conjugado con fluoresceina como
segundo anticuerpo (Cat. AP307F, Bioselec), diluido a una proporcién 1:20 con
PBS. Tras un nuevo proceso de incubacion en camara humeda a 37°C se seco a
medio ambiente, se adicionsé medio de montaje Vectashield (Cat. 125-040-070-
027, Dostym) y se realizé la lectura a 488 nm con aumentos de 63 0 40 um en un
microscopio confocal.

Para la determinacion cuantitativa por CF (78, 79), las células transfectadas se
desprendieron por exposiciéon a tripsina (0.25%) verseno (0.1%) (Cat. EN-004, In
Vitro) por 1', eliminando los residuos de esta ultima por centrifugacion a 3500 xG,
a 4°C por 10’ y seguido de su resuspension en 1ml de amortiguador PBS
adicionado con 0.1% azida de sodio, EDTA 5mM y 2% de SFB. El proceso de
tincion (77) fue similar al descrito previamente con algunas modificacicnes. Los
anticuerpos policlonales y anti-lgG {(primer y segundo anticuerpo) se emplearon
en las mismas diluciones y adicicnarcn en dosis de 0.2 ml por muestra,
manteniéndose en agitacion suave e incubacion en refrigeracion a 8°C por 1 h.

Tras un ultimo lavado por centrifugacion, las células se resuspendieron en 1 ml de
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solucién de paraformaldehido al 1% v/w en amortiguador PBS estéril mantenido a
37°C. Las muestras se mantuvieron en oscuridad a 4°C hasta su analisis. El
conteo de céelulas transfectadas fue por expresion logaritmica y conteo de 10000
eventos a un voltaje de 0 a 10V.

TRANSFECCION IN VIVO

Tras el proceso de seleccion in vitro de l1as clonas construidas y la replicacién del
pC38, se confirmo la capacidad de expresion de algunas de ellas por
transfecciones in vivo. Para ello, de un panel de 18, se eligieron las que
previamente mostraron un eficiente y/o reducido nivel de expresién, siendo estas
las identificadas con los nimeros 6, 8, 11, 14, 15, 20, 38 y 39.

1.- Evaluacién de clonas construidas.

Se emplearon ratones BALB/C de tres semanas de edad, formando ocho grupos
con tres ratones c/u. Cada grupo fue inoculado a nivel de musculo tibial con las
clonas 6, 8, 11, 14, 15, 20, 38 y 39 en dosis de 40 ug/0.1 ml de PBS estéril (80).
Se colecté muestras sanguineas de c/grupo a los 30 dias posteriores a la
inoculacion, por corte distal de cola, tras la previa anestesia con Hidroxicloruro de
Xilazina (20pg/ml) y Cloruro de Ketamina (500mg/mi), diluidos c/u de ellos a una
proporcion 1:3 con PBS estéril y en dosis de 0.3 ml/raton. El suero se obtuvo tras
la centrifugacion a 1500 xG por 10° de las muestras sanguineas, haciendo un
“pul” con los sueros de cada grupo. Se inactivaron a 57°C por 30" y conservaron
en congelacién a -20°C hasta la determinacion de |la respuesta inmune.

Para la evaluacién de ia inmunidad por western blot, la cepa PV de virus rabico
fue cosechada y semipurificada por ultracentrifugacion por 2 h a 20000 xG sobre

un colchdn de sacarosa al 20%. El pellet, fue diluido en PBS hasta alcanzar una



concentracion no menor de 50 ug/ml. El virus se desnaturalizd por ebullicién
durante 5', para su corrimiento en gel de poliacrilamida al 12% (3.5 ml de H;O
destilada, 2.5 ml de Tris-HCI al 1.5M y pH 8.8, 100 ul de SDS al 10%, 4 ml de
acrilamida/bisacrilamida al 30%, 50 ul de persulfato de amonio al 10% y 5 pl de
TEMED), empleando como control un marcador de pesos moleculares de 201 a
6.600 kDa (Cat. 161-0318, Bio Rad) y el corrimiento se realizd a 15y 50 mA por
10' y 45’ respectivamente (66, 81). Se realizd la electrotransferencia a membrana
de nitrocelulosa de 0.2 um de porosidad (Cat. 1703932, Bio Rad), utilizando como
metodologia el sistema de emparedado, que consistid en colocar en una rejilla
una esponja o fibra sintética, papel filtro, gel de poliacrilamida, membrana de
nitrocelulosa, papel filtro y esponja o fibrapor. El corrimiento se realizé a 40 mA
por 1 h (66, 82).

La membrana de nitrocelulosa se cortd en tiras para las pruebas de “western blot”
con tos sueros de los ratones inoculados con las 8 clonas. El bloqueo de las tiras
fue con albumina sérica bovina al 3%. Las muestras séricas de los ratones se
diluyeron en proporcién 1:40 con PBS-Tween 20 {solucién de tavado) e incubd en
agitacion con la membrana, a 37°C por 2 h. La tincidon fue con inmunoglobulinas
anti-lgG de ratén conjugadas con peroxidasa en dilucion 1:2000 e incubacidn en
agitacion por 1 h a 37°C. El cromégeno empleado fue diaminobenzidina (25 mg
de diaminobenzidina, 50 ml de PBS, 50 pi de peréxido de hidrégeno al 30%) con
incubacién por 10 a 37°C en agitacién. Se freno la reaccion por lavado con agua

destilada y se dejo secar la membrana a temperatura ambiente (83).



2.- Evaluacion de pC38 con o sin la fraccion AL27

Para las pruebas in vivo de pC38, se formaron tres grupos de diez ratones
BALB/C de 3 semanas de edad. A ¢/u de los animales del primer grupo se inocutd
con 40 pg de pC38, diluidos en 0.1 ml de PBS esteéril, a nivel de musculo tibial. Al
segundo grupo se administré la misma dosis de pC38, adicionada con 1.062
ug/ml de fraccidon AL27. Al tercer grupo (control negative), se le administré PBS
estéril, por misma via y en dosis de 0.1 ml (80). Cinco ratones de cada grupo se
sacrificaron a los tres dias posteriores a la inoculacion para la toma de biopsias,
tincion y observacién al microscopio confocal. A los ratones restantes se les
mantuvo vivos para determinar la respuesta inmune mediante seroneutralizacion
con reduccidon de focos fluorescentes (RFFIT), colectando las muestras
sanguineas por corte distal de cola de acuerdo al protocolo descrito previamente,
a los 30, 45 y 60 dias posteriores a la inoculacién.

Para la deteccion cualitativa por microscopia confocal, a las biopsias de musculo
tibial de los ratones inoculados con pC38 con o sin fraccion AL27, se les
realizaron cortes de aproximadamente 3 mm, seguido de un “squash” sobre
laminillas y su fijacién con acetona al 80%. La tincion con anticuerpos policlonales
y anti-lgG fue similar a la desarrollada en la evaluacion cualitativa de las
transfecciones in vitro de pC38 (77). La eficiencia de transfeccion plasmidica en
los tejidos se realizd por observacidén al microscopio confocal a 488 nm y con
aumentos de 63 0 40 um.

Con las muestras de suero sanguineo de los ratones inoculados con pC38
adicionada o no con la fraccion ALZ27, se realizaron pruebas de virus-

neutralizacion con reduccién de focos fluorescentes (RFFIT) (84). Se cultivaron



células BHK-21 al 100% de confluencia en microplacas de 96 pozos Se
realizaron diluciones de los sueros desde 1:5 hasta 1:625 y mezclaron con virus
rabico cepa PV con titulo de 10°TClDsg, en dilucion 1:400 (+20 focos
fluorescentes/campo + 7) e incubaron por 1 ha 37°C. Los pozos de la microplaca
con células BHK-21 se inocularon con 100 ul de c/u de las mezclas suero/virus e
incubaron por 24 h a 37°C. La microplaca se fij6 con acetona al 80% por 30' y la
tincion fue con 30 ul de conjugado antirrabico (Laboratorios Baer ®) diluido en
proporcidn 1:5. La lectura fue mediante microscopio invertido de luz ultravioleta. El
titulo de los sueros se expresd en Unidades Internacionales (Ul), utilizando como
referencia un suero positivo estandar con 10 Ul, donado amablemente por el Dr.
Gilberto Cortés (Laboratorios Baer, México DF).

EVALUACION DE VACUNA GENICA RABICA pC38 EN PERROS

A partir de tres caninos hembra raza Beagle sin antecedentes de vacunacion
contra la rabia, se obtuvo una colonia de 9 cachorros hembras. Las crias fueron
desparasitadas y vacunadas contra diversos agentes comunes (moquillo,
parvovirus, leptospirosis) exceptuando rabia. La colonia se mantuvo en
cuarentena nasta los seis meses de edad, tiempo en el gue [os animales fueron
separados en grupos de tres para dar inicio a la vacunacion experimental.

El indculo consistid en pC38 en dosis de 40 pg/animal, adicionada o no con la
fraccion crotalida ALZ27 a una concentracion de 1.082 ug/ml (15). Ambos
productos fueron diluidos en solucion salina estéril a fin de administrar
500ul/animal.

Al grupo 1 se administro el plasmido rabico adicionade con la fraccion crotalida

AL27, el grupo 2 se inoculd con plasmido sin ningun tipe de adyuvante y el grupo
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3 actud como control negativo al que sélo se administrg solucion salina estéril. La
aplicacién fue con jeringa hipodérmica distribuyendo el in6culo con diversas
punciones en el musculo tibral,

Se tomaron muestras sanguineas por 12 meses a intervalos de 1 mes e iniciando
el dia de la administracién del inoculo {dia 0), colectando un volumen de
aproximadamente 5 ml/animal. El suero, se obtuvo por centrifugacion de las
muestras a 1500 xG por 10" e inactivacién a 57°C. Las muestras se mantuvieron
en congelacidon a -20°C hasta la realizacidon del diagnostico por la técnica de
seroneutralizacién con reduccion de focos fluorescentes (RFFIT) descrita

previamente (84).
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RESULTADOS

SELECCION DE CLONA

En la evaluacion de la capacidad de expresidon por transfecciones in vitro de las
18 clonas de plasmido rabico nacional (niumeros 8, 11, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 25, 26, 29, 34, 38, 39 y 52), se determind una eficiente expresion en 5 de
ellas por microscopia confocal, identificadas con los numeros 8, 20, 38, 39 y 52.
La figura 4 muestra un ejemplo de los niveles de transfeccidén, apreciados
cualitativamente en los monoestratos CHO desarrollados a un 80% de confluencia

e inoculados con 5ul de las clonas plasmidicas 8, 20 y 38 en concentracion de 1

nug/ul, mediante una mayor o menor intensidad de fluorescencia.

Figura 4.- Seleccion de clonas de plasmido rabico por Microscopia confocal.

Transfeccion in vitro por inoculacion de células CHO, con diversas clonas de
plasmido rabico nacional y observacion cualitativa. La figura 4A muestra el control
negativo de células, inoculado con medio de transfeccion calcio-fosfato. La figura
4B muestra un monoestrato transfectado con 5 pg de la clona 20, con una baja
eficiencia de expresién manifestada por fluorescencia. Las figuras 4C y 4D,
corresponden a transfecciones realizadas en la misma condicién y dosis, con las
clonas 8 y 38 respectivamente. Ambas presentan una positiva y favorable
expresion, superando esta capacidad la clona 38 (pC38), tanto en area como en

intensidad de fluorescencia.
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Al analisis cuantitativo por citometria de flujo de las transfecciones in vitro de
éstas mismas clonas, se obtuvieron porcentajes de transfeccion de 9.38, 10.63,
21.8, 2261 y 2618% para las clonas 52, 20, 39, 8 y 38 respectivamente,
seleccionando asi a esta ultima para su replicacion y empleo en os experimentos
posteriores, denominandole a partir de ese momento “pC38”. Los porcentajes de
transfeccién se muestran en fa figura 5.
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Figura 5.- Seleccion de clonas de plasmido rabico por Citometria de Flujo.
Niveles de expresiéon de diversas clonas. Transfeccion in vitro bajo el metodo
calcio-fosfate de células CHO desarrolladas al 80% de confluencia, e inoculadas
con diversas clonas de plasmido rabico en dosis de 5 pl, a una concentracion de 1
ug/ml, evaluando la eficiencia por cuantificacién porcentual bajo citometria de
flujo. La figura 5A muestra celulas CHO control negativo tratadas unicamente con
solucion calcio-fosfato. Las figuras 5B a 5F muestran los niveles de expresidn
obtenidos en las células CHO inoculadas con las clonas 52, 20, 39, 8 y 38 (pC38),
con porcentajes de transfeccidon de 9.38, 1063, 21.80, 2261 y 26.18%

respectivamente.
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En la seleccion in vivo de las clonas rabicas, tras la inoculacién de ratones con 40
ug las clonas 6, 8, 11, 14, 15, 20, 38 y 39 a nivel de musculo tibial, se determiné la
capacidad de expresion del plasmido rabico, de acuerdo con la eficiencia de
seroconversion obtenida al analisis de los sueros por western blot. En él, se
detectdé bandas de reconocimiento antigeno-anticuerpo de mayor intensidad en
los sueros correspondientes a l0s ratones inoculados con las cionas 8 y 38 y de
menor intensidad para los sueros portadores de anticuerpos contra las clonas 6,
20 y 39. Lo anterior se muestra en la figura 6, en la que se aprecia una banda
Unica de 69 kDa, bien definida y de mayor intensidad de tincién, indicando una
eficiente seroconversion de los ratones hacia pC38 y por consiguiente, la mayor

capacidad de expresién de esta por los tejidos musculares.
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69 kDa

Figura 6.- Seleccion de ciona rabica por estimulacion de la inmunidad en raton.
Deteccion de la respuesta inmune en ratones inocuiados con diversas clonas de
plasmido rabico, analizadas por pruebas de western blot, a partir de los sueros
colectados a los 30 dias postinoculacién de les grupos de ratones inyectados en
musculo tibial, en dosis de 40 pug, con cada una de las diferentes clonas sujetas al
proceso de seleccidn del plasmido rabico. Los sueros correspondientes a los
ratones inoculados con las clonas 8 y 38 muestran una clara banda {69 kDa) de
reconocimiento antigenoc-anticuerpo y/o seroconversion, seleccionando a la
numero 38 (pC38) por su mayor capacidad de reconocimiento. La formacion de la
banda de 69 kDa en los sueros de los ratones inoculados con las clonas 6, 20 y
39 fue deébil y no se detectd reconocimiento para los sueros correspondientes a

los grupos de ratones inoculados con las clonas 11, 14y 15,
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Una vez seleccionada la clona pC38, esta fue replicada y purificada produciendo
cinco lotes bajo el protocolo de lisis alcalina modificada, obteniendo cosechas
plasmidicas en concentraciones variables, detectadas por espectrofotometria a
una tongitud de onda de 260 nm y que fueron desde los 959 hasta los 1237 ng/ul.
El grado de pureza de los lotes de plasmido cosechados, se puede observar en el
corrimiento electroforético de las muestras colectada en el proceso y gue se
ilustra en la figura 7. En ella puede observarse que el DNA eluldo de la columna y
posteriormente precipitado con el isoprepanol (linea 6) se encuentra en gran
concentracién, libre de impurezas de bajo pesc molecular, colorantes, RNA vy

correctamente desalinizado.
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Figura 7.- Comprobacion de pureza de la clona pC38 por electroforesis. El carril 1
(L1) contiene el marcador que fue desde los 8454 hasta los 702 pb. Los carriles 2
a 6 (L2 a L6) contienen 5 ul de c/u de las muestras colectadas en la purificacion.
Los carriles 2 a 4 indican la retencidn del DNA de interés en la columna de resina
de intercambio anidnico, durante [0s procesos de lavado, mientras que los carriles
5y 6 muestran al DNA plasmidico. En el carril L2 se observan impurezas y RNA
degradado tras el proceso de lisis. En el L3 se manifiestan trazas de RNA. En el
carril L4 se aprecia que la columna esta totalmente libre de RNA. El carril LS
contiene al DNA plasmidico puro eluido, y el L6 contiene una alta concentracion

de DNA plasmidico cosechado tras su precipitacidn.



OBTENCION DE FRACCION CROTALIDA

En el proceso cromatografico para el aislamiento de la fraccién crotalida, el
veneno de A piscivorus manifesté poseer 15 diferentes polipéptidos, los cuales
migraron a tiempos de elusion de 1.1', 1.39, 1.83", 2.11°, 2.48, 2.72', 2.99', 3.62",
423,492,544, 604" 6.79', 7.32'y B.28" y se presentan en la figura 8 mediante
picos, siendo el doceavo, con un tiempo de elusion de 6.04', el polipéptido de
interés denominado AL27. Esta fraccion se colectd a la proporcion de 17 ug/mi,

por cada 10 mg de veneno completo sometido al proceso cromatografico.
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Figura 8.- Aislamiento de la fraccion ALZ27 del veneno de serpiente
Agkistrodon piscivorus. Grafica cromatografica de los 15 diferentes
polipéptidos y proteinas presentes en el veneno de A piscivorus, manifestados
por los picos y tiempos de elusién de cada uno de ellos, durante el proceso de
obtencién de la fraccién AL27 por cromatografia liquida de alta presion-fase
reversa (HPLC-RP). E! pico doce, con tiempo de elusion de 6.04' es el

correspondiente a la fraccion con actividad aglutinante denominado AL27.
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En las pruebas de actividad bioldégica, de los 15 polipéptidos y proteinas
colectados, solo la correspondiente al pico 12, manifesté capacidad de aglutinar
claramente a los globulos rojos de conejo hasta una diucién de 1:64,
correspondiente a 64 UH. Las proteinas y polipéptidos restantes mostraron una
clara precipitacion, al igual que el control negativo, consistente solo de solucion
salina y glébulos rojos. El control positivo, conformado por veneno de A piscivorus
completo {con todos sus componentes proteicos y polipeptidicos), mostré una

marcada aglutinacion (Figura 9).

Control L5

Pico 14 L4
) 1.3

Pico 13

Pico 12 L2

Pico 11 L1

1:256 1:128 1:64 1:32 1:16 1:8 1:4 1:2

Figura 9.- Actividad hemaglutinante de la fraccidon AL27. Pruebas de aglutinacion
de la fraccion AL27 con gldbulos rojos de conejo. Las lineas L1 a L4
corresponden a las fracciones (picos) 11, 12, 13 y 14, colectadas por HPLR-RP.
La linea L5 contiene de derecha a izquierda los controles positivo (A piscivorus,
6.25 mg/ml) y negativo (Sol. salina), La dilucién de las fracciones es de derecha a
izquierda (1:2 hasta 1:256). La linea L2 (polipéptido o pico doce) muestra
aglutinacion hasta un nivel de 64 UH (Fraccion AL27). Las lineas L1, L3 y L4

muestran precipitacion de gldbulos rojos.
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FRACCION AL27 COMO FAVORECEDOR DE LA EXPRESION DEL
PLASMIDO RABICO

Una vez cosechados los lotes de pC38 y la fraccidn AL27, se determiné mediante
transfecciones in vitro e in vivo si AL27 tendria la capacidad de incrementar los
niveles de expresidn plasmidica. La figura 10 muestra los resultados in vitro de la
apreciacion cualitativa por microscopia confocal, en la que se observa la
positividad, por una mayor o menor intensidad de fluorescencia de los

monocestratos CHO inoculados con 5 pl de pC38 a una concentracion de 1pg/ml,

adicionados © no con 1.062 pg/ml de AL27. Mediante el trazo de una linea que
indica el paso de la luz ultravioleta sobre el tejido transfectado y la traduccion de
esta informacién en forma grafica, fue posible apreciar gue los niveles de
transfeccién de pC38 cuando es inoculada sola (++) es inferior a la manifestada

por las favorecidas por la adicidén de la fraccion AL27 (+++).
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Figura 10.- Incremento de expresion in vitro del plasmido pC38 por Microscopia
Confocal. Transfeccién de celulas CHO bajo el método calcio-fosfato, con 5 ul de
pC38 a concentracion de 1 ug/ul, con o sin la adicién de 1.062 ng/ml de AL27. La
figura 10A muestra células CHO control negativo, tratadas sélo con amortiguador
calcio-fosfato y su grafica sin fluorescencia. Las 10B y 10C corresponden a
monoestratos CHO, inoculados con pC38, sin la fraccion AL27 y adicionada con la
fraccidbn AL27 respectivamente, en las que la microscopia confocal manifiesta los
niveles de transfeccion por la intensidad de fluorescencia en las graficas

adyacentes, sobresaliendo cualitativamente el empleo de la mezcla pC38/AL27.
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La mayor capacidad de transfeccion de la combinacién pC38/AL27 sobre pC38 in
vitro también fue demostrada mediante citometria de flujo. La figura 11 muestra
que cuando 5 pl de pC38 en dosis de 1ug/ul, fueron inoculados en los
monoestratos CHO, suspendidos solo en el medio calcio-fosfato, se obtuvo un
porcentaje de transfeccion de 27.78%, mientas que con la adicidn de 1,062 ug/mi

de la fraccion AL27, el nivel se incremento hasta un 38.66%.

Figura 11.- Incremento de expresion in vitro del plasmido pC38 por Citometria de
Flujo. Evaluacion de la eficiencia de expresion del plasmido pC38, detectada por
citometria de flujo y expresada en porcentajes de transfeccion plasmidica. La
figura 11A corresponde al control negativo, consistente en ceélulas CHO tratadas
con amortiguador calcio-fosfato. La figura 118, muestra que cuando se administro
pC38 en dosis de 5S5ul a una concentracién de 1 ug/ul, generd un porcentaje de
transfeccion de 27.78%. Mientras que al empleo de la misma dosis de pC38,
mezclada con 1.062 ug/ml de fraccidon crotalida AL27, el porcentaje de

transfeccion se incrementé al 38.66% (figura 11C).
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Al analisis in vivo sobre el incremento en la capacidad de expresion plasmidica
por la fraccion AL27, los tejidos musculares de ratéon inoculados con 40 ug de
pC38, adicionada o no con 1.062 ug/ml de ALZ7 y tefidos con anticuerpos
policlonales especificos anti-rabia, mostraron nuevamente en forma cualitativa,
por microscopia confocal, la superioridad de la mezcla pC38/AL27 en los niveles
de transfeccion (+++), sobre los tejidos con pC38 resuspendida sdlo en PBS (++).
La figura 12 muestra los resultados obtenidos en esta etapa, indicando por un
lado, la mayor eficiencia de la combinacién pC38/AL27, ademas de la factibilidad
de que el plasmido inoculado sea reconocido € introducido en la membrana de las
célutas musculares, manifestado 1o anterior por la marcada fluorescencia a este
nivel, mismo que se aprecia en el acercamiento de la unién de las fibras

musculares de la figura 12D.
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Figura 12.- Incremento de expresion in vivo del plasmido pC38 por Microscopia

Confocal. Tejidos de musculo tibial de ratones inoculados con 40 ug del plasmido
rabico pC38, adicionado o no de 1.062 pg/ml de la fraccién AL27, apreciados
cualitativamente por microscopia confocal. La figura 12A muestra el tejido
muscular de ratén control negativo. La figura 12B corresponde a tejido muscular
de raton inoculado con pC38, con una eficiente expresidn del piasmido rabico. Las
figuras 12C y 12D muestran tejidos inoculados con la mezcla pC38/AL27, con una
mayor capacidad de transfeccion. En la 12C se puede apreciar la capacidad de
expresion a nivel de memorana celular, mientras que la 12D muestra un
acercamiento de la unidon de dos células musculares con una marcada
fluorescencia a nivel de memorana celular, indicando la presencia y capacidad de

transfeccion de pC38.
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Continuando con la evaluacién in vivo del efecto en la transfeccion del plasmido
rabico por la fraccion AL27, se detectd la respuesta inmune inducida en ratén por
pC38 en dosis de 40 ug, adicionada o no con 1.062 ug/ml de la fraccidon AL27,
mediante seroneutralizacion con RFFIT. En ella, el grupo control negativo al que
se administrd 0.1 mi de PBS estéril, en sus tres muestreos séricos, se mantuvo en
niveles de 0.2, 0.2 y 0.3 Ul/ml (Unidades Internacionales/mililitro). El suero de los
ratones inmunizados con pC38, registrd seroconversiones con incrementos
paulatinos que fueron de 0.75, 0.9 y 1.2 Ul/ml, a los 30, 45 y 60 dias posteriores a
la aplicacion del estimulo vacunal, respectivamente. Mientras que los inoculados
con la mezcla pC38/AL27, manifestaron produccién de anticuerpos en niveles de
1.1y 1.27 Ul/ml para los 45 y 60 dias postinoculacion, mostrando un ligero
incremento, en la estimulacion de la respuesta inmune. Lo anterior indica que el
plasmido rabico no solo fue reconocido e introducido por las células musculares,

sino que tambien fue expresado y presentado al sistema inmunologico (figura 13).
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[ 30 dias W 45 dias ] 60 dias

PBS C38  (C38/AL27

CLONA 38 CLONA38/FRAC.AL27
30 D:!:AS = 0.75 UI 30 D:!:AS = SIN MUESTRA
45 DIAS = 0.90 UI 45 DiAS = 1.10 UI

60 DIAS = 1.20 UI 60 DiAs = 1.27 UI

Figura 13.- Respuesta inmune inducida en raton. Deteccion por
seroneutralizacion con RFFIT, de los niveles de anticuerpos inducidos por la
inoculacion de ratones con el plasmido pC38, adicionado o no de 1.062 pg/ml de
la fraccion AL27. El eje Y indica el titulo de anticuerpos alcanzados por c/u de los
grupos, expresados en (Ul). Ef eje X manifiesta los intervalos de tiempo en que
fueron colectadas las muestras séricas. La mas alta produccion de anticuerpos
detectada a los 60 dias en el grupo de ratones inoculado con pC38, fue de 1.20
Ul/ml, mientras que el grupo vacunado con la misma dosis de pC38 adicionada
con la fraccion AL27, respondio con una ligera pero mayor induccion de la
respuesta inmune, a un nivel de 1.27 Ul/ml al dia 60 posterior a la aplicacion del

estimulo.



EVALUACION DE VACUNA GENICA RABICA EN PERROS

Finalmente, en la evaluacidén en perros (Figura 14), la potenciacién de |la vacuna
génica contra la rabia por la fraccion crotalida AL27 fue satisfactoria. El grupo 1
(inoculado con 40 pg/ml de pC38, adicionado con 1.062 ug/ml de AL27) produjo
niveles de anticuerpos ascendentes desde el primer al quinto mes, desde (.39
Ul/ml hasta 2.1 Ul/ml, para descender a 1.7 Ul/ml al sexto mes y establecerse en
1.6 Ul/ml en los 6 meses restantes. El grupo 2 (inoculado pC38 en misma dosis,
sin ningun tipo de adyuvante), mostré una respuesta negativa durante todo el
experimento, pues soélo se detecté una ligera respuesta de G.1 a 0.17 Ul/ml, nivel
que no es satisfactorio, ya gue el minimo requerido es de 0.5 Ul/ml, de acuerdo
con los requisitos que marca la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
lgualmente, el grupo control, al que sdlo se administré PBS esteéril, se mantuvo

negativo durante el tiempo que duro la evaluacién.
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Figura 14.- Respuesta inmune inducida en perros. Niveles de anticuerpos
generados por los perros inoculados con el plasmido pC38 en dosis de 40 ug,
adicionado o no con la fraccién AL27 en dosis de 1.062 ug/ml y suspendidos en
500 pul de PBS. El gje X indica el intervalo en meses en que se tomaron las
muestras séricas y el eje Y el titulo de anticuerpos alcanzados en Ul/ml. El grupo
1 representa a los perros inoculados con la mezcla pC38/AL27. Se evidencia una
eficiente respuesta inmune con niveles al primer mes de 0.39 Ul/ml, un maximo
de 2.1 Ul/ml al quinto mes y estabilizacidon en 1.6 Ui/ml en los ultimos cuatro
muestreos. El grupo 2 corresponde a los perros vacunados con la misma dosis de
pC38, sin fraccion AL27, en el que no se detectd respuesta al estimulo vacunal
(0.17 Ul/ml). EI grupo 3 pertenece al control negativo, al que sblo se administro

PBS esteril (0.020 Ul/ml).



DISCUSION

Los resultados obtenidos, muestran la efectividad en el empleo de la fraccion
crotalida AL27, como agente favorecedor de la transfeccion del vector de
expresion no viral para la vacuna génica contra la rabia. No contamos con
antecedentes relativos al uso de éste agente como favorecedor de la transfeccion
de genes externos, por lo cual no es factible establecer un analisis comparativo.
Sin embargo, existen trabajos realizados con otros agentes quimicos (buptvacaina
y marciana) y biologicos (proteinas aisladas de venenocs de serpiente como la
cardiotoxina) con una aparente similitud de accién y que han sido empleados
como facilitadores de la transfeccion de wvacunas génicas. De hecho, los
antecedentes relacionados con estos productos, fueron el motivo para seleccionar
a la lectina del veneno de la serpiente Agkistrodon piscivorus (AL27) y proponer
su empleo como favorecedor de la transfeccién de vectores de expresion no viral,
eligiendo al mismo tiempo una vacuna génica contra la rabia (plasmido rabico
pC38) como modelo experimental.

Se considerd gue uno de los probables mecanismos de accién de la fraccion
crotalida AL27 podria ser similar al de la bupivacaina, quien destruye las
miofibrillas musculares, provocando el arribo de macréfagos y la proliferacion de
células precursoras de mioblastos que se fusionan para formar sincitios (celulas
gigantes multinucleadas), dando origen a una nueva micfibrilla viable (30, 32, 85).
Se especula, que el momentaneo darno membranal que se produce, seria lo que
facilitaria la penetracion del plasmido portador del gen de interés (pC38), seguido

de un incremento en su expresion y por consiguiente en la respuesta inmune.
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En el presente trabajo, la mayor fluorescencia de los tejidos musculares
inoculados con el plasmido pC38 adicionado con AL27 y capturada en las figuras
12C y 12D, concuerdan con lo reportado por Thomason DB y Booth FW (1990)
(88), quienes encontraron incremento en la expresion de los genes [3-
galactosidasa de E coli en fibras musculares de ratén en proceso de
regeneracion post-tratamiento con bupivacaina, describiendo expresién difusa
dentro de las fibras y expresién focal en el sarcolema. Ademas, Jin H et al. (2004)
(32) reporta que el pre-tratamiento de tejido muscular con bupivacaina,
incrementa la expresion genica de 30 a 50 veces mas, dando como consecuencia
una mayor respuesta inmune. Comparativamente, en el presente trabajo, se logré
que la inoculacién de los perros con la mezcla PC38/AL27, generara una
produccidn superior de anticuerpos, con niveles que rebasaron los requisitos
minimos estipulados por la OMS (0.5Ul/ml), con un nivel maximo hasta de 2.1
Ul/ml mostrados en la figura 14.

Un segundo mecanismo probable de accion de |a fraccién AL27 podria ser similar
al de la cardiotoxina, presente en el veneno de serpientes eldpidas, quienes
poseen clerta actividad miotdxica, descrita como una habilidad para romper la
membrana plasmatica y alterar su funcion de regular la permeabilidad,
permitiendo asi el influjo de iones y macromoléculas, ademas de dilatar el reticulo
sarcoplasmico, generar cambios en la mitocondria y desorganizar a las miofibrillas
(29, 14). Su empleoc como favorecedor de la transfeccién en vacunas geénicas
contra |a rabia, ha generado resultados contradictorios. Mientras Ray NB et al.
(1997) (87) reporta que con la inoculacion intramuscular de cardiotoxina cinco

dias antes del DNA plasmidico pCMV4CVSG, se incrementd la media geométrica



en titulos de anticuerpos, Bahloul Ch ef af (1998) (88) al administrar la
cardiotoxina cuatro dias antes de los plasmidos pGPV o pGMok, no encontrd
algun efecto favorable scbre la produccion de células Th, ni anticuerpos
neutralizantes.

En el presente trabajo, se considerd que la fraccion crotalida AL27, al igual que la
cardiotoxina, podria alterar la permeabilidad de las células musculares,
favoreciendo la entrada del plasmido y subsecuentemente la posterior expresion
del DNA intruso. Lo anterior se realizd con cierta seguridad de que AL27 no
causaria dafio, pues Borkow G et al (1994) (28) al evaluar el efecto de los
venenos crotalidos en células endoteliales in vifro, encontré que tras el proceso de
alteracion de las funciones celulares por el efecto miotoxico del veneno, se
establece un proceso de regeneracion, mantenimiento de la viabilidad celuiar y
capacidad de replicacion. Ademas, en un trabajo previo realizado por nuestro
equipo, al aislar por primera vez la fraccién AL27 del veneno de la serpiente
Agkistrodon piscivorus, se demostro tanto en condiciones in vitro como in vivo, la
permanencia de la viabilidad celular y el no dafo de tejidos musculares post-
tratamiento (29).

Un tercer mecanismo probable de accion de la fraccion AL27 podria estar dado
por el reconocimiento y union de la lectina crotdlida (también llamada
hemaglutinina) con receptores acido sialico celulares, actuando en este caso,
como un agente acarreador del plasmido rabico. Lo anterior es respaldado por
otros trabajos, en los que se reporta que las lectinas tipo C (calcio dependientes)
muestran una alta afinidad por este tipo de receptores {20, 89) y sus sitios de

unién conformados por azucares, facilitan su entrada al interior de la célula (14).



Sea cual fuere el mecanismo celutar disparado por la fraccidbn AL27 en el
favorecimiento de la transfeccidn del plasmido rabico, se logrd el objetive de
descubrir un nuevo agente facilitador de entrada de vectores de expresion no
viral, susceptible de emplearse en vacunas geénicas, con la finalidad de
incrementar el nivel de la respuesta inmune y/o terapia genica.

En relacidn a la metodologia empleada en el aislamiento de la fraccion AL27, los
resultados obtenidos bajo el proceso de HPLC-RP, fueron similares a los
reportados previamente por este equipo (15), colectando 17 ug de fraccion AL27
por cada 100 ug de veneno crudo de Agkistrodon piscivorus. La cosecha fue
superior a la publicada por Komori ef al. (1999) (22), quien obtuvo rendimientos de
5 ng de lectina por cada 100 ug de veneno procesado bajo el mismo método. La
diferencia pudo ser por diversas causas, debiendo considerarse que los solventes
hidrofobicos (acetonitrilo) que se emplean en la elusién, pueden alterar la
estructura terciaria de las proteinas, ademas de la persistencia de éstas en la
columna hidrofébica.

En el presente trabajo, el tiempo de elusién fue de 10', mientras que Komori et al.
requirid de 20°, pudiendo alterar y/o reducir la actividad bioldgica de la lectina (72)
e influir en una menor deteccion. Otro punto a considerar, es que el aislamiento se
realizd directamente por HPLC-RP, mientras que Komori et al extrajo
previamente la lectina en columna sephadex G-50, la eluyd con lactosa al 0.1M y
finalizé con su aislamiento y purificacién por HPLC-RP. Es factible, que la union
lactosa/lectina no pudo escindirse totalmente y hubiese un efecto de blogueo de
los radicales, reduciendo la afinidad de las proteinas hacia la columna y como

consecuencia, la pérdida de una parte del producto. En un ensayo previo,
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enfocado en el aislamiento de la fraccion AL27, los presentes autores (datos no
publicados), indujeron la unién glébulos rojos de conejo/fraccidn AL27 vy
recuperacion de ésta ultima, al escindir los componentes por adicién de CaCl,. La
recuperacién del producto, fue con pérdida parctal de la fraccién, detectada por
disminucién de la actividad hemaglutinante de 64 a 8 UH.

Por otra parte, Ferreira et al. (1995) {90), al aislar la fraccién F (con actividad de
quinina) del veneno crudo de Agkistrodon piscivorus por HPLC, obtuvo un patrén
similar, mas no idéntico, en los picos y tiempos de elusion de los componentes
proteicos reportados en el presente trabajo (figura 5). Esto pudo ser debidec a que
empled una columna Cg, apta para retenciéon de péptidos de peso molecular < a
20000, mientras que en el presente trabajo se contd con una Cqg Util para
peptidos de peso molecular < a 5000. Ademas, como solvente B empled metanol
al 80% con 0.005 g de acetato de amonioc y éste, aunque es un buen modificador
organico, es mas apto para la separacién de polipeptidos y tiene una pequefia
desventaja ante los solventes mas comunes {72), como el acetonitrilo.

La actividad hemaglutinante de la fraccion AL27 fue de 64 UH, similar a la
obtenida previamente (15) y diferente a |a reportada por Ogilvie y Gatner (1984)
(18), con un nivel de aglutinacién de 16 UH, y por Komori ef al. (22), con un
minimo de actividad a la concentracion de 0.21 ug/ml de lectina (8 UH aprox.). La
disparidad no es de extrafiarse, ya que de acuerdo con Johnson et al. (1987) (81),
la actividad biolégica de los venenos, aun colectados de un mismo individuo,
puede variar debido a la coloracién, dada por la presencia o ausencia de la
enzima L-aminoacido oxidasa (Dos Santos ef al,, 1993) (92), y a la frecuencia de

coleccidn del veneno.
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Por otra parte, |la estrategia para determinar el nivel de transfeccion de pC38 in
vitro, bajo un método bioquimico y posterior tincidon con anticuerpos monoclonales
marcados con fluoresceina, fue similar mas no idéntica, a la realizada por Osorio
et al. (1999) (53), quien al evaluar la vacuna génica contra la rabia con el
plasmido pCMV-intA en células BHK (células de rindn de hamster) empled un kit
consistente en lipidos catiénicos, mientras que en el presente trabajo la
transfeccion fue en células CHO y mediada por un amortiguador calcio/fosfato. El
mecanismo de accién de éstos es diferente, mientras el calcio/fosfato forma
coprecipitados insolubles con el DNA y se une a la superficie celular para ser
adsorbido por endocitosis, los lipidos crean vesiculas membranales artificiales
que se adhieren y fusionan a la membrana celular cargada negativamente (75).
Independientemente al sistema empleado, el resultado fue positivo en ambos
trabajos, ya que fue posible confirmar la eficiencia de transfeccidén del plasmido
pC38 en una forma cualitativa.

La determinacion cuantitativa de transfeccidon plasmidica in vitro, ha sido
estudiada mas ampliamente en celulas dendriticas (CD), y dependiendo del
sistema empleado como: liposomas, dendrimeros, microparticulas acarreadoras,
electroporacién, etc., los porcentajes de expresion reportados oscilan entre el 1 y
el 16%, y con la nucleoporacion se ha logrado incrementos hasta de un 60% (93).
En transfecciones transitorias in vitro con plasmido rabico, Xiang Z Q et al. (94),
cuantifico la expresién de los plasmidos pSG5.lacZ y pCG5.lacZ en células BHK-
21 y reporto niveles de expresién de 7.6% y 10.2%, para cada uno de ellos. En el
presente trabajo, el maximo nivel de expresion fue de 38.66% con la mezcla

pC38/fraccion AL27, lo cual pudc ser atribuido al favorecedor de la transfeccion
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empleado, asi como por la seleccion de la linea celutar (CHO) y los tiempos de
incubacién dados en el sistema calcio-fosfato (76).

Se tiene conocimiento, que la eficiencia de expresion difiere de acuerdo a la linea
celular empleada. Ademas, de gue los bajos indices de transfeccion e intoxicaciéon
de las celulas, son consecuencia de incubaciones prolongadas a medio ambiente
(95). De hecho, la efectividad de la expresion genica también depende de otros
factores como: la liberacion del DNA intracelular, la estabilidad del DNA en el
citoplasma, el desempaquetamiento del complejo DNA-vector y la entrada del
DNA en el nucleo (96). Por otra parte, se debe considerar, que el detectar un
elevado indice de captura de DNA por la célula, no es indicativo de un mayor nivel
de expresion, ya que de acuerdo con el trabajo realizado por Batard P et al.
(2000)(97), la elevada captura de plasmido, decrece la supervivencia celular y
reduce la proliferacion de células sobrevivientes. El autor reporta, que solo el 20 a
33% de las colonias que expresan los plasmidos, son capaces de proliferar y
mantener un porcentaje significativo (= 5%) de expresién celular. Los altos
porcentajes de expresion obtenidos en el presente trabajo, aparentemente no
afectaron la viabilidad celular, ni los niveles de expresion del plasmido pC38, ya
que al analisis in vivo en el perro, la estimulacion de |a respuesta inmune perduro
durante los doce meses que duro ei experimento.

En cuanto al favorecimiento de la expresion del DNA de la vacuna génica contra
la rabia, por la fraccion crotalida AL27 como facilitador del mecanismo de
transfeccion, en el presente trabajo se obtuvieron resultados satisfactorios. La
evidencia de este logro, no solamente esta plasmada a nivel experimental a

traves de tos estudios de transfeccion realizados in vitro y/o in vivo en animales de
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laboratario, sino que en este caso, se llevaron hacia la principal especie
transmisara de la rabia a humanos, el perro, logrando obtener niveles de
respuesta inmune superiores (2.1 Ul/ml) a los estipulados en los requerimientos
marcados por la OMS (0.5 Ul/ml) y comparables con la respuesta obtenida al
administrar el plasmido pC38 solo {maximo 0.17 Ul/ml), misma que no cumplid
con el nivel minimo de inmunogenicidad.

Actualmente, existe una gran cantidad de reportes de vacunas génicas a nivel
experimental sobre una diversidad de agentes virales, bacterianos, etc. La
mayoria, son llevados a cabo en animales de laboratorio con excelentes
resultados, pero solo unos cuantos, son realizados en las especies mayores y por
lo general, no reportan buenocs niveles de proteccion (98), a menos que se
empleen grandes dosis de DNA que produzcan cantidades suficientes de
antigeno.

En el caso de vacunas de DNA contra la rabia, como referencia tenemos el
estudio realizado por Perrin ef al (2000) (54), quien empleando un plasmido
construido con el gen que codifica para la glicoproteina G de la cepa Pasteur e
insertado en el vector pCLneo (pGPV), reportd resultados muy alentadores en
perros Beagle. Aplicd un estimulo con 100 ng de pGPV en musculo tibial y obtuvo
un rd= 95 (dilucién sérica reciproca que inhibe el 50% de focos fluorescentes. Se
considera que un rd = 40 es el reciproco a 0.5 Ul/ml) al dia 28 postinoculacion,
con incrementc a la administracion de un refuerzo. Al desafio, los animales
estaban totalmente protegidos.

Al comparar los resultados de Perrin et al. con los del presente trabajo surge la

cuestién ¢ por que razon no se obtuvo inmunidad en los perros inoculades con el
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plasmido pC38 sdlo?. Tal vez la respuesta esta en la dosis. Perrin et al. aplicé una
dosis supertor (100 pg) a la empleada en el presente trabajo (40 ug), ademas de
que {os niveles de respuesta los incrementé con la aplicacién de un refuerzo,
aportando una dosis total de 200 pg/animal. Por otra parte, también es importante
recordar, que las vacunas génicas, se han distinguido por ser poco
inmunogeénicas, debido principalmente a la insuficiente entrada celular del DNA
desnudo en presencia de sales (56), 0 a la baja eficiencia de transfeccién por
carencia de sefiales de reconocimiento de importancia (57).

En otro estudio, Osorio et al. (1999) (53} también evalué una vacuna génica
contra la rabia en perros Beagle, empleando en este caso un plasmido construido
por la insercion del gen que codifica para la glicoproteina G de un CVS de rabia
en el vector pCMV (pCMV-int A-rabia), aplicandc dos estimulos de 100 pg por
diferentes rutas, obteniendo con la via intramuscular (im) la mejor respuesta. En
contraste, Lodmell et al. (2003) (37) aplicando dos estimulos de un plasmido
similar (pCMV4) en dosis de 100 ug en perros Beagle, encontro que la via
intradérmica (id) inducia altos titulos de anticuerpos y que por la via im éstos eran
minimos y/o indetectables. En ambos trabajos, nuevamente se evidencia la
necesidad de emplear una gran cantidad de DNA para que la vacuna genere
inmunidad satisfactoria.

En relacién a vias de inoculacion, hay una gran diversidad de opinién en trabajos
realizados con otros agentes virales, teniendo como ejemplo que con el rotavirus
del ratdn (99) y el herpesvirus bovino-l (BHV-1) (100), la ruta id y el uso de pistola

génica son superiores a la via im.



63

Hanlon ef al. 2002 (101), al estudiar otra vacuna génica contra la rabia en perros
Beagle, administré con pistola génica un estimulo con el plasmido pCMV4
insertado con el gen que codifica para la glicoproteina G de un CVS rabico, en
dosis de 20, 40 y 60 ng de DNA, estableciendo una comparacion de su eficiencia
por la vacunacién de un grupo mas con una vacuna comercial tradicional vy
realizando un desafio con una cepa silvestre (perro/coyote de Texas). En el, todos
los animales inoculados con la dosis de 20 ug de DNA desarrollaron rabia y sélo
el 40%, 60% vy 80 % de los perros inmunizados con 40 ug, 60 ug de DNA y
vacuna tradicional respectivamente, sobrevivieron al desafio, concluyendo que la
administracion del DNA mediante pistola génica, ademas de estresar y lastimar
innecesariamente a los animales, no proporcioné una proteccién equivalente o
superior al desafio letal con el virus de |a rabia y fue significativamente inferior a
una simple dosis de vacuna comercial inactivada, administrada por via im. Hanlon
et al., al igual que en el presente trabajo, empled dosis muy bajas de DNA, el cual
a pesar de haber sido administrado con pistola génica, no proporcioné una
eficiente proteccion al desafio.

Ademas de la dosis de DNA y via de inoculacion, existe otro factor a considerar
que podria justificar la diferencia, entre los experimentos previos y el presente
trabajo, al emplec de pC38 sin el agente facilitador de la transcripcién, y este es el
tipo de promotor y tipo de gen que codifica para la glicoproteina G insertada.
Actualmente, la mayocria de las vacunas geéenicas son construidas con los
promotores virales CMV o0 SV40 y ambos difieren en su especificidad de tejidos y

en su eficiencia para la sintesis del mMRNA (94).
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Xiang et al. 1995 (94), al reemplazar al promotor SV40 por el promotor temprano
CMV en una vacuna génica contra la rabia, encontré que la proteina G no era
expresada en células de fibroblastos de ratén 0 en BHK-21. Sin embargo, ambos
promotores (SV40 y CMV), en los estudios in vivo indujeron respuestas inmunes
similares, concluyendo que las transfecciones in vitro no necesariamente se
correlacionan con la eficacia in vivo.

Tordd et al (2002) (102), reporté que cuando el gen que codifica para la
glicoproteina G de la cepa PV es insertada en el vector pCLneo (con SV40 como
sefal de poliadenilacion y CMV como promotor), brinda un mejor nivel de
proteccién que el plasmido pCMV4, el cual contiene el gen que codifica para la
giicoproteina G proveniente de una cepa de CVS rabico (equivalente). Tesoro ef
al (2006) (103}, al empleo de un plasmido rabico en el que insertd el gen que
codifica para la glicoproteina G en el vector pClLneo, también obtuvo un eficiente
nivel de proteccién.

En el presente trabajo, el vector y la cepa viral empleados fueron similares a los
referidos por Tordd et al. y Tesoro et al, por lo que se esperaria que a la
administracion de pC38 sin el agente favorecedor de la transfeccion, se
obtendrian resultados positivos, lo cual no sucedié. Sin embargo, también es
importante considerar que la construccion de los plasmidos no fue identica y que
la amplitud (spacing) entre el promotor y el gen insertado y la presencia de
secuencias extras {(concensus) al inicio del codon, influyen en la eficiencia de
transcripcion (94).

Las opiniones antes vertidas también son respaldadas por trabajos realizados con

otros agentes virales. Van Drunen et al (1998)(100), al evaluar una vacuna de



DNA en ganado bovino contra el BHV-1, realizd el cambio del promotor RSV
(virus de sarcoma de Rous) por el HCMV (citomegalovirus humano) y encontrd
finalmente, que en los bavinos incculados con el gen gD insertado en el promotor
HCMV, los titulos se incrementaron dos a tres veces mas.

Es un hecho, que la fraccidn AL27 logré actuar como un agente facilitador de la
transfeccion de vectores de expresion no viral, y que contribuyd a la expresion del
gen que codifica para la glicoproteina G del virus de |a rabia, en condiciones in
vitro como in vivo. Por |o tanto, es factible que pueda ser empleado para mejorar
la eficacia de las vacunas y terapia genica. Sin embargo, aun quedan varios
factores por resolver, como el corroborar los mecanismos de accion disparados
en la célula huésped por la fraccion AL27, asi como estudios de secuenciacion de

dicha proteina, para su produccion a gran escala.
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Resumen

Se evalud una fraccion proteinica con actividad hemaglutinante (fraccion AL27),
aislada del veneno de la serpiente Agkistrodon piscivorus, en su aptitud para
inhibir "in vitro” al virus de Parainfluenza-3 Bovino (VPIB-3), ya sea por su
capacidad de bloguear receptores celulares, o por su adherencia a las espiculas
de la hemaglutinina viral. La adicién de <1.062 pg/mL de AL27 en cultivos MDBK
previa a la infeccion con el VPIB-3 (titulo 10°®DICCsgy), impidic el dafio o
destruccion de los tejidos, manteniendo la viabilidad celular entre el 69.43 vy
84.86%. Por otfro lado, tras la mezcla de ambos reactantes en proporcion 1:1 (1
mL AL27 en concentracion <1.062 pg/mL + 1mL VPIB-3 con titulo 10°®DICCses) €
incubacidén a 37°C por 1 h, se detectd al microscopio electrénico una aparente
unién de AL27 con las espiculas de hemaglutinina virales. El bloquec del VPIB-3
por AL27 se dedujo por la reduccion del titulo viral de 10°% a 10?° DICCspe.
Ademas, se detecté una probable identidad entre AL27 y VPIB-3, por el
reconocimiento de una proteina comun de 21 kDa al realizar un Western blot con
suero hiperinmune anti-Agkistrodon piscivorus. Los resultados muestran la

factibilidad de que 1a fraccion AL27 pueda ser empleada como agente antiviral.

Palabras clave: VENENO CROTALICO, FRACCIONES HEMAGLUTINANTES,

LECTINAS, ANTIVIRALES, VIRUS DE PARAINFLUENZA-3 BOVINO (VPIB-3)
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INTERFERENCIA DE UNA FRACCION HEMAGLUTINANTE DE VENENO
CROTALICO EN LA ADSORCION DEL VIRUS DE PARAINFLUENZA-3 (VPIB-3)
Arcelia Alvarado Islas', Angel Horacio Sandoval Truijillo?, Octavio de Paz Villafan',
Blanca Lilia Barron Romero®, Hernandez Baumgarten Eliseo®, Victor R. Tenorio
Gutiérrez', Alvaro Aguilar Setien®.
Abstract
An isolated fraction of venom of Agkistrodon piscivorus with hemagglutinant
property was evaluated in its capacity to inhibit the adherence to the Bovine
Parainfluenza-3 (PI3) virus, either for its capacity to block cell receptors or its
adherence to the hemagglutinin viral receptors. Fraction AL27 acting as a receptor
block, at a concentration < 1.062 ug/mL, avoided any damage or destruction of
MDBK cell cultures by the virus P13 (Titer 10°°TCIDsgs), maintaining a cell viability
between 69.43 and 84.86 %. The adherence capacity of AL27 to the hemagglutinin
viral receptors of PI3 virus was determined incubating both reactants 1:1 (1 mL
AL27 at concentration <1.062 ug/mL + 1 mL VPIB-3 titer 105'6DICC50%) at 37°C for
1 hour, detecting in an electron microscope a provable adherence to the viral
hemaggiutinin receptors. The inactivation of PI3 virus by AL27 was deduced by the
reduction of the viral titer from 10 >® to 10 2° TCIDsy. The apparent identity
between AL27 and PI3 virus was determined by recognition of the common protein
of 21 kDa when performing a Western Blot using hyper-immune anti-Agkistrodon
piscivorus serum. This outcome shows the possibility to use AL27 fraction as

antiviral agent.



I Key Words:
2 CROTALID VENOM, HEMAGGUTINANT FRACTION, LECTINS, ANTIVIRAL,

3 BOVINE PARAINFLUENZA-3 (PI-3) VIRUS.
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Introduccién

El control del virus de Parainfluenza-3 Bovino (VPIB-3) se limita a la
inmunoprofilaxis, sin embargo, podria ser ampliado a la quimioprofilaxis o
quimioterapia. Existen farmacos antivirales como la amantadina’, rimantadina’ y
zanamivir, utilizadas para el control del virus de Influenza A humana (agente con
una gran semejanza en la presentacion de signos y la funcidn de algunas
proteinas estructurales al VPIB-3) (1). Las dos primeras substancias interfieren en
el ciclo de la replicacidn viral, evitando los cambios en el pH que requiere el virién
para verter su contenido en el citosol, mientras que el zanamivir bloquea el sitio
activo de la neuraminidasa e interrumpe el recorte del acido sidlico vy,
consecuentemente inhibe la liberacion y difusion de los viriones (2). A nivel
experimental, se ha evaluado una lectina aislada de semillas de diversas plantas
{Concavalina A) como agente antiviral, la cual ha mostrado la capacidad de
capturar a la proteina gp120 y reducir el titulo del virus de inmunodeficiencia
humana (HIV-1) (3). Retomando la analogia de evadir la infeccién por interrupcion
del ciclo de replicacion, en el presente trabajo se pretende evitar in vitro la
infeccion del VPIB-3, interfiriendo en el mecanismo de adsorcion del virus a la
célula, mediante el uso de una lectina hemaglutinante de origen crotalico
denominada AL27, la cual, en estudio previo, resultd inocua tanto in vitro como in
vivo (4). Las hemaglutininas o lectinas se caracterizan por actuar como inductores
de la aglutinacion de plaquetas, al poseer sitios de union con receptores acido

sidlico de la membrana celular, y mediante este mecanismo pueden traspasar la

" Symadine
" Flumadine



membrana (5). Estas hemagiutininas se encuentran en gran abundancia en el
veneno de serpiente de los géneros Agkistrodon y Crotalus, entre otros (6,7). Las
espiculas de hemaglutinina de los virus de Influenza A y VPIB-3 son reconocidas
por los receptores acido sialico de las células huésped (1), por lo que es factible
gue las hemaglutininas de los venenos crotalicos puedan ser reconocidas por los
mismos receptores y actlen como agentes bloqueadores o competidores que
permitan evitar la infeccién. Por otro lado, las hemaglutininas crotalicas podrian
inhibir o capturar a las virales, dada la afinidad de las hemaglutininas crotalicas

con los residuos de carbohidratos ubicados en el sitio de unién de la espicula viral

(8).
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Material y Métodos

Cultivo de Tejidos

Se emplearon monoestratos celulares de la linea MDBK (Madin Darby Bovine
Kidney) y se sembraron en botellas con area de cultivo de 175 cm? = o
microplacas de poliestireno estériles de fondo plano, de 96 pozos', a una
concentraciéon de 2 X 10° células/mL en medio de cultivo MEM (Medio Minimo
Esencial EAGLE)*, complementado con 10% de suero fetal bovino inactivado® y
mezcla penicilina-estreptomicina de 10 000 Ul/ug/mL™

Cepa Viral

El virus de Parainfluenza-3 Bovino (VPIB-3) se replicd por inoculacién con 1 mL de
la cepa IMSS, titulo de 10%®DICCs5q0, (Dosis infectantes en Cultivos Celulares soy,)
en cultivos MDBK 100% confluentes, con incubacién a 37°C por 1 h. Tras
desechar el inoculo y reemplazarlo por medioc MEM estéril, se continud la
incubacién por 24 h mas, tiempo en el cual se obtuvo el 80% de efecto citopatico.
Las células infectadas se sometieron a 3 ciclos de congelacion y descongelacion
para liberar a las particulas intracelulares y clarificacion por centrifugacién a 3500
g por 10 min en centrifuga refrigerada™. La suspension viral obtenida fue
concentrada por centrifugacion a 10000 g, por 1 h, en centrifuga refrigerada*®. E
boton se resuspendié en solucion salina esteril (NaCl 0.156 M, pH de 7.2) y se

congeld hasta su uso a -70°C.

" Nune No. Cat. 184302
* Nunc, No. Cat. 167008
*1n Vitro, No. Cat. ME-0335
¥ Sjgma, No. Cat. F2442
I Vitro No. Cai. A-01
"' Beckman T1-6

* MSE. High Speed i8
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Veneno Crotalico

El veneno liofilizado de Agkistrodon piscivorus, se reconstituyd a una proporcion
de 10 mg/mL de H,O grado HPLC', filtrandose con membrana de nylon de 0.22
um de porosidad?.
Suero Hiperinmune anti-Agkistrodon piscivorus
Se inocularon 2 conejos con una dosis de 1.75 mg/30 g de peso corporal (4) del
veneno de A. piscivorus, diluido en 0.5 mL de solucidn salina estéril y adicionado
en una proporcion 1:1 con adyuvante completo de Freund, aplicando 2 estimulos a
intervalo de 7 dias; un tercero con incremento de la dosis a 2.0 mg y dos estimulos
mas en dosis de 4.0 mg/30 g de peso corporal, a intervalo de 14 dias. Se recolectd
el suero de ambos animales a intervalos de 7 dias, iniciando en la aplicacion del
segundo estimulo y hasta los 28 dias posteriores a la ultima inoculaciéon.
Se determiné la respuesta inmune por inhibicion de la hemoaglutinacién en placa
(9). El veneno de A piscivorus se reconstituyd a la proporcidn de 6.25 mg/mL con
soluciéon reguladora de Tyrodes (Glucosa 5 mM, NaCl 0.15 M, NaH>PQO4 H>0 0.36
mM, NaHCO; 20 mM, CaCl, 2 mM, MgCl; 1 mM, KCI 2 mM, pH de 7.4). En
microplacas de fondo en “V'* se depositaron 50 pl/pozo de solucion salina. En el
primer pozo de cada linea se adicionaron 50 ul de suero anti-A piscivorus,
realizando diluciones dobles desde 1:2 hasta 1:256. Posteriormente se agregaron
50 ul/pozo de veneno de A piscivorus reconstituido, ademas de 50 ulL de globulos
rojos de conejo al 2.5%. Se incubaron las placas por 20 min a medio ambiente y la

lectura fue por apreciacion de la inhibicion de la hemaglutinacion.

" Sigma. No, Cat. 27.073-3
" Millipore, No. Car. GSWP 047 00
" Nunc. No. Cat. M 2686
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Extracciéon de Membrana Celular

Se desarrollaron monoestratos MDBK al 100% de confluencia en botellas de
poliestireno y se lavaron con PBS estéril (NaCl 0.14 M, KCl 4 mM, NaHPQ,42H,0
19 mM, KH:PO4 2 mM, pH 7.4). Las células se desprendieron por raspado, se
disgregaron a presion a través de una jeringa con aguja de 20 X 38 mm vy
posteriormente se resuspendieron en PBS a una concentracion celular de 1 X
10%/mL. El paquete celular se lavo mediante cambios de PBS y centrifugacion a
3500 g por 10 min en 3 ocasiones. La ruptura celular se llevé a cabo mediante 9
ciclos de 15 seg de sonicacion’, a una frecuencia de 15 micrones de amplitud. La
suspension fue centrifugada a 14000 g/1h en centrifuga refrigerada, desechando
el sobrenadante con los detritos celulares, mientras que el boton (membrana
celular) se resuspendio en 300 ulL de PBS (10). La cuantificacion de la proteina se
hizo por microtitulacion de Bradford (11).

Titulacion

La titulacian del virus y fluidos virales se realizé por contec de placas liticas (12),
en cultivos de células MDBK, 100% confluentes (placas de plastico de 96 pozos,
estériles), inoculados con diluciones logaritmicas del VPIB-3 (de 10" a 109 e
incubando 48 h a 37°C. La lectura fue por apreciacion del efecto citopatico en un
microscopio invertido®, con objetivo 10X y ocular 8X, y el calculo del titulo viral fue
por el método de Reed y Muench (13).

Aislamiento de Fraccion Crotalica AL27

“ Sonicador Ultrasonic Processor
" Zeizz
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Se emple6 el proceso de cromatografia liquida de alto rendimiento, en fase
reversa (HPLC-RP), con una columna de gel de silice Cq5 v un inyector de 50 ulL.
El veneno reconstituido de A piscivorus fue solubilizado con acido trifluoroacético
("I'F/—\)Jr al 0.1% en H,O grado HPLC (disolvente A), y acetonitrilo* con TFA al 0.1%
(disolvente B). El gradiente de elusion inicial fue de 30% del disolvente B sobre el
A, hasta alcanzar 100% del B, a un tiempo de 10 min, con flujo de 1mL/min. La
absorbancia se midié a una longitud de onda de 280 nm (4, 14, 15). La seleccion
de la fraccion AL27 tras el proceso cromatografico fue por deteccion de su
actividad mediante pruebas de hemaglutinacion (6), siendo ésta de un titulo de 64
UH (Unidades hemaglutinantes).

Bloqueo de Receptores Celulares

Se empled la prueba de reduccion del tetrazolium (MTT) para evaluar la viabilidad
celular posterior al proceso de infeccion (16, 17). En cultivos confluentes de
celulas MDBK, desarrollados en microplaca de poliestireno de 96 pozos, se
depositaron 50 ul/pozo de la fraccion AL27 en la concentracion previamente
determinada como inocua para la viabilidad celular de 1.062 ug/mL (4). Despues
de 1 h de incubacion a 37°C con la fraccidon AL27, los monoestrates se lavaron
con PBS y se inocularon con el virus VPIB-3 en dosis de 10°%, 10%°, 10°% y 10%°
DICCsp%, contenidos en volumenes de 50 pl/pozo. Como testigos se emplearon
medio de cultivo MEM estéril, virus VPIB-3 en dosis de 10%° DICCs libre de

ALZ27, asi como la fraccion AL27 en concentracion previamente determinada como

" 5ulL, 4.6 X 2,50 mm
" Sigma, No. Cat. 09653
* Sigma, No. Cat. 27071-7
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capaz de alterar la viabilidad celular de 4.25 pg/mb (4), libre de VPIB-3. Los
maonoestratos se incubaron durante 48 h a 37°C.

Se adicion6 en toda la placa 100 ug de MTT/pozo (3-[4, 5-Dimethyl-thiazol-2-Y[})-2,
5-diphenyltetrazolium bromide)” y se incubd a 37°C por 4 h. Posteriormente se
adicioné 50 ul/pozo de SDS (15% w/v Dodecil sulfato de sodio, HC| 0.02 M) e
incubd durante toda la noche a temperatura ambiente en camara oscura. Se midié
la absorbancia a una longitud de onda de 492 nm en un lector de ELISAT y la
interpretacién se hizo por analisis de varianza (18).

Bloqueo de Hemaglutinina Viral

Dos mililitros de suspension del virus VPIB-3 con un titulo viral de 10°° DICCsgy
fueron clarificados por centrifugacion a 3500 g por 10 min. La suspension viral se
dividid en dos partes iguales, la primera se mezcld en proporcidn 1:1 con la
fraccion AL27 previamente diluida a una concentracidn de 1.062 ug/mb (VPIB-
3/AL27) e incub6 durante 1 h a 37°C y la segunda (VPIB-3) se mantuvo en
refrigeracion hasta su uso. El VPIB-3 y 1a mezcla VPIB-3/AL27 se centrifugaron a
15000 g por 30 min, en centrifuga refrigerada. Los botones obtenidos se fijaron
con glutaraldehido* al 10% en PBS estéril y para la tincion negativa se empled
acido fosfotunstico® al 2% en H,O. La observacion al microscaopio electranico fue a
50000 aumentos (19).

El fluido que se cosechd después de la Ultima centrifugacidn de la mezcla VPIB-

3/AL27, se tituld por la técnica de conteo de placas liticas descrita previamente,

" Sigma, No. Cat. M-5855
" BDSL. Immunoskan Plus
* Sigma, No. Cat. G5882

¥ Sigma. No. Cat. P4006
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empleando diluciones logaritmicas de los fluidos desde 107" a 10 Como testigo
se empleo el virus de VPIB-3 (10%°DICCgqq,) (12).

Afinidad entre el VPIB-3 y la Fraccion Crotalica AL27

Se realizaron corrimientos electroforéticos en condiciones desnaturalizantes en
geles de poliacrilamida al 12% (3.5 mL de H,O destilada, 2.5 mL de Tris-HCI 1.5 M
y pH 8.8, SDS 0.35 M, 4 mL de acrilamida/bisacrilamida al 30%, persulfato de
amonio 0.4 M y 5 uL de TEMED) con suspensién del VPIB-3 en dosis de 10>®,
10%® y 10°® DICCsg, extractos de membrana de células MDBK en concentracion
de 5y 10 ug, un marcador de pesos moleculares de 201 a 6.6 kDa' como testigo,
la fraccién AL27 a una concentracion de 2.125 y 4.25 pg/mL, y el veneno de A
piscivorus a una concentracion de 1.56 mg/mL. El corrimiento se realizo a 15y 50
mA por 10 y 45 min, respectivamente. Se tifieron con azul de Coomassie al 1%’
por 1 h y se decoloraron con acido acético al 5%%* por 24 h (10, 20, 21). Los pesos
moleculares se determinaron por regresion lineal, mediante un analizador de
imagenes, con el programa Cuantity Oned. Las proteinas separadas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.2 um de porosidad", con
corrimiento a 100 V, por 1 h (10, 22). Se realizé la prueba de Western blot en las
membranas transferidas utilizando el suero hiperinmune de A piscivorus (1:40). El
revelado se realizd utilizando un anticuerpo anti-lgG anti-conejo biotinilado

(1:2000) y se conjugaron con avidin-peroxidasa (1:6000). Se utilizé como

" Bio Rad No. Cat. 161-0318
" Sigma No. Cat. B§522

* Sigma No. Cat. 2§202-2

¥ Bio-Rad

" Bio-Rad No. Cat. 1703932
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cromégeno diaminobenzidina (25 mg de diaminobenzidina, 50 mL de PBRS y H20;
8.8 M) incubando por 10 min a 37°C en agitacion (10).

Resultados

Bloqueo de Receptores Celulares

En las pruebas de reduccion del tetrazolium (MTT) empleadas para evaluar la
capacidad de bloguear o inhibir la unién del VPIB-3 a los receptores celulares, la
medicién de la viabilidad celular en ei control positivo de VPIB-3 en dosis de 10%°
DICCsoy, fue de un porcentaje de 68.78%, mientras que para el testigo positivo de
la fraccidbn AL27 en concentracion previamente determinada como dafiina para la
viabilidad celular de 4.25 pg/mL fue de 58.69%. Los porcentajes de viabilidad en el
bloqueo viral, con la fraccidn AL27 en una concentracion constante de 1.062
ug/mL y el virus en dosis de 10,°% 10,*® 10*® y 10?° DICCsp fueron de 69.34,
72.71, 80.93 y 84.86%, respectivamente. Al analisis estadistico, la varianza dio
valores de 0.0126, 0.0123, 0.0072 y 0.0055 para las dosis de 10°° a 10°°,
respectivamente.

Blogqueo de Hemaglutinina Viral

En las pruebas de microscopia electronica, realizadas para determinar si AL27
pudiese reconocer los carbohidratos presentes en las hemaglutininas virales, se
observd que la pastilla colectada tras la centrifugacion de la mezcla VPIB-3/AL27
contenia grumos de virus en los gue se distinguian numerosas particulas con la
morfologia caracteristica (Figuras 1A y 1B) (aumento 50000X), en tantc que los
virus gue se encontraron en la pastilla del virus solo (sin AL27) no permitid ver

virus con morfologia caracteristica.
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El titulo viral del VPIB-3 posterior a su incubacion con la fraccion AL27 aislada de
A piscivorus se redujo de 10°¢DICC s0% @ 10°°DICC 50%.

Afinidad entre el VPIB-3 y la Fraccion Crotdlica AL27

El' suero hiperinmune contra A piscivorus mostrd capacidad de inhibir la
hemaglutinacidon producida por el veneno hasta {a dilucion de 1:64
(correspondiente a 64 unidades inhibitorias de la hemaglutinacion, UIH).

Al analizar el veneno de A piscivorus (con todos sus componentes proteinicos y
polipeptidicos), en la electroforesis de proteinas estructurales (Figura 2) se detecto
la presencia de 8 bandas de proteina, de aproximadamente 93, 59, 46, 42, 36, 33,
26 y 21 kDa (Linea 1). La fraccion crotalica AL27 mostrd tener un pesc molecular
de 21 kDa (Lineas 2 y 3). Es probable que la presencia de dos bandas extras de
38 y 28 kDa en la linea 3, se deba a la alta concentracion de AL27 no
desnaturalizada en conformaciéon dimérica o trimérica. En las pruebas de Western
blot (Figura 3), el suero hiperinmune de conejo anti-A prscivorus marcd una fuerte
tincidn en las bandas proteinicas correspondientes a los 21 kDa en el veneno de A
piscivorus y en la fraccién crotalica AL27 en concentracion de 4.25 y 2.125 ug/mL
(Lineas 9, 8 y 7). También se encontro el reconocimiento de otras bandas, las
cuales pueden corresponder a polimeros de la proteina de 21 kDa. Bajo una débil
tincion, aparentemente el VPIB-3 en concentracion de 10*° y 10°® DICCsoy
(Lineas 2 y 3) muestra una proteina de peso molecular similar (21 kDa). Esta no
se aprecia en la dosis de 10%° DICCgq del VPIB-3, ni en los extractos de

membrana celular (Lineas 1, 4 y 5). El suero hiperinmune también detectd ciertas
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I bandas de identidad entre el VPIB-3 y los extractos de membrana de las células

2 en que éste fue replicado.



Discusion

Se demostré que es factible emplear a la fraccion hemaglutinante del veneno
crotalico (AL27) como agente antiviral, al poseer la dualidad de accién en la
inhibicion de la adherencia viral, al bloquear a los receptores acido sidlico
celulares y unirse a los carbohidratos de la hemaglutinina viral. Durante la
evaluacion del bloqueo viral, a través de la adherencia de AL27 hacia los
receptores acido sidlico celulares, la viabilidad detectada por la inoculacién de las
MDBK por VPIB-3/AL27, fue superior al testigo de cada uno de ellos en forma
individual (68.78 y 58.69%, respectivamente), y aungque no alcanzé el nivel de las
células testigo (100%), los porcentajes de viabilidad celular fueron mejores con
valores de 69.34, 72.71, 80.93 y 84.86%, y las diferencias estadisticas (0.0126,
0.0123, 0.0072 y 0.0055) no fueron significativas. Basicamente, no existe un
trabajo previo con hemaglutininas (lectinas) sobre el cual se pudiese establecer un
patron comparativo de los resultados obtenidos. Se esperaba que durante el
blogueo, al emplear ambos agentes a las concentraciones previamente
establecidas como no dafiinas, la viabilidad se mantendria en su maximo nivel. El
menor indice de éxido-reduccion de las células, se debid a ta combinacion de
ambos reactantes, aunque sin llegar a causar apoptosis (por efecto de AL27) (23)
o lisis celular (por efecto viral) (1). Aparentemente, las secuencias N-terminales
de la hemaglutinina crotalica (24) mostraron una mayor afinidad hacia los
carbohidratos de las hemaglutininas del VPIB-3, que por los receptores acido
sialico de las células MDBK. Lo anterior se observé en las pruebas de evasion de
la infeccion viral, por la aparente union de AL27 a las espiculas del VPIB-3. Las

Figuras 1A y 1B muestran una superficie con unidades virales cubiertas con AL27.
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La técnica empleada no permitié distinguir el sitio de accidn de la lectina crotalica.
Las micrografias electrénicas sugieren que el sitio de accién pudiera ser la
glicoproteina viral. El hecho de que no se encuentren todos los peplémeros
cubiertos con la fraccién crotalica AL27 sugiere que la unién es débil y reversible
con tendencia a desintegrarse durante la preparacién para observarla al
microscopio electronico. Lo anterior, también explicaria que aun en la abundancia
de moléculas de AL27 presentes en la reaccion, el virus continiie su replicacion a
una baja tasa y no deje de multiplicarse en las células por completo. Otro factor
que mostrd la posible afinidad de AL27 hacia la hemaglutinina viral fue la titulaciéon
de la cepa del VPIB-3, la cual, tras su previa incubacion con la fraccion AL27 de A
piscivorus, redujo su actividad drasticamente de 1058 DICCs0e, @ 10%2° DICCsgs
Este tipo de unidn o reconocimiento entre fragmentos virales con agentes
hemagiutinantes se ha realizado previamente. Hayakawa et al (3) demostraron
que la proteina gp120 del virus de inmunodeficiencia humana-1 (HIV-1)
interactuaba fuertemente con algunas lectinas o hemaglutininas, particularmente la
Concavalina A (Con A), que redujo el nivel de gp120 y el indice de infectividad del
HIV-1, tras la incubacion de ambos reactantes a temperatura ambiente. Las
similitudes entre las proteinas estructurales virales y las hemaglutininas crotalicas
se determinaron por la comparacion de sus pesos moleculares y reconocimiento
por anticuerpos especificos anti-A piscivorus mediante “Western blot".
Francischetti et al. (24), al aislar una proteina con actividad de lectina, del veneno
de la serpiente Crotalus durissus, a la que denomino “convulxina”, la registra como
una proteina unica de 72 kDa, que al ser sometida a condiciones reductoras se

divide en dos polipéptidos de peso molecular de 13.5 y 12.5 kDa. Hirabayashi et
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al. (25), al aislar la lectina del veneno de Crotalus atrox, informé de la presencia de
una sola hemoaglutinina con peso molecular de 14.4 kDa en condiciones
reductoras y de 31.0 kDa en condiciones no reductoras. Ogilvie et al. (26), al aislar
las lectinas del veneno de Lachesis muta y Dendroaspis jamesonii informaron que
ambas poseian pesos moleculares de 14 kDa en condiciones reductoras, y 28 kDa
en condiciones no reductoras. Si bien los pesos moleculares informados por estos
autores no son idénticos a los del presente trabajo, si se aproximan con lo
encontrado en los diversos corrimientos electroforéticos de la fraccion AL27 de A
piscivorus en condiciones reductoras, en los que el peso motecular fue de 21 kDa.
Por otro lado, en las pruebas de identidad de las hemaglutininas crotalicas y
proteinas estructurales virales, se observé en ambos reactantes, bandas de 21
kDa que reaccionaron con los anticuerpos anti-A piscivorus, con una mayor
afinidad hacia las correspondientes a AL27. Sin embargo, el reconocimiento hacia
la proteina viral también fue claro cuando el antigeno se encontré a una alta
concentracion.

Por los resultados obtenidos en el presente trabajo, se concluye que la actividad
antiviral a traves del bloqueo de los receptores celulares es satisfactoria.

A pesar de que no se obtuvo la eficiencia esperada (100% de viabilidad celular),
se logré mantener los monoestratos celulares en porcentajes de viabilidad
aceptables, sin dar cabida al efecto litico viral, ni favorecer la apoptosis celular.
Por otra parte, se observd que también existe actividad antiviral dada por una
aparente afinidad de AL27 hacia los carbohidratos presentes en la hemaglutinina
viral, ya que ésta logré reducir el titulo viral del VPIB-3. Lo anterior induce a

considerar la factibilidad de emplear a AL27 como agente antiviral, sin embargo,
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1 aun es necesario realizar un mayor nimero de estudios in vitro para finalmente

2 evaluar su efectividad in vivo.
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FIGURA 1.- Microscopia electronica de particulas virales del VPIB-3 con la
fraccion crotalica AL27 (aumento 50000X). En la figura 1A la particula (a) muestra
los pepldomeros virales adheridos a ta membrana y hay cinco particulas globulares
superpuestas a los peplomeros que podrian ser AL27. La particula (b) también
muestra los peplémeros virales pero sin particulas globulares adheridas. En la
figura 1B se observan varias particulas virales pleomorficas y esféricas. Las
particulas esféricas parecen estar rotas y una de ellas esta parcialmente

penetrada por el acido fosfotunstico (c).
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FIGURA 2.- Electroforesis en condiciones desnaturalizantes del veneno de A
piscivorus y de la fraccion crotalica AL27. Linea 1, veneno de la serpiente
Agkistrodon piscivorus; linea, 2 fraccién AL27 por HPLC-RP (2.125 ug/mL); linea

3, fraccion AL27 por HPLC-RP (4.25 ug/mL); linea 4, marcador de peso molecular.
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FIGURA 3.- “Western blot” marcando una aparente identidad entre Ia
hemaglutinina crotalica AL27 y una proteina estructural del VPIB-3. Linea 1,2y 3
Proteinas de VPIB-3 a 10*® 10*® y 10°° respectivamente; linea 4 y 5 células
MDBK a 5 y 10 ug respectivamente; linea 6, marcadores de peso molecular; lineas
7y 8, fraccion AL27 a 2.125 y 4.25 ug/mL respectivamente; linea 9, Veneno de A

piscivorus.
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