


MUNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

Casa abierta al tiempo

POSIBLE ANALOGIA ENTRE EL FACTOR ANTI-INFLAMATORIO FILM
PRODUCIDO POR ENTAMOEBA HISTOLYTICA'Y LA PROTEINA N DEL
VIRUS DE LA RABIA

T E S [ S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS

P R E S E N T A

M. en C. MARIA ESTHER MORALES MARTINEZ

DIRECTORA DE TESIS: DRA. MARIA GUADALUPE RICO ROSILLO

MEXICO, D. F. 2005

s AP
- @ ‘i‘ QID‘”U .1\ \.}E l Fnhl s
%Augﬁ‘}gﬂ HISTORICO



El jurado designado por la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de las
Unidades [xtapalapa y Xochimilco aprobd la tesis que presentod

M. en C. Maria Esther Morales Martinez

COMITE TUTORIAL

DR. JOSE ALVARO AGUILAR SETIEN

'\

SINODALES DRA.JULIA PEREZ RAMOS \M Qum

DRA.GLORIA BERTHA VEGA ROBLEDO Mc_’— /




Este trabajo se realizé en la Unidad de Investigacién Médica en Inmunologia del Hospital de
Pediatria. Centro Médico Nacional siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social. La

investigacion fue financiada por CONACYT grant No. 34214B.



La sustentante agradece la beca otorgada por el Doctorado en Ciencias Biolégicas de la
Universidad Auténoma Metropolitana incluido en el padrén Nacional de Posgrado del

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT).



En Memoria de mis padres Luis y Maria quienes sembraron en mf el deseo de aprendizaje y su

recuerdo es un sostén en mi vida

A mis hermanos: José Luis, Roberto, José de Jests y Socorro, quienes siempre estan presentes

cuando los necesito.



Agradecimientos

A la Dra. Guadalupe Rico por brindarme su profesionalismo y valor humano

Al Dr. Alvaro Aguilar por su apoyo invaluable

Al Dr. José Luis Gémez por sus consejos y sugerencias

A la Dra. Julia Pérez y Dra. Gloria Vega por su aporte de conocimientos para la culminacién

de la tesis.



Al Dr. Rogelio Alonso quién me permitid realizar parte de este trabajo de tesis en su
Laboratorio de Genética Molecular. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM y a

la Dra. Refugio Cortés por su gran apoyo profesional.



A todos mis compaiieros de la Unidad de Investigacién Médica en Inmunologia del CMN

siglo XXI, quienes en menor o mayor grado me apoyaron para la realizacién de esta tesis.



INDICE

5

5

Amibiasis y FILM (Factor inhibidor de la locomocidon de los monocitos) 6

Abreviaturas
Resumen
Summary
L. Antecedentes
la. Amibiasis y Entamoeba histolytica
1b.
lc. Reaccion Inflamatoria en la amibiasis
Id.  Fagocitosis y quimiotaxis
le.  Estallido respiratorio
2. Rabia y virus de la rabia
2a Estructura
2b Respuesta Inmune
2¢ Proteccion
2d Superantigenos
2e Anélisis estructural de la proteina N
2f Fosforilacion
ég Proteina N recombinante
2h Virus de la rabia como vector
2i La proteina N en el diagnéstico de la rabia
IL. Hipétesis

I11.

Objetivos

8

10

1]

12

14

15

17

21

22

23

26

26

28

30

30



IV.

a Generales

b Especificos

Material y Métodos

la. Obtencién de Nucleocapside

1b Purificacion de NC por HPLC

lc Purificacién de NC con CsCl

2 Pruebas Bioldgicas

2a Estallido respiratorio

2b  Bloqueo de la NC con un anticuerpo anti-NC

3 Obtencion de la proteina N recombinante

3a Obtencion de RNA del Virus de la Rabia

3b Integridad del RNA

3¢ Obtencién de DNA por RT-PCR

3d Amplificacién por PCR

3e Purificacién del producto de PCR

3f Ligacién del gen pN con el pldsmido pUC-19

3g Transformacion bacteriana

3h Orientacién usando un primer universal y especifico para proteina N
3i Corte con BamHI para la liberacién del DNA

3j Ligacién del gen pN a un pFast-Bac Hta/BamHI/FAC
3k Transposicion en células DHIOBAC

31 Aislamiento del ADN del bdcmido recombinante
3m  Cultivo en células de insecto Sf9

31

31

31

31

32

33

33

33

34

34

34

35

35

36

36

37

38

39

39

39



VL

VIIL

VIIL

IX.

3n

A

i
Transfeccidn en células de insecto Sf9

3l Deteccidn de la pN recombinante por Inmunofluorescencia

3o Infeccitn de células de insecto

3p Cosecha de la pN

4 Purificacion de la pNr en base a su cola de histidinas

42 Desalado de la pN purificada

) Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones reductoras
6 Especificidad de la pN purificada con su anticuerpo (Dot blot)
2¢ Locomocidn celular

2d Hipersensibilidad retardada cutdnea al DNCB en cobayos

7 Analisis estadistico

Resultados

Discusion

Conclusiones

Referencias

Figuras

40

40

41

4]

41

42

42

43

44

45

47

48

52

56

57

68



ABREVIATURAS

Ab
BACNF
BACNR
BamHI
BHK-21
BSA
CMH-1

cDNA
DEPC
DNTP
DNA
DNCB
DTT
EDTA
ER

FM
HLA-DR

I1.C.

kDa

LB

LDs
MOPS
Nal

NC

NT
New wash
pb

PEG
PMN
PV
RNAasa
RNAm
RT-PCR

SAZ
SDS
SFB
SOC
SSF

anticuerpo

primer frontal

primer posterior

enzima de restricion

células de rifién de hamster

albimina sérica bovina

Complejo mayor de histocompatibilidad de
clase 1

complementario del dctdo desoxiribonucleico
dietilpirocarbonato

dinucledtidos trifosfatos

acido desoxirribonucleico
dinitroclorobenceno

ditiotreitol

etilendiamino tetracético

estallido respiratorio

fagocitos mononucleares humanos
Antigeno leucocitario humano relacionado al
locus DR

Intracraneal

kilodalton

medio Luria-Bertani

dosis letal 50

acido 3-[N-Morfolino] propanesulfonico
Yoduro de sodio

Nucleocdpside

solucién NaCl, Cloruro Tris

solucién NaCl, Tris, EDTA, etanol
pares de bases

polietilenglicol

polimorfonucleares

Virus Pasteur

enzima ribonucleasa

acido ribonucleico mensajero

Reaccion en cadena de la polimerasa con
Transcriptasa reversa

suero activado con zimosan

duodecil sulfato de sodio

suero fetal bovino

medio SOC

solucién salina fosfatos



Tag

TBE

TB medium
TEMED
URLs

VR

VSv

20

polimerasa de Thermus aquaticus
solucidn tris base, acido borico, EDTA
medio Broth Terrific
N,N,N’N’-tetrametiletilendiamino
unidades relativas de luz

Virus de la rabia

Virus de la estomatitis vesicular
zimosan opsonizado



RESUMEN

La Amibiasis y la Rabia son problemas de salud publica que tienen en comun un pobre efecto
anti-inflamatorio en los érganos blancos que afectan. En el Gene bank, se encontrd que el
péptido anti-inflamatorio FILM (factor inhibidor de la locomocién de monocitos) producido
por Entamoeba histolytica homologa ochenta por ciento con un fragmento de la proteina N del
virus de la rabia. La proteina N es la que primero se produce y en grandes cantidades con
respecto a las otras proteinas del virus de la rabia. Esto permitié especular si la protefna N
podria contribuir a la escasa reaccién inflamatoria producida por el virus de la rabia en el
Sistema Nervioso Central. La proteina N fue obtenida por tecnologia de DNA recombinante,
usando un sistema de expresién de baculovirus y fue estudiada in vitro e in vivo realizando las
pruebas inmunolégicas que altera el FILM [estallido respiratorio, quimiotaxis, e
hipersensibilidad retardada cutdnea al 1-chloro-2-4-dinitrobenzene (DNCB)]. La proteina N
recombinante, como el FILM, inhibié el estallido respiratorio en fagocitos mononucleares
(43%, p<0.05) pero opuesto al FILM incrementdé la quimiotaxis y no inhibié la
hipersensibilidad retardada cutdnea al DNCB en cobayos. Se concluyé que la secuencia
completa de la proteina tiene que estar presente o tiene que ser cortada y estar libre de la gran
molécula de la proteina N (55 kDa) para llegar a ser activa, el residuo de -Ser- en particular el
segmento acido terminal ...-Cys-Asn-Ser... del péptido puede ser critico para la funcién del

FILM.



SUMMARY

Amebiasis and Rabies are public health problems and they have in common a poor
inflammatory effect in the target organs that they affect. In the Gene bank, jt was found that
the anti-inflammatory peptide MLIF (monocyte locomotion inhibitory factor) produced by
Entamoeba histolytic homologates eighty percent with a fragment of the N protein of the
rabies virus. This protein is produced earlier and in larger quantities than other viral proteins.
We speculated if the N protein could contribute to the scant inflammatory reaction produced
by rabies virus in Central Nervous System. The N protein was obtained by recombinant DNA
technology, using the baculovirus expression system and was studied in vifro and in vivo
doing the same immunological tests altered by MLIF [respiratory burst, chemotaxis, delayed
hypersensitivity skin reaction to 1-chloro-2-4dinitrobenzene (DNCB)]. The recombinant N
protein, as MLIF, inhibited the respiratory burst in human MP (43%, p<0.05) but in contrast to
MLIF it increased chemotaxis and it did not significantly inhibit delayed hypersensitivity skin
reaction to DNCB in guinea pigs. We concluded that the full peptide sequence has to be
present or it has to be cleaved-free from the large recombinant N protein molecule (55 000 Da)
to become active, the —Ser- residue in particular the ...Cys-Asn-Ser... acid terminal segment of

the peptide may be critical for MLIF function.



ANTECEDENTES

La amibiasis y Entamoeba histolytica

La amibiasis es una de las enfermedades parasitarias causada por la Entamoeba histolytica que
afecta predominantemente a individuos de bajo nivel socioeconémico (Ravdin 1995, Celis y
Alva 1970). La infeccidn se presenta en todo el mundo, principalmente en Africa, América del
Sur y la India (Walsh 1988). La amibiasis estd presente en aproximadamente 500 millones de
portadores de los cuéles 50 millones de casos son de amibiasis invasora y solamente 500 mil
presenta absceso hepético amibiano (AHA) con una cifra promedio de 40,000-100,000
muertes anuales (Walsh 1986, Walsh 1986b; Walsh 1988) por lo que la morbilidad y la
mortalidad son considerables.

En México, la amibiasis es uno de los problemas prioritarios de salud. En la mayoria de los
individuos infectados, la E. histolytica vive como comensal (Triss] ef al. 1977) y solamente un
pequefio porcentaje de éstos causa enfermedad al invadir la mucosa del colon. Esta invasion
provoca una colitis inflamatoria, la cual puede determinar la diseminacién del parésito al
higado y producir AHA. Cuando el AHA se ha establecido, o en su caso se ha presentado una
perforacién intestinal, es posible que se puedan presentar complicaciones como: a)
compromiso pleural, b) pericarditis, c¢) peritonitis o d) formacién de fistulas cutdneas (Ravdin
y Guerrant 1982). No esta claro si el AHA puede ser considerado como una consecuencia de
la disenteria (Kretschmer 1994).

Los factores que permiten la aparicién y resolucidon de la amibiasis invasora son maltiples,
probablemente se relacionen con un balance entre los mecanismos patogénicos del parésito y

los mecanismos de defensa del huésped, tanto inmunoldgicos como no inmunolégicos.



Amibiasis y FILM (Factor inhibidor de 1a locomocién de los monocitos)

En el absceso hepitico amibiano llama la atencidn la escasez de elementos inflamatorios en
los estadios avanzados (Pérez-Tamayo y Brandt 1971). Para explicar este fen6meno se han
propuesto fundamentalmente dos hipétesis, que no resultan necesariamente excluyentes: la
citolitica y la anti-migratoria. Segun la primera, la amiba destruiria los leucocitos conforme
éstos fueran amribando al tejido infectado. Hay datos experimentales que avalan este
mecanismo (Jervis y Takeuchi 1979). La hipétesis anti-migratoria sugiere que E. histolytica
podria producir y liberar factores capaces de inhibir el armibo de los leucocitos al foco de la
infeccion. Esta hipétesis fue planteada por Pérez-Tamayo en 1971 (Pérez-Tamayo y Brandt
1971). La falta de estos elementos inflamatorios tardios pueden a su vez, estar relacionados
con la ausencia de tejido cicatricial y en consecuencia con la perfecta regeneracién del
parénquima hepdtico. En relacién con esta scgunda hipotesis, en 1985 Kretschmer es al.
(Kretschmer et al. 1985) demostraron que en el sobrenadante de cultivos axénicos de E.
histolytica se encuenira un factor dializable, capaz de inhibir in vitro la locomocién (aleatoria,
quimiocinesis y quimiotaxis) de los fagocitos mononucleares humanos (FM), mas no la de los
polimorfonucleares (PMN). El factor fue denominado “factor inhibidor de la locomocién de
los monocitos” (FILM). El FILM ejerce su accion en forma dosis-dependiente y sin lesionar a
los leucocitos. El FILM también afecta la locomocion de los FM in vivo, como lo revelaron los
estudios con cdmaras de Rebuck en voluntarios humanos e inhibe la hipersensibilidad por
contacto al DNCB en cobayos (Giménez-Scherer ef al. 1997).

El efecto del FILM sobre la quimiotaxis de FM puede cancelarse inhibiendo la sintesis de
proteinas en los FM mediante la exposicion a la cicloheximida. El factor lo generan las amibas

independientemente de su patogenicidad y virulencia. Por ultra-filtraciéon escalonada y



cromatografia analitica (Sephadex G-15), el FILM reveld ser una molécula de 735-478
daltones, termoestable y almacenable por meses a —70°C sin pérdida de su actividad bioldgica
(Kretschmer ef al. 1985).

El FILM modifica los rasgos morfolégicos asociados a la locomocién celular (aplanamiento
celular y nimero de pseudépodos) asi como los de orientacion celular (desplazamiento caudal
del nucleo y disposicién cefalica de los organelos), pero sobre todo, induce un aumento
tmportante de microtibulos asociados al centriolo, como lo demostraron estudios ultra-
estructurales cuantitativos realizados por (Giménez-Scherer et al. 1987).

El material del lisado de amibas Javadas exhaustivamente y procesado segin el método de
Aley et al. 1980, contienen igualmente esta actividad leuco-inhibidora, lo que sugiere que el
FILM es producido por las amibas, hecho comprobado con estudios de marcaje con cisteina
donde se verificé que, efectivamente, el FILM se sintetiza de novo y no por ingestién-
digestiéon y regurgitacién de algin componente del medio (Rico ef al. 1997). El factor
inhibidor puede absorberse a FM y recuperarse subsecuentemente por elucion acida, lo cual
sugiere una interaccidon dindmica y reversible entre ¢l FILM y su receptor sobre [a membrana
de los FM. Los PMN absorben el FILM solo parcialmente, mientras que los linfocitos no
parecen hacerlo (Kretschmer ef al. 1986). El tratamiento del FILM con peryodato no modifica
su efecto inhibidor de la quimiotaxis de FM. En cambio, el tratamiento de los FM con ConA o
con peryodato cancela, o al menos disminuye significativamente el efecto inhibidor, lo que
sugiere que el FILM no contiene carbohidratos con grupos vecinales OH-OH o OH-NH,,
mientras que, él o los receptores para el FFILM si los contiene. Cuando el ensayo de la
quimiotaxis inhibida por el FILM se realiza en presencia de diversos carbohidratos, sélo se

observa disminucién significativa de la inhibicién usando D-manosa, 4-O--galactosil-D-



man6sido y manana, pero no otros carbohidratos (incluyendo glucosa y fucosa lo que sugiere
que el FILM no es equivalente a MIF) (Kretschmer et al. 1991).

Estudios subsecuentes revelaron que el FILM utilizado a concentraciones equivalentes a las
empleadas en los estudios leucotacticos no sélo inhibe la locomocién de los FM, sino también
es capaz de abatir de hecho practicamente cancelar su estallido respiratorio (medido por
quimioluminiscencia), aunque este efecto también lo ejerce sobre los PMN neutrdfilos
(PMNn) (Rico et al. 1992). Esto puede o no ser relevante en la interaccion de E. histolytica y
los FM activados, ya que estas células son capaces de destruir amibas virulentas por
mecanismos oxidativos y no oxidativos (Salata ef al. 1985) y en el caso de roedores, mediante
oxido nitrico (NO) (Wang et al. 1994). En los PMNn esta acciéon del FILM podrfa contribuir
en la notoria incapacidad para interactuar in vifro con E. histolytica virulenta, sobre todo
porque la lisis que los PMN logran sobre E. histolytica no virulentas o aquellas atenuadas con
emetina o calor, ocurre exclusivamente por mecanismos oxidativos (Ravdin y Guerrant 1982).

Reaccién inflamatoria en la amibiasis

La inflamacién es un fenémeno biolégico muy complejo, quizas el mas complejo dentro de lo
que llamamos inmunidad innata o natural. La inflamacién esta constituida por una serie de
eventos en el que participan los vasos sanguineos (vénulas postcapilares y su sistema de
selectinas), elementos de la sangre (humorales y celulares con su sistema de integrinas,
quimiotaxinas y opsoninas) y por otra parte, ¢l tejido intersticial.

La inflamacion tiene como ventaja selectiva, la cicatrizacién, que junto con la regeneracion
celular permite la restitucion tisular.

La respuesta inictal esta caracterizada por la liberacidon de sustancias vasoactivas que producen

vasodilatacion y edema, seguida por la activacion del sistema de la coagulacion, y del sistema



del complemento. Se producen factores quimiotdcticos para neutrdfilos y otras células
inflamatorias.

Las caracteristicas de la inflamacion agudas son: formacion de edema y presencia de
neutréfilos.

Las caracteristicas de la inflamacién cronica son: incremento en el nimero de macréfagos,
linfocitos, eosinéfilos y depdsito de fibrina.

La reaccion inflamatoria que acompaiia a la amibiasis invasora por E. histolytica es atipica en
varios aspectos (Pérez-Tamayo y Brandt 1971). A pesar de que en las fases tempranas se
observa una inflamacidén aguda muy intensa, que contiene algunos eosinéfilos, en los estadios
avanzados, sobre todo en el AHA, llama la atencion la escasez de reaccién inflamatoria tardia
{mononucleares). Esta observacién, por cierto, fue documentada hace ya mas de un siglo. La
escasa reaccion inflamatoria tardia, podria contribuir a la igualmente inusitada regeneracién
hepética que ocurre, sin traza de tejido cicatricial, en los individuos que se recuperan de AHA
gracias al tratamiento médico.

El AHA por lo general consiste en ireas masivas de necrosis compuestas de material granular
eosinofilico y necrético con restos nucleares, pocos leucocitos, pocas amibas o ninguno de
estos ultimos (Pérez-Tamayo 1986). Histolégicamente, la formacién de AHA después de la
inoculacion intraportal de amibas virulentas en el hdmster incluye tres etapas: reaccidn
inflamatoria aguda, formacién de granuloma y necrosis progresiva. Se supone que la
destruccién de las células no resulta del contacto directo con los trofozoitos amibjanos, sino
que esta mediada por la lisis de los leucocitos PMNn que liberan productos citotoxicos

dafiando a los hepatocitos (Tsutsumi y Martinez-Palomo 1988).



Fagocitosis y Quimiotaxis

Los fagocitos tienen la capacidad de moverse en respuesta a un estimulo quimiotéctico, la
locomocion puede ser aleatoria 0 quimiotéactica. La aleatoria es multidireccional y las células
se mueven en cualquier direccién, mientras que la quimiotaxis es un movimiento
unidireccional en respuesta a un gradiente de concentracién de un atractante quimico o de
quimiotaxinas. La locomocién aleatoria al ser estimulada, recibe el nombre de quimiocinesis,
este movimiento ocurre cuando un quimioatractante interactia con un leucocito, pero en
ausencia de un gradiente de concentracién (Ward y Maderazo 1980).

Hay tres tipos de locomocién: movilidad aleatoria, quimiocinesis y quimiotaxis en los
leucocitos, aunque in vivo, el tipo de movilidad que fundamentalmente lleva a los leucocitos
hacia un foco inflamatorio es la quimiotaxis (Kretscmer ef al. 1980), en donde las células
migran al sitio de lesién o infeccidn, en respuesta a quimioatractantes. Las quimiotaxinas son
producidas por bacterias, células inflamatorias o tejido daitado involucrado en la reaccibén
inflamatoria. Factores del complemento como C3a o C5a, también desempeiian esta funcién
(Ward y Maderazo 1980, Sigal y Yacov 1994).

Los fagocitos tienen receptores para los quimioatractantes, éstos pueden ser de alta o baja
afinidad y encontrarse en diferente proporcidn, lo que ocasiona una respuesta quimiotdctica
dosis-dependiente. La interaccién del quimioatractante con su receptor inicia la transduccién
de senales y la adherencia (incremento de calcio intracelular libre, alteraciones de fosfolipidos
de membrana con activacion de proteinas G (que unen GTP), fosfolipasa C, proteina-cinasa C
y proteina-cinasa dependiente de AMPc. Estos eventos inducen un incremento en la carga
negativa de la membrana, y aumentan su adhesidn a la matriz tisular, lo que se ve favorecido

por receptores de los fagocitos a componentes de la matriz extracelular como la laminina y

10



fibronectina, asi como por el receptor para el fragmento C3b del complemento. A este proceso
se unen los cambios propiamente migratorios del citoesqueleto. Como resultado de estos
eventos bioqufmicos, las células migran hacia donde asciende el gradiente y se detienen en
donde las células encuentran un maximo de quimioatractante. Una vez en el sitio, se produce
la elongacion de seuddpodos y el englobamiento de particulas, lo que se facilita por receptores
para C3b y la porcion Fc de los anticuerpos, finalmente los lisosomas de los fagocitos se
fusionan con el fagosoma (Sigal y Yacov 1994). In vitro, las células tienen la capacidad de
emigrar direccionalmente a lo largo de un gradiente de concentracién. La locomocién puede
estudiarse de varias maneras: en tubo capilar, bajo agarosa y en cdmaras especiales. El uso de
la cdmara de Boyden es el método méas apropiado, usa uno o dos filtros para separar los
compartimentos (superior ¢ inferior). El tamafio de los poros de los filtros varia de acuerdo al
tipo de célula que se desea estudiar. El filtro inferior con poros de 8 micras tiene una gran
tortuosidad que impide el paso libre de los leucocitos, convirtiéndose asf en un filtro atrapador
(Kretschmer y Collado 1980), en el que se retienen las células.
Estallido respiratorio
Durante ]a fagocitosis ocurre el estallido respiratorio (ER) y la actividad microbicida, donde se
generan moléculas excitadas y radicales libres como aniones superéxido (Oy), singulete de
oxigeno (1/2 O;) radical hidroxilo (OH"), peréxido de hidrogeno (H,03) e hipoclorito (OCl-).
[nicialmente una oxidasa membranal (NADPH) oxida al DNP o NADH para formar el antén
superdxido (O2") y NADP o NAD, a través de la siguiente reaccion.

20; + NADPH -----e-emee- 207, +NADP" +H'
El superéxido reacciona con tones hidrégeno espontdneamente o con superoxido dismutasa

para formar peréxido de hidrégeno (H,0,) o puede reaccionar con el superdxido de hidrégeno

11



ya formado para producir radicales hidroxilo, los cuales son todavia més reactivos (Sigal y
Yacov 1994, Espinosa et al. 1997). El NADP y el H,O; adicionalmente estimulan el desvio de
la hexosa monofosfato (HMP) la cual produce mas NADPH disponible, incrementando la
utilizacién de la glucosa y la produccién de lactato. La muerte dependiente del oxigeno ocurre
cuando la mieloperoxidasa (MPO) y un haluro catalizan la formacién de radicales oxidativos a
partir de H»O; o bien por la capacidad intrinseca del H>O,. La muerte dependiente de oxigeno
involucra la halogenacién de la pared celular microbiana, la produccién de aldehidos
bactericidas, por descarboxilacién de aminodcidos y el rompimiento oxidativo de enlaces
peptidicos en las proteinas bacterianas, La MPO es llevada al fagosoma por degranulacién,
mientras que los haluros penetran posiblemente por difusion.

La relajacion hasta su estado basal, de las moléculas excitadas y los radicales libres como el
singulete de ox{geno generados durante la fagocitosis, da como resultado la emision de energia
en forma de quimioluminiscencia (QL), llamada QL “nativa”, que es la energia no destructiva
por la actividad oxidativa de los fagocitos (Hemming et al. 1976) ésta es muy débil y no puede
ser facilmente medible, pero puede ser amplificada con la adicién de compuestos como el
Juminol (5 amino-2-3 dihidro 1,4 fthalazinadiona) que interactia con las especies oxidativas
para producir cantidades mas grandes de fuz con una longitud de onda de 425 nm (Helfand e¢
al. 1982). El aumento de esta energia permite mostrar la actividad fagocitica de manera
continua,

Rabia y virus de la rabia

La rabia es una enfermedad contagiosa que afecta a los animales y al hombre. Se considera un

problema de salud a nivel mundial (OMS), (Hostnik y Btdovec 1999) se iransmite por
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inoculacion del virus de la rabia (VR) a través de la mordedura de perros, gatos, murciélagos,
zorros que tienen la enfermedad. La infeccion por la mordedura usa como vehiculo a la saliva
que se deposita en el musculo estriado, sitio m el que se replica hasta alcanzar una
concentracion suficiente para llegar a un nervio sensorial o motor, donde se une a receptores
de acetilcolina y entra al Sistema Nervioso Central (SNC), infecta a las neuronas y causa un
comportamiento aberrante al que se le llama “rabia furiosa” si la infeccion penetra a la
neurocorteza recibe el nombre de “rabia silenciosa”, el cuadro clinico cambia y puede
presentarse depresion, coma y muerte por paro respiratorio (Murphy ef al. 1999).

El periodo de incubacién entre la mordedura y la presencia de signos del SNC es entre 14 y 90
dias y depende de la distancia de la mordedura al SNC, ocasionalmente dura afios, y esto
puede deberse a que el virus permanece secuestrado en el misculo estriado (Murphy ef al.
1999).

La rabia es una de las pocas enfermedades que después de la exposicién al virus, puede ser
prevenida en humanos por vacunacién, probablemente debido al largo periodo de incubacidén
de la enfermedad. La rdpida aparicién de anticuerpos neutralizantes, dirigidos contra la
glicoproteina G del virus, parece estar relacionada con la eficacia de la proteccién (Herzog ef
al. 1991, Wiktor ef al. 1973).

La enfermedad es ocasionada por la replicacion de el virus de la rabia, que presenta una
cadena de 4cido ribonucleico en sentido negativo lo que lo incluye en el orden de los
mononegavirales, pertenece a la familia de los Rhabdovirus y al género Lyssavirus que tienen
como caracteristica estructural la forma de una bala. Se conocen seis diferentes genotipos
(GT): GT | que incluye a los virus de las rabias cléasicas y a las cepas vacunales, mientras GT

2-6 estan relacionados con la rabia e incluyen el virus Lagos bat (LB: GT 2); virus Mokola
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(Mok: GT 3); el virus Duvenhage (Duv: GT 4); el Lyssavirus de murciélago Europeo | (EBL-
1: GT 5); y el Lyssavirus de murciélago Europeo 2 (EBL-2: GT 6) (Herzog et al. 1991). Las
vacunas actuales de la rabia dan proteccion contra GT 2 y GT 3 (Drings ef al. 1999).

La rabia cléasica (GT 1) tiene distribucion universal y ataca a la mayoria de los mamiferos. Los
otros Lyssavirus estin mds limitados en su distribucién geografica y en cuanto a las especies
que afectan.

Estructura

El VR mide 100 a 300 nm de largo y 75 nm de ancho, presenta cinco proteinas estructurales:
G, M2, L, M1 y la proteina N (N). La cubierta de lipidos y glicopoproteina constituye fa
glicoproteina G (proteina G) y hacia ella se producen los anticuerpos neutralizantes. La
proteina de membrana o matriz (proteina M2) juega un papel importante como intermediario y
catalitico entre y dentro de la envoltura viral y la nucleocapside (NC). Una transcriptasa
(proteina L) que esta forrmada de 2142 aminoécidos, representa el 54% del genoma, y es
importante en la transcripcién. La fosfoproteina (proteina NS o proteina M1 o proteina P)
formada por 297 amino4cidos, tiene dos formas con diferentes extensiones de fosforilacién,
originalmente considerada como componente de la envoltura viral. La proteina P se une ala N
para la sintesis del RNA viral, esta unién se asocia con la cadena ligera de la dineina celular, la
cual estd involucrada en el transporte de la NC viral a través de los axones neuronales.
Toriumi et al. con el propdsito de conocer la conformacion funcional y los cambios
conformacionales de Ja proteina P, usaron un anticuerpo monoclonal (# 402-13), e
identificaron un epitopo lineal localizado en la regién C-terminal de la proteina P el cual debe
de tener una conformacién especifica para ser expuesto, solo cuando la proteina P esta

asociada a la NC (Toriumi et al. 2002). La regién del epitopo es esencial para que la proteina P
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se asocie con la NC pero no para la formacién de complejos libres de N-P con nueva proteina
N sintetizada.

La proteina N (nucleoproteina) encapcida al RNA wviral eficiente y especificamente para
formar el complejo ribonucleoproteina que proporciona el molde para la transcripcién y
replicacion del RNA por el complejo de polimerasa viral el cual incluye la proteina P y la L
(Koser ef al. 2004). La proteina N constituida por 450 aminoacidos, interviene en la
inmunidad humoral y celular y es la de mayor importancia diagnéstica para detectar su
antigeno. Las proteinas internas L, N y P est4n formando un complejo con el RNA viral para
formar la nucleocapside (RNP o ribonucleoproteina) (Hostnik y Bidovec 1999, Wiktor et al.
1973, Ertl ef al. 1989, Wu et al. 2002). El genoma del VR mide aproximadamente {2Kb y
codifica para cinco RNAs mensajeros monocistrénicos que traducen para las cinco proteinas
descritas (Conzelmann ef al. 1990).

Respuesta Inmune (RI)

Para estudiar la respuesta inmune en la infeccién por el VR se han realizado diferentes
estudios: Titulacién de anticuerpos neutralizantes, indices de proliferacion celular, cinética de
multiplicacion del virus, sintesis de éxido nitrico, expresion del gen 6xido nitrico sintetasa
inducible (iNOS), produccion de citocinas [interferén y (IFN-y), interleucina 2, 4 y 10 (IL2,
[L4, IL-10)], hnfocitos T citotoxicos, asi como expresiéon del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) clase 1.

Los virus EBL-1 y EBL-2 han sido aislados de murciélagos europeos y son los responsables
de muertes humanas, ésta es una de las razones por las cudles Herzog ef al. en 1991 evaluaron

las respuestas de células B y T al Lyssavirus de murciélago europeo 1. Estudiaron a un grupo
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de pacientes sanos, sin vacunacién previa que estuvieron expuestos a la mordedura de un
animal rabioso, se les inmunizd con la cepa PM (Pitinan-Moore) post exposicién y midié in
vitro los titulos de anticuerpos neutralizantes e indices de proliferacion celular, en este estudio
no se encontré correlacidn entre la respuesta de células B y T en respuesta a EBL-1 (Herzog et
al. 1991).

La respuesta inmune del huésped puede jugar un papel importante en el desarrollo de la
encefalitis (Drings et al. 1999, Ertl ef al. 1989, Iwasaki et al. 1977). Se tiene evidencia que el
VR puede permanecer secuestrado por largos periodos de tiempo. En humanos hay titulos de
anticuerpos solo cuando est4n presentes los sintomas neuroldgicos y en las tltimas etapas de la
enfermedad cuando ocurre la muerte. En 1977, Iwasaki ef al. estudiaron en ratones el papel de
la Rl del huésped en el desarrollo de enfermedad encefdlica o paralitica después de la
infeccién por rabia experimental. Trabajaron tres grupos de ratones (controles normales,
inmunodeprimidos y atimicos). Después de administrar la cepa ts2 CVS de VR se analizé la
cinética de multiplicacién del virus en SNC y los titulos de anticuerpos. En los animales
control hubo pardlisis severa, causando un 80% de muertes, acompailada de inflamacion
marcada y destruccién del tejido parenquimatoso del SNC, raramente se aisi6 el VR y hubo
produccion de anticuerpos contra la rabia; mientras que los inmunodeprimidos
(ciclofosfamida) desarrollaron sintomas de encefalitis, en menor grado parélisis, muerte del
100%, los cambios histoldgicos fueron degeneracion y necrosis de neuronas, se aisié el virus
en todos los ratones pero no se detectaron niveles de anticuerpos. En el caso de los ratones
atimicos (inmunodeficientes) los sintomas fueron similares a los inmunosuprimidos pero con

produccién de anticuerpos IgM. Se concluyd que la RI del huésped es benéfica en la infeccién
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por ¢l VR y es importante en la destruccion del tejido parenquimatoso y ascenso de la parélisis
de extremidades.

En los ratones inmunocompetentes (controles) la destruccion del tejido parenquimatoso
posiblemente se deba a la Rl humoral y celular del huésped por la generacién de anticuerpos
citoliticos y a la generacion de células citotoxicas en la infeccién por el VR. La ausencia de
destruccién de tejido parenquimatoso en inmunodeficientes (atimicos) sugiere una
dependencia del timo, y la presencia de anticuerpos IgM indica que éstos no participan en la
destruccién del tejido parenquimatoso (Iwasaki e al.1977).

Sukathida evalué la sintesis de 6xido nitrico y la expresion del gen de INOS para estudiar el
mecanismo patolégico de dafio cerebral y funcional de las neuronas durante la infeccién por el
VR, concluyeron que la inhibicién de iNOS retrasa la muerte de los ratones infectados con el
VR al afectar la replicacion viral y la apoptosis de las células infectadas (Sukathida er al.
2001).

Proteccién

La glicoproteina y la nucleoproteina son los antigenos inductores mas importantes para
conocer si hay proteccién contra la rabia. A diferencia de la proteina G, la proteina N es la
proteina més conservada a través de los diferentes genotipos, estimula la produccion de células
T cooperadoras (Ty), (Ertl e7 al. 1989) induce proteccion cruzada contra retos intramusculares
y estimula la produccién de anticuerpos neutralizantes inducidos por las vacunas clasicas.

Se estudié la RI en humanos a dos antigenos: la NC y la glicoproteina en pacientes con rabia y
pacientes vacunados (virus crecido en células Vero), los resultados indicaron que el proceso de

reconocimiento inmune y desarrollo de anticuerpos ocurre lempranamente y la reactividad a la
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proteina N puede ser de importancia para la produccién de anticuerpos neutralizantes
(Kasempimolpom er al.1991).

La TL-2 aumenta la proteccién en rabia experimental, cuando se inyecta exogenamente a
ratones, esta citocina exhibié un efecto adyuvante en las vacunas del VR y en las subunidades
de estas vacunas (Perrin ef al.1988).

La NC require de una interaccién fisica entre las proteinas N y G para tener un efecto
adyuvante. Esto es el resultado de una presentacién de productos derivados de ambas proteinas
por una misma célula presentadora de antigeno. Asi, las células Ty especificas para las
proteinas N y G pueden actuar sinérgicamente para estimular a los linfocitos B para producir
anticuerpos neutralizantes (Ertl ef al. 1989).

Linfocitos T de pacientes inmunizados con la cepa vacunal PM se estimularon con IL-2, y se
encontré que los linfocitos T proliferan en respuesta a antigenos de rabia solo cuando las
células presentadoras de antigeno expresan antigeno HLA-DR. La estimulacién de estos
linfocitos con antigenos de rabia especificos indujo la produccién de IFNy (Celis et al. 1986).
La proteina N de la rabia influye sobre las células citoliticas o células T ofreciendo proteccion
contra la rabia en animales (Dietzschold ef al. 1987). Los linfocitos T citotoxicos juegan un
papel muy importante en la eliminacion de virus infeccioso ya que la RNP del VR es un
excelente inductor del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH-T). L.a RNP del VR
produce jnmunidad protectora sin que s¢ conozcan aun los mecanismos de proteccion
(Kasempimolporn er al. 1991). Los antigenos de la nucleoproteina activan la proliferacién de
las células B para que proliferen, la proteina N del VR en el complejo RNP induce una potente

respuesta de células T lo que ocasiona una respuesta inmune humoral contra el VR.
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Actualmente algunos investigadores han incorporado genes extraflos dentro del genoma del
VR produciendo un virus recombinante que permite examinar asi la inmunogenicidad a
antigenos extrafios. Se construyé un VR recombinante que expresa la protefna de fusién N-
GFP del VIH-1, la cual se produjo e incorporé eficientemente a la RNP induciendo en ratones
una respuesta inmune humoral a diferencia de la proteina GFP sola. Estos datos indican que la
nucleoproteina del VR se puede usar como acarreador para antigenos extraiios, y puede ser ttil
para el uso del VR como vector en vacunas muertas contra otras enfermedades infecciosas
(Koser ef al. 2004). La glicoproteina de la rabia unida a liposomas in vitro, induce sintesis de
citocinas especificas. La produccion de 1L-2 en células esplénicas de ratones inmunizados con
antigenos del virus de la rabia presentados como inmunosomas (liposomas cubiertos de
glicoproteina) fueron tan activos como los virus inactivados, mientras que la glicoproteina
purificada fue inactiva (Oth ef al.1987).

Celis ef al. (1988) reportaron que la inmunizacién con RNP del VR purificada no indujo
anticuerpos neutralizantes pero protegié a los animales contra un reto viral periférico, aunque
no existan anticuerpos neutralizantes al momento del reto, la presencia de Ty facilita la
respuesta inmune rapida de los antigenos presentes en el reto viral (Oth ef al. 1987).

Mediante péptidos sintéticos se identificaron in vitro los epitopos inmunodominantes de la NC
e in vivo por la estimulacion de linfocitos T especificos, 1o que resultd en un incremento de la
respuesta de células T y una rapida produccion de anticuerpos necutralizantes con VR
inactivado (Ertl ef al. 1989).

Perrin et al. (1996) estudiaron la produccién de citocinas de células T en respuesta a varios

Lyssavirus (antigenos de rabia) en ratones BALB/c, se evaluaron IL-2, IL-4, [FN-y, asi como
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sus RNAm. Sélo los ratones infectados con virus patdégenos perdieron la capacidad de
producir citocinas in vitro después de estimulacion antigeno especifica. En ratones infectados
con virus no patdgeno si hubo produccion de citocinas. Asi, Ia infeccién con antigenos de
rabia patdgeno por la ruta periférica induce en los ratones BALB/c una pérdida de respuesta de
células T después de activacion antigénica especifica, pero no después de activacién policlonal
por el mitdgeno Concanavalina A. Concluyeron que en el ratdn, la pérdida de la respuesta
inmune esta relacionada con la severidad de la enfermedad. La no respuesta de células T
depende solo de la severidad de la enfermedad en el ratén (Perrin ef al. 1996).

En otro estudio realizado por Hooper et al. (1994) inmunizando ratones con RNP por via oral,
encontraron un aumento en la respuesta inmune, demostrando especificidad en respuesta
celular y produccién de anticuerpos contra la proteina N (Hooper ef al. 1994).

La inmunidad celular y los interferones pueden reducir la carga viral, los anticuerpos virus
especificos y particularmente los anticuerpos neutralizantes al virus juegan un papel muy
importante en el control de la mayoria de las infecciones virales que afectan el SNC (Hooper
et al. 1998). Perrin reporté que la IL-2 aumenté la proteccién en rabia experimental. Sin
embargo, en un estudio previo en el que inducen la produccién de IL-2 y anticuerpos en
células humanas de sangre periférica de individuos vacunados con cepas PM o virus Pasteur
no se encontré correlacién entre la produccidn de IL-2 y los npiveles de anticuerpos
neutralizantes, y se concluyd que la produccién de IL-2 podria ser usada para el estudio de la
inmunidad celular y células de memoria en la vacunacién anti-rabica efectuada en humanos

(Perrin et al. 1991).
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Superantigenos

Los superantigenos (SAg) pueden activar gran numero de linfocitos T, ya que no son
intemalizados ni procesados por las células presentadoras de antigeno. Menos del 0.01% de
linfocitos T responden a un SAg convencional, entre 5 y 25% de linfocitos T pueden
responder a un SAg no convencional. En 1992 se report6 que la NC del VR es un SAg
especifico para linfocitos T humanos V(38 que se une a cadenas HLA clase Ila y es un potente
activador de linfocitos T en las vacunas contra la rabia (Lafon er al. 1992).

En linfocitos de amigdalas humanas se evalué la capacidad del SAg de NC del VR para
activar la proliferacion celular, la produccion de citocinas y la produccion de anticuerpos. La
activacion producida por el SAg de la NC se compard con SAg derivados de Staphilococcus
(SEE y TSST-1); a pesar de una débil actividad mitogénica de linfocitos T restringida a
células TCD4+ la NC disparé en los linfocitos B la produccion de inmunoglobulinas G (IgG)
en cantidades similares a las producidas por los SAg de SEE y TSST-1, y no disparé la
produccion de IgM. Las citocinas producidas por activacion de la NC fueron IL-4 ¢ IL-10 lo
que sugiere que el SAg de la NC induce una respuesta Ty2. Las citocinas producidas por
activacion de TSST-1 fueron 1L-2 ¢ IFN-y lo que sugiere que TSST-1 induce una respuesta
Tyl. El patron Ty2 inducido por el SAg de la NC podria explicar Ja capacidad para
incrementar la respuesta de anticuerpos “in vivo™ (a un antigeno inyectado simultdneamente).
La NC de la rabia puede disparar la activacidn de células B policlonales, como otros Sag
(Martinez-Arends ef al. 1996).

Astoul et al. (1996) reportaron que la NC del VR es un SAg exodgeno especifico VB8 en

humanos y VB6 en ratones. Estudiaron el efecto del SAg de la rabia, en respuesta a un
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antigeno no relacionado, el virus de la influenza, y compararon la respuesta en dos cepas de
ratones congénitas: BALB/c y BALB/d2. Los ratones BALB/c son respondedores al SAg de
rabia, mientras que los BALB/d2 no responden por carecer del receptor de células T VB6. En
ratones BALB/c, la co-inyecciéon del SAg de rabia con el virus de influenza inactivado
produce un incremento rapido y de larga duracién en los titulos de anticuerpos IgG e IgM
especificos contra el wvirus, incluyendo anticuerpos protectores, inhibidores vy
hemoaglutinantes, también estuvo incrementada la proliferacién antigeno especifica, asi como
la secrecidn de IL-2 e IL-4 por linfocitos de nddulo linfoide. Cuando se compararon con los
ratones que s6lo recibieron el virus de la influenza. En ratones BALB/d2, no hubo ningin
cambio; sin embargo, durante ¢l establecimiento de la respuesta primaria, el aumento en las
células T estimuladas estuvo restringida a células TCR V6. Estos datos establecen que el
SAg de la rabia estimula respuestas T y B especificas a antigenos no relacionados, esta
propiedad es la responsable de la capacidad adyuvante de la NC (Astoul ef al. 1996).

Analisis estructural de la protefna N

Kawai ef al. (1999), investigaron la maduracién antigénica de la proteina N del VR con
anticuerpos monoclonales, el anticuerpo monoclonal contra el epitopo lineal $5-2-26
dependiente de fosforilacidn es til para estudiar procesos de fosforilacion de la proteina N,
encontraron que esta proteina no se fosforila inmediatamente en la serina 389, primero se
asocia a la proteina P para formar la nucleocdpside y posteriormente se presenta la
fosforilacién (Hawai ef al. 1999).

Goto ef al. (2000) estudiaron los sitios antigénicos de la proteina N del VR, pero ahora

clasificAndolos del 1 al IV, estos sitios estin compuestos de epitopos que dependen de
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linearidad y conformacién. También, por medio de anticuerpos monoclonales a estos sitios y
con el uso de octapéptidos sintéticos determinaron que los tres epitopos del sitio I y dos del
sitio IV constituyen una pequefia regidon que va de 358-367 aminoacidos, asi como los sitios
[V en la regién de 375-383 aminoacidos que son los mas conservados y comunes en los
Lyssavirus, encontraron que los epitopos en los sitios I se expresan en la forma inmadura de la
proteina N y los epitopos del sitio IV se expresan en la proteina N madura (Goto et al. 2000).
Fosforilacién

La fosforilacién de las proteinas en residuos como serina, treonina y tirosina son de las formas
mds frecuentes de modificacidn pos-traduccional en células eucarioticas, que estan ligadas al
control de funciones celulares. Muchas proteinas virales son fosforiladas y su fosforilacién
juega un papel importante en el ciclo viral infeccioso. La fosforilaciéon de algunas de las
proteinas virales se realiza por cinasas asociadas al virus y otras por cinasas celulares. La
fosforilacion por una cinasa celular es un prerrequisito para mayor fosforilacion por cinasas
asociadas a virus (Wu ef al. 2002).

La proteina N del virus de la rabia se fosforila no solo en células infectadas con virus, sino
también cuando se expresa sola en células de insecto y de mamiferos, lo que sugiere que la
cinasa celular més que la cinasa asociada a virus estd probablemente involucrada en la
fosforilacion de la proteina N del virus de la rabia. En un estudio se prob6 que la casein cinasa
I (CK-ID) de origen celular es capaz de fosforilar a la proteina N del virus de ta rabia in vivo e
in vitro. La fosforilacion de la proteina N es sobre un residuo de serina en la posicion 389
(Iwasaki ef al. 1977).

Una funcidn importante de la proteina N a nivel estructural es encapsidar y proteger al

genoma. También, estd involucrada en el camnbio entre la transcripeién y replicacién viral (Wu
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ef al. 2002) como se demuestra en estudios con el virus de la estomatitis vesicular (VSV), en
los que se observa que la replicacién no puede iniciarse en ausencia de suficiente proteina N
para la encapsidacién del molde de crecimiento, cuando las cantidades de proteina N
permanecen bajas, la transcripcion reconoce una sefial de paro, y cuando son suficientes la
transcripcion participard en el ensamble y crecimiento del molde y no responde a la sefial de
paro, este evento corresponde a la transicién entre la transcripcidon y la replicacién. Esta
encapsidacién especifica inicia en el 5° terminal de los RNAs.

Para demostrar los dominios de la proteina N que gobiernan la especificidad de unién,
Kouznetzoff ef al. (1998) probaron ir vitro la habilidad de la proteina N en ambas formas: con
longitud completa y truncada para interactuar con una sonda RNA sintética correspondiente a
la 5'terminal del anti-sentido. Mostraron que en la proteina N completa y en la NH; terminal
de 376 aminoacidos estin todos los determinantes para la interaccion especifica. Un péptido
cercano al COOH terminal de 42 (posicién 298-352) localizado en la region més conservada
de las proteinas N de los Rhabdoviridae se une directamente al RNA viral. Ambas proteinas N
pueden poseer un nuevo tipo de motivo conformacional de unién a RNA y proteinas de
doblamiento que contribuyen a la arquitectura del sitio de unién al RNA (Kouznetzoff et al.
1998).

Al mutar la serina por cualquiera de los siguientes aminodcidos: glicina, 4cido aspartico,
asparagina, acido glutdmico o glutamina en la posicién 389 y examinar los efectos de estas
mutaciones sobre la transcripcién y replicacion en el minigenoma produjeron una sintesis de
proteina N no fosforilada y una reduccién de la transcripcion viral, asi como de la replicacién

en el mismo. Las curvas de crecimiento indican que la produccion del virus mutado en serina
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por alanina fue 10,000 veces menos que la del virus silvestre. Los resultados indican que la
fosforilacion del VR es necesaria para la transcripeién y replicacidon (Wu et al. 2002).

La proteina N del VR y la del VSV no tienen alto grado de homologia en su secuencia
primaria de nucleétidos, sin embargo elias han conservado regiones y caracteristicas similares.
La proteina N del VR tiene cuatro aminoacidos conservados con homologia a los de VSV,
Ambas proteinas tienen una estructura helicoidal similar (Wu e al. 2003). La defosforilacion
de la proteina N purificada con fosfatasa aument6 su habilidad para encapsidar en la sintesis
de RNA in vitro. Cuando la proteina N no estd fosforilada disminuyen las tasas de
transcripcion y replicacién en el genoma igual que en el virus completo.

El molde para la transcripcion y replicacion de virus RNA de cadena negativa es una
estructura N-RNA, es decir el RNA estd asociado a la nucleoproteina viral. Las sefiales de
transcripcion seran reconoctdas solo cuando el RNA viral esta unido a la proteina N. Cuando
la proteina N se expresa sola en células eucanoticas se une inespecificamente a RNAs
celulares. En células infectadas por Rhabdovirus toda la proteina N se une al RNA genémico y
no a RNAm o celulares, esto es porque la fosfoproteina se une como una chaperona a la
nucleoproteina y previene asi la unién de N a RNAm celular.

Cuando la nucleoproteina N de virus RNA expresada en células de insecto, se une a RNA
celular forma un complejo N-RNA como una nucleocdpside viral, sin embargo, en células
infectadas por virus, la proteina N es prevenida de uniones RNA celular por 1a formacién de
un complejo soluble entre la proteina N y la fosfoproteina viral llamado complejo N°-P. La
proteina N solo es liberada de este complejo por unién a un nuevo RNA o un RNA

complementario. En un estudio realizado por Mavrakis er al. (2003) vieron la co-expresion de
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las proteinas N y P virales de rabia en células de insecto y purificaron el complejo N°-P
encontrdndolo en forma soluble como N°-P, (Mavrakis ef al. 2003).

Proteina N recombinante

Dentro de los métodos que permiten la obtencion de RNP se encuentra el sistema de
baculovirus [patégenos que atacan a los insectos y otros artrépodos] *. Empleando técnicas de
biologfa molecular se puede obtencr el gen que codifica para la proteina N del VR el cudl se
inserta en el genoma del baculovirus Autographa californica nuclear de la polyhedrosis. La
expresion del gen recombinante es controlada por el promotor del gen de la polyhedrina. Para
obtener a la proteina recombinante el baculovirus se infecta en células de insecto [Spodoptera
Jrungiperda (Sf9)] (Wiktor ef al. 1973; Reid-Sanden er al. 1990, Fu et al. 1991). La proteina N
expresada en células de insecto es antigénica e inmunogénicamente comparable a Ja RNP del
VR y representa una fuente potencial para una vacuna efectiva y econémica para la
inmunizaciéon en humanos y animales contra la rabia (Reid-Sanden ef al. 1990, Fu ef al. 1991).
Virus de la rabia como vector

El VR como vector viral en el uso de vacunas tiene varias ventajas: no es patdgeno para un
amplio nimero de especies animales si se administra por via oral o intradérmica, su
organizacién gendmica permite modificaciones genéticas féciles a diferencia de otros genomas
complejos de virus DNA y RNA. Los genes extrafios que se expresan son estables. Los
Rhabdovirus tienen un ciclo de replicacién citoplasmico y no hay evidencia para
recombinancion y/o integracién en el genoma de la célula huésped. Un vector basado en VR

puede ser un inductor en inmunidad a mucosas contra HIV-1. El VR crece con titulos altos en

* hip/iwww erc-xford.ac.uk/cohoxford/groups/virusccdogg/bactaxon.htm
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varias lineas de células sin matarlas, lo cual permite la expresion de genes HIV-1 comparados
con vectores citoplasmicos. Schnell er al. (2000) produjeron un VR recombinante que expresa
la proteina gp-160 del VIH, de forma estable y funcional en lineas celulares de linfocitos T
humanos. La infeccion del ratén con este virus recombinante que expresa esta proteina dié una
respuesta humoral fuerte, dirigida contra la proteina gp-160 de envoltura VIH-1 después de un
reto inico con proteina gpl20. Los titulos de anticuerpos neutralizantes detectados en el suero
del ratéon contra VIH-1 estuvieron por arriba de 1:800, estos resultados indican que el VR
recombinante vivo que expresa la proteina VIH-1 gp-160 puede servir como un vector
efectivo para una vacuna VIH-1.

El VR puede ser usado como vector de expresién para construir un virus recombinante que
exprese citocromo C, que es una proteina pro-apoptosica esencial para Ja actividad proteolitica
de Apaf-1 y para la activaciéon de caspasas. Pulmanausahakul et al. (2001) demostraron in
vitro que 1a expresién del citocromo C en el VR recombinante se asocia con 1a muerte celular
acelerada, e in vivo aumenta la inmunogenicidad y atenua la patogenicidad.

Se conocen 39 genes activados que intervienen en la infeccion, incluyen genes involucrados
en la regulacién del metabolismo celular, sintesis proteica, actividad sinéptica, crecimiento y
diferenciacién celular. Prosniak et a/. (2001) demostraron los efectos de la infeccidon del VR
en diferentes patrones de expresion de genes en el cerebro de ratones. Un patrén de fase
temprana (tres dias después de la infeccién) y un patrén de fase tardia (6-7 dias de la
infeccion) que se asocia con el pico de replicacidon de VR. Los resultados sugieren que genes
del huésped pueden estar involucrados en Ja replicacién y amplificacién del VR en el cerebro.
En un estudio realizado por Loza-Rubio ef al. (2003) se utilizd la proteina N recombinante

para detectar ] ARNm de IL-2 en linfocitos de pollos inmunizados, para lo cual se vacunaron
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animales con una vacuna inactiva contra la influenza aviar adicionando la protelna N
recombinante del VR. Los resultados mostraron un incremento de la expresién de IL-2 en los
animales inmunizados cuando se compararon con animales controles

La proteina N en el diagnéstico de 1a rabia

La proteina N se produce pnmero y en grandes cantidades, por ello es muy importante para la
deteccién del antigeno de la rabia. EI CDC (Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, Georgia) para el diagndstico de la rabia utiliza el gen de la proteina N para pruebas de
PCR y formacioén de oligodendogramas (de Mattos et al. 1996, de Mattos ef al. 1999).

Todas las determinaciones y la tipificacion genética de los virus de la rabia aislados en el
continente Amertcano y en otras partes del mundo se hace con base a un segmento de 320 pb
localizado en la proteina N, en él se basan los diferentes aislados de las distintas especies,
vectores y sitios geogréaficos (de Mattos ef al. 1990).

La prueba de anticuerpos fluorescentes (Conos y Kaplan 1950), es muy til en el diagnéstico
de la rabia. El material utilizado puede ser fresco o congelado. Un anticuerpo marcado con el
fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina), se incuba con el tejido para que reaccione con el
antigeno especifico (proteina N), si el antigeno esta presente habra particulas fluorescentes.
Otra prueba para la deteccién de antigeno de rabia es por inmunodiagnéstico enzimadtico
llamada RREID. Es un método altamente sensible y especifico. Se extrae el antigeno de
nucleocapside de células infectadas con el VR y se purifica por un gradiente de cloruro de
cesio (CsCl). Los antigenos virales se emulsifican con adyuvante de Freund y se inoculan
intramuscularmente en conejos. Se purifican Jos anticuerpos IgG anti-nucleocédpside de rabia
por cromatografia y se adsorben en la fase sélida, la incubacién de una muestra positiva con la

IgGs se revela con un conjugado a peroxidasa anti-conejo, aparece un color amarillo después
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de adicionar el substrato y el cromégeno (o-fenilendiamino). Se evalta cuantitativamente en

un espectrofotémetro (Meslin et al. 1996).
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HIPOTESIS

La proteina N del virus de la rabia a similitud del FILM inhibe el proceso inflamatorio, ya que

la secuencia de aminoacidos del FILM se encuentra inscrita con un 80% de homologia.

OBJETIVOS

Generales

Estudiar si la proteina N del virus de la rabia o un fragmento de la misma que presenta

analogia con el FILM posee propiedades anti-inflamatorias comparables a las del FILM.

Especificos

o Establecer si la proteina N del virus de la rabia al igual que el FILM interfiere en las
pruebas de: Estallido respiratorio, Locomocién celular e Inhibicion de hipersensibildad
retardada cutdnea al DNCB.

¢ Egstablecer las diferencias entre la funcién del FILM y la de la region analoga de la
proteina N del virus de la rabia y observar si existe relacidn entre estas y los niveles de

actividad anti-inflamatoria.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencién de Nucleocdpside a partir de células infectadas con el Virus de 1a Rabia

Se infectaron 32 botellas que contenfan la linea celular BHK-21 con capa confluente, con 10
ml de la cepa PV* 1:10 (Virus Pasteur 10°DICC50) se incubaron por 48 h a 37 °C, y el
sobrenadante se eliminé de cada botella, las células se lavaron dos veces con 10 ml de
solucién salina de fosfatos (SSIF) en condiciones de esterilidad y se colocaron en tubos de
centrifuga de 50 ml, se adicionaron 10 ml mas de SSF y se centrifugaron a 400 g por 15 min a
4°C. Se repiti6 el procedimiento al sedimento celular. La pastilla se sometié a un choque
hipotonico con 4 mi de agua estéril fria durante 10 min a 4°C, las células se maceraron en un
mortero de Tenbroke en bafio de hielo. El macerado se lavo dos veces con agua estéri! fria y se
centrifugé a 200 g por 10 min a 4°C, guardando el sobrenadante de cada lavada y
reconstituyendo con 1 ml de agua destilada estéril. Se hizo una mezcla con los dos
sobrenadantes y se centrifugaron a 5000 g por 10 min a 4°C. Finalmente se cosechd el
sobrenadante que corresponde a la NC (Sokol, 1973).

Purificacién de NC por HPL.C

La NC se purificdé por Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC), se usdé una
Columna de exclusién UltraSpherogel ™ SEC 3000 Bepkma.n, con una Fase movil de KH;PO4
y Na,SO4 [00mM, Velocidad de flujo:1 ml/min durante 60 min.

Purificacién de NC con CsCl

La suspension de NC se centrifugd a 200 g por 10 min, al sobrenadante se le adicion6 MgSOy

5 x 10°M y 20 plUml de DNAasa por 30 min a 20°C. A 4.5 ml del sobrenadante se fe
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adicionaron 4g de CsCl y se centrifugd a 150 000 g por 24 h a 4°C, se colectaron 17 fracciones

de cada centrifugado.

Las fracciones obtenidas se dializaron en una membrana de celulosa de corte mayor a 12 kD
(Sigma, Chemical Co., St. Louis, MO) con 4 cambios de solucion amortiguadora NT (NaCl
0.13M y Tris-clorhidrato 0.05M pH= 7.8).

La concentracién de proteina obtenida en cada purificacion de NC fue determinada por el
método de Bradford (Bradford, 1976).

Pruebas Bioldgicas

a) Estallido respiratorio (actividad de la NC)

Se obtuvieron los fagotitos mononucleares (FM) a partir de muestras de 40 ml de sangre
heparinizada (10 unidades de heparina de sodio/ml de sangre) de adultos jévenes, sanos y no
fumadores (donadas por el Banco de Sangre del Centro Médico Nacional SXXI). Las células
mononucleares fueron aisladas por centrifugaciéon sobre Ficoll Hypaque® por el método de
Boyum (Bdyum, 1968). Sobre 5 ml de Ficoll-Hypaque con una densidad de 1.077 g/ml se
colocaron 10 ml de sangre diluida 1:1 (v/v) en SSF en tubos de poliestireno (Falcon, Oxnard,
CA). Se centrifugaron a 400 g por 40 min a 20°C, al cabo de Jos cudles, las células de la
interfase se recogieron, se lavaron 3 veces con SSF.

Los FM (20 nl) se colocaron en pozos de poliestireno obscuros (black combiplate 8,
Labsystems) de 300 pl, con 20 pl de proteina N o SSF y se incubaron por 15 min a 37°C, a la
reaccién se agregaron 210 pl de luminol (1x[0‘6M) (Eastman Kodak, Rochester, NY) y 60 pl
dc zimosan opsonizado (ZO) 12.5 mg/ml. La intensidad luminosa de cada uno de los pozos se

midié por 45 min en un equipo Lumindémetro Labsystems Luminoskan RS, los resultados

{ “;E: A) oLk . s
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fueron registrados en unidades relativas de luz y expresados como la maxima intensidad
luminosa a un tiempo dado.

b) Bloqueo de 1a NC con un Ab anti-NC

Se tomaron 20 pl de FM (1 x10%ml) y se les adiciond 10 ul de NC y 10 pl de anticuerpo anti
NC (1:100), se incubd por 30 min a 37°C, posteriormente se adicionaron 210 pul de tuminol y
60 pl de zimosan opsonizado. La respuesta se midié durante 45 min en un equipo Labsystems
Luminoskan RS, los resultados se registraron en unidades relativas de luz y expresados como
la maxima intensidad luminosa.

Obtencidn de la proteina N recombinante

Para obtener el RNA del virus de la rabia dos ratones lactantes se infectaron por via I.C. con
0.03 ml de una suspensién de virus de rabia con aproximadamente 100LDso. A los 4 dias de
infectados, se sacrificaron, se extrajo el cerebro y se colocd en hielo. El tejido cerebral
infectado se pes6 en fracciones de 7, 14 y 21 mg y se colocaron en tubos eppendorf se les
adicioné 1ml de reactivo de Trizol® (Gibco Laboratories, Life Technologies, Inc., Grand
Island, N.Y), como describié Chomczynski et al. 1987, se les pasé por jeringa de insulina para
disgregar el tejido, se les adiciond 0.2 ml de cloroformo 100%, se les agit6é vigorosamente por
2 min y centrifugé por 15 min a 5500 g a 4°C. La fase acuosa fue recuperada y mezclada con
0.5 ml de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1, se centrifugd a 5500 g por 15 min a 4°C.
Nuevamente a la fase acuosa se le adiciond 0.5 ml de alcohol isopropilico frio al 100% y se
mezcld por inversién e incubd 30 min a —20°C. Se centrifugé por 15 min a 5500 g a 4°C, las
pastillas se lavaron con 0.5 ml de etanol frio 75%, se les agit6 y centrifugd a 3500 g por 10
min a 4°C. El etanol se elimindé por evaporacion. La concentraciéon de RNA obtenida se

cuantificé en un espectrofotémetro a 260 y 280 nm de longitud de onda.
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Integridad del RNA - Se pesaron 0.3 g de agarosa y se adicionaron 17 pl de agua DEPC, 2 ml
de MOPS 10x, 1 ml de formaldehido al 37%. La mezcla disuelta se aplicé en una cAmara de
electroforesis. La muestra de RNA se prepar6 con 20 ul de RNA y 10 ul de amortiguador de
muestra, se desnaturalizé a 65°C por 10 min y se colocd en el gel que se corri6 a 40 volts por 5
min, y después 60 volts por | h se visualizo6 bajo luz U.V.

Obtencién de DNA

Conociendo la secuencia completa de la proteina N en el GenBank No. de acceso:M13215 *
Se sintetizaron los iniciadores frontal y posterior:

Primer frontal : (52 3")CGG GAT CCG ATG GAT GCC GAC AAG ATT GCC

Primer posterior: (5’a 3" YCGG GAT CCT TAT GAG TCA CTC GAA TAT GTC

RT-PCR.- Se tomaron 1.4 ul del primer BACNR (250 ng/ml) 1:10, 2 pug de RNA, 1pl de
dNTPs 10 mM, 12 pl de agua DEPC, se incubé por 5 min a 65°C, y 5 min a 4°C,
posteriormente se adicionaron 4pul de buffer para sfntesis de cDNA Sx, {pl DTT 0.1My 1 pl
RNAsa OUT® 40 U/ul , se incubd programando ¢l termociclador a: 42 °C/2 min, se adicioné
1 ul RT (Termo Script®)(Invitrogen) se incubd a 42°C/50 min y 70°C/15 min.

Obtencién de condiciones de temperatura para amplificacién del gen de ]a protefna N
PCR.-Con el objeto de amplificar el gen que codifica para la pN, se procedié a realizar un
gradiente de temperatura de la PCR para el cDNA obtenido con los primers diseflados y asi
poder definir [as condiciones dptimas de trabajo.

Se mezclaron 4 pl ¢cDNA, 2ul dNTPs 10 mM, 1 pl de BACNF (0.5M) y 1 pl primer BACNR

(0.5M), 1 ul BSA, | pul Triton 2%, 2 pl buffer 10x, Tag (0.125U/u1)0.5 ul con 8.5m}

*www.nich nim,nth.nth.gov/cgibin (blast/nhp blast) 2004
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agua. En un termociclador Techne ftgene 2D, se efectud una desnaturalizacion a 94°C/3 min,
94°C/30 seg, una alineacién de 55-70°C (55.1, 59.4, 63.3, 67.6, 70.2°C) y una extensidn a
72°C/1 min, 72°C/3 min.

Integridad del DNA- Agarosa al 1%, en 100 ml de TBE y bromuro de etidio 0.5 pg/ml, se
adicionaron a la cdmara de electroforesis en peines de 10 pozos, después que solidificod el gel
se colocaron 10 pl del marcador de DNA (A DNA BSTE II Digest) en los extremos del gel y
en los pozos centrales las muestras, se adicioné TBE 1x, se cerr6 la cdmara de electroforesis y
se corrié a 105 volts por 30 min. El gel se pas6 a un transiluminador para ver integridad del
material génico.

Purificacién del producto de PCR

Del gel obtenido por electroforesis se cortd Ja banda de interés se coloc6 en microtubos, se
adicionaron tres volumenes de Nal 6 M, se mezclaron ¢ incubaron a 55°C hasta fundir el gel,
se adicionaron 12 pl de perlas de silica cubriéndolas de la luz, se mezclaron en vortex y se
incubaron en hielo por 2 h, se centrifugaron a 15000 g por 5 min, se eliminé el sobrenadante y
se lavo dos veces con soluciéon New wash (NaCl, Tris, EDTA, etanol) se quitd el sobrenadante
y evapor6 por 10 min a 55°C, se reconstituy en 20 pul de agua, se mezcl e incubd por 10 min
a 55°C y se centrifugé a 11000 g por 5 min, se cuantificd el contenido de DNA en el
sobrenadante y se realizo electroforesis en agarosa al 1% en las condiciones ya descritas.
Ligacion del gen pN con el pldsmido pUC-19

Con el prop6sito de introducir el gen de la pN en el plasmido pUC-19 y promover su

replicacion se realizo lo siguiente: del gen obtenido de la pN se tomaron 4 ng se adiciond 2.5
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pl de pUC19/smal/TA 100 ng/pl, 1ul T4 DNAligasa 1U/ul, 2pl de amortiguador de ligacién
1x, 1.2ul PEG 2.5% y 9.3 pl de agua DEPC, se incub6 por 16 h a 4°C.

Transformacién Bacteriana

A 100 gl de células competentes DH10b se adicionaron 8 pl (40 ng/pl) del tubo que contiene
el gen pN unido al pUCI9 (reaccién de ligacion), se incubaron en hielo por 30 min y 42°C por
1 min, se adicioné | ml de medio Luria Broth (LB) (Gibco Laboratories, Life Technologies,
Inc., Grand Island, N.Y) se incubd por 45 min a 37°C y se sembraron cajas de petri con medio
LB, ampicilina 25 pg/ml y Xgal IPTG 2.5% se incubaron por 24 h a 37°C. Se seleccionaron
las clonas blancas, se resembraron en medio LB.

Orientacién usando un primer universal y uno especifico para la proteina N

Para verificar que el inserto del gen de la pN estuvo correctamente orientado se realizaron las
siguientes pruebas: simultdneamente en tubos de PCR se adicioné:

Para el primer especifico: S pl DNA pN, 2ul de dNTPs 10 mM, 1 pl BACNF y R (0.5 uM), 1
ul BSA, 1 pl Triton 2%, 2 ul buffer C 10x, 0.5 ul Tag, 7.5ul de agua DEPC (Gibco
Laboratories, Life Technologies, Inc., Grand Istand, N.Y).

Para el primer universal M]3: Sul DNA, 2 ul dNTPs 10 mM, 0.4pl M13, 2 pl buffer C 10x,
0.8 pl de Tag (0.125), 9.8 ul agua.

Condiciones del termociclador Techne figene 2D para ambos primers 94°C/3°, 94°C/30",
55°C/30"", 72°C/ 90"y 72°C 3". Se realizo la electroforesis en las condiciones ya descritas.

Se selecctonaron y cultivaron las clonas que fueron positivas para ambos primers.
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Obtencion de clonas con inserto “minipreparacién en medio liquido LB ”

Las colonias de interés, se sembraron en 5 ml de LB (Gibco Laboratories, Life Technologies,
Inc., Grand Island, N.Y), con S pl ampicilina (25 pg/ml) en agitacion por 15 h a 37°C. El
cultivo se centrifugé a 2500 g por 15min, para eliminar el sobrenadante. La pastilla se
resuspendié con 200 pl de solucidn de lisis (8 % de sacarosa, S % de Triton X-100, 50 mM de
EDTA y 50 mM de Tris pH 8) y se incubé 10 min a 20°C. Posteriormente se adicionaron 1.25
pg/ pl de lisozima, se incubd 10 min a 20°C. La muestra se llevé a 95°C en bario maria por 1
min y se centrifugd a 11000 g por 10 min. El sobrenadante se recuperd y se adicionaron 2
volumenes de etanol absoluto frio, se incubd a -70°C/30 min y se centrifugd a 15000 g por 10
min, se lavé con etanol al 70% a 1500 g por 5 min dos veces y se deseché el sobrenadante. La
pastilla se secé por centrifugacion al vacio durante 5 min y se resuspendio en agua destilada
estéril. Se realizé la electroforesis en las condiciones ya descritas.

Se us6 un espectrofotémetro para cuantificar el DNA, como se describié anteriormente.

Corte con BAMHI para la liberacién del DNA

El DNA genomico de la pN que esta insertado en el pUCI9 se digirié con la enzima de
restriccién BamH). Se tomaron 26.4 ul de DNA (189 ng/ul), 1 pl de enzima BamHI (20 U/pl),
10 pl de buffer de enzima 1x, | ul BSA Ix, 1 pl de espermidina 1 mM, la reaccién se llevé a
un volumen final de 100 pl con agua DEPC y se incub6 por 16 h a 37°C. Para determinar si el
DNA genémico se encontraba completamente digerido, las muestras se evaluaron por
electroforesis. Posteriormente se purificd el fragmento de la pN y se evalu6é también por

electroforesis, como se describtd previamente.
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Ligacién del gen pN a un pFAST-BAC HTA/BAMHI1/FAC

Ligar el DNA de la pN a otro vector el pFast-Bac HTa/BamH1/FAC que es el sistema de
expresion en baculovirus (Sistema Comercial BAC-TO-BAC® (Gibco BRL), el cual por
transposicion sitio especifica, genera un bidcmido recombinante que al ser transfectado en
células de insecto origina al baculovirus recombinante que expresa en ayuda del promotor de
la poliedrina, al gen recombinante que codifica para la proteina N. Se realizd la siguiente
reaccién: 1.3 pl del DNA de la pN (26.8 ng), 3 ul del vector (100 ng/pl), 1 pl T4 ligasa
(1U/ml), 2 pl amortiguador de ligacién 1x, 1.2 ul PEG (2.5%), 2pl BSA 1x, 9.5 pl agua (vol.
final de reaccién de 20 pl) se incub6 por 24 h a 4°C. La orientacidn de las clonas usando una
combinacién de primers especifico y del plFast-Bac. El producto de PCR obtenido se filtré en
columnas de Sephadex G50, se centrifugd a 2700 g por 3 min. Las muestras se secaron por
centrifugacién al vacio por 45 min, se protegieron de la luz y se congelaron para su
secuenciacion.

Otra forma de verificar la orientacién es por la secuencia de la proteina con el kit DNA
sequencing kit big dye (Applied Biosystems Foster City, CA) en un termociclador Techne con
las siguientes condiciones: a 1.5 ul ADN (150 ng) se adicionaron 1.6 pl de iniciador (3.2
pM/rx), 4 pl de amortiguador de reaccion, se incubd por 10 seg a 90°C, 5 seg a 50°C, 4 min a
60°C.

Alineacién de identidad

Se realiz6 una alineacién de identidad (blast) en el banco de genes (gene bank), para saber si cl
gen clonado correspondia a la pN. Se tomo el DNA para realizar la transposicidn en células

competentes DH10BAC.
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Transposicién en células competentes DH1I0BAC

Se procede a transponer el DNA de la proteina N ya en el sistema de baculovirus, en células
competentes.

A 100 pl de células competentes DHIOBAC se le agregaron 40 ng de] plasmido recombinante,
se mezclaron e incubaron en hielo por 30 min. La mezcla se expuso a un choque térmico por 1
min a 42°C, se enfri6 por 2 min a 4°C. Se les adicioné 900 ul de medio SOC (Gibco
Laboratories, Life Technologies, Inc., Grand Island, N.Y). Los tubos se incubaron en agitacién
por 4 h a 37°C. Se realizaron diluciones de las células con el medio SOC 107, 107, 102, Se
sembraron 100 pl de cada dilucion en placas de agar Luria Broth con 50 pg/ml de kanamicina,
7 ng/ml de gentamicina, 10 pg/ml de tetraciclina, 200 pg/ml de blue-gal, 200 pg/ml de IPTG.
Las placas fueron incubadas 48 h a 37°C.

Aislamiento del DNA del bAcmido recombinante

De las colonias blancas con el bAcmido recombinante se obtuvo el DNA.

Para obtener a la pN recombinante fue pecesario cultivar células de insecto Sf9 para
posteriormente realizar la transfeccion e infeccidn.

Cultive de células de insecto de Spodoptera frugiperda (SF9)

En una botella de cultivo de 25 ml de capacidad se pusieron S ml de células Sf9 (10%ml)
(Gibco Laboratories, Life Technologies, Inc., Grand Island, N.Y) con 20 ml de medio Sf-900
II suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%, glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml, gentamicina 2 mg/100ml y piruvato de sodio 100 mM (Medio
completo). Se incubd por 48 h a 26°C, posteriormente se revisaron en microscopio de luz
invertido con objetivo 40x al visualizar que la capa confluente ya estuvieran listas para
expander a otras cajas de cultivo (M_ayr_g&is et al. 200})

e IF INFTMACION
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Transfeccién cn células de insecto SF9

Las células SO se sembraron a una concentracién 9x10° en 1 ml de medio incompleto S£-900
II en placas de 6 pozos. Se incubaron por 60 min a 27°C para permitir su adherencia. Para
cada transfeccidn se utilizaron dos soluciones: la solucién (A) 1 pg del ADN del bacmido en
100 pl de medio Sf-900 II incompleto. Y la solucién (B) 6 ul de cellfectin (Invitrogen Life
Technologtes, Carlsbad, CA) en 100 pl de medio Sf-900 IT incompleto. Las soluciones A y B
se mezclaron e incubaron por 45 min a 20°C. Las células se lavaron con Iml de medio Sf-900
Il incompleto. Para cada transfeccion se agregé 200 ul de A+B y 800 pl de medio S£-900 II sin
antibidtico, se mezcld y colocd sobre las células. La mezcla fue incubada por 5 h a 27°C,
posteriormente se agregd 1 ml de medio S£-900 Il completo. Finalmente se incubd por 6 dias a
27°C.

Para demostrar que se tuvo a la pN recombinante en Jas células de insecto se llevé a cabo la
prueba de inmunofluorescencia, usando un Ab anti-NC.

Deteccion de la pN recombinante por Inmunofluorescencia

La suspensién de células infectadas se centrifugd a 1500 g por 10 min, se tir6 ¢l sobrenadante
y a la pastilla se le adicion6 0.] mi de un anticuerpo de conejo anti-NC conjugado con
fluoresceina, 0.1 ml de SSF 2x, se resuspendi6 el botén y se incubd por 30 min a 37°C se
centrifugd a 230 g por 10 min, se tiré el sobrenadante y la pastilla se resuspendid en 40 pl de
solucién (SSF 1x, azida de sodio 0.1 %, SFB 2%, EDTA 5 mM). Finalmente se puso en una
laminilla la cual se leyd en un microscopio de fluorescencia a 40x.

Una vez demostrado la presencia del gen de pN, se procede a infectar mas células de insecto

para obtener una buena cosecha de esta proteina.
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Infeccién de células de insecto

La infeccion se llevd a cabo en 5 cajas con células confluentes se les quité el sobrenadante y
se les adicioné 3 ml del sobrenadante del 6° dia de transfeccidon a una dilucién 1:5. Se
incubaron por 1h a 26°C agitando cada 10 min. Se deseché el sobrenadante y se adicioné a
cada botella 10 ml de medio Sf-900I1 completo, y se incubd por 3 dias a 26°C.

Cosecha de la proteina N

Las células se despegaron con un gendarme. Para obtener un estimado del peso de la cosecha
se pasaron a un tubo de 50 ml estéril previamente pesado, se mezclaron (se tomé una alicuota
de 1 ml para su prueba por inmunofluorescencia (IF)), se centrifugaron a 200 g por 5 min, se
tir$ el sobrenadante y a la pastilla se le adiciond 0.85 ml de solucién de lisis (Tris-HCl S0mM,
2-mercaptoetanol SmM, KC1 100mM, PMSF 1mM, nonidet P-40 1%), se mezcld y sonicd por
15 min, se pas6 a tubos eppendorf y se centrifugé a 15000 g por 10min. El sobrenadante se
almacené a —70°C para su purificacion.

Purificacién de la proteina N en base a su cola de histidinas (proteina de fusién)

La proteina de fusion resultante presenta una cola de histidinas, Util para su purificacién, por
medio de una columna de Ni-NTA por la cual tiene afinidad.

El sobrenadante de las células de insecto infectadas y lisadas se filtré con membranas de 6 ym
y se purificé en un equipo AKTAprime en el que se puso una columna de afinidad para Nj-
NTA. La columna usada fue de 5 ml HiTrap® Chelating, asa de S ml, volumen de muestra
5ml (0.5 ml de SN + 4.5 ml de buffer de unién), longitud de onda programada 280 nm. Se
prepararon tres amortiguadores: amortiguador de unién (fosfato de sodio 20 mM + NaCl
0.5M, pH 7.4), amortiguador de eluciéon de carga de Ni (NiSO4 100 mM en agua destilada) y

un amortiguador de elucidn (fosfato de sodio 20 mM +NaCl 0.5 M + imidazol 0.5 M, pH 7.4).
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El eluyente de lavado fue agua destilada. Las condiciones de trabajo: 0-25 volimenes 100%B,
flujo 40 ml/min, 25-166 volimenes 0%B y flujo de | ml/min, 196-213 voliamenes 100%B
flujo de 1ml/min, 213-228 voltimenes flujo de 40 ml/min y 1ml/min. Con estas condictones se
inicia el proceso programado y se colectaron 44 fracciones de | ml cada una. Se seleccionaron
las alicuotas que correspondieron a la proteina de fusion. Este procedimiento se realizd por
triplicado siguiendo las instrucciones de Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden.
Desalado de la proteina N purificada

Para eliminar el exceso de imidazol se utilizo un equipo AKTAprime con una columna de
desalado de 5 m! HiTrap® Desalting, asa de 5 ml, volumen de muestra de 5 ml, longitud de
onda de 280 nm, amortiguador de clucion: fosfato de sodio 20 mM + NaCl 0.15 M, pH 7.0 las
condiciones del método fueron: 35 volimenes 100%A, flujo de 5 ml/min, 60-75 volumenes
100%A, flujo de 5 ml/min. Se corrid el método y se tomaron {5 fracciones de 1 ml cada una.
Se seleccionaron las alicuotas que correspondieron a la proteina sin imidazol. Este
procedimiento se realizd por triplicado siguiendo las instrucciones de Amersham Pharmacia
Biotech AB, Uppsala, Sweden. Finalmente para quitar el exceso de sales se dializ6 la pN en
una membrana de celulosa con 5 cambios de agua grado HPLC. La muestra se liofiliz6 en un
equipo HETO 7D 2.5 (HETO Lab. Equipment).

Caracterizacion de la proteina N recombinante por electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones reductoras.

Gel concentrador se preparé una mezcla: 0.625 ml de acrilamida-bisacrilamida (30:0.8) + 1.25
ml de amortiguador de preseparacion + 0.5 ml SDS 10% + 0.25 ml de persulfato de amonio

1.5% + 2.825 ml de agua destilada + 0.01 ml de TEMED.
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Gel de separacién se prepard una mezcla de 5 ml de acrilamida-bisacrilamida(30:0.8) + 1.85
ml amortiguador de separacién + 0.150 ml SDS 10% + 0.750 ml persulfato de amonio 1.5% +
7.225 ml agua destilada + 0.0075 ml de TEMED.

Amortiguador de corrida: Tris 0.25M, glicina 1.92 M (pH 8.3) + 30.3 g Tris + 144 g glicina en
1000 ml de agua.

Se prepararon 1000 ml de amortiguador de corrimiento: solucion de corrida + SDS 10% +
agua destilada.

Se monté la camara de electroforesis con un peine de 10 pozos para cada gel.

Preparacion de la muestra: amortiguador de muestra: 4.8 ml de agua + 1.2 ml Tris-HCI 0.5 M
pH 6.8 + 1.0 ml glicerol + 2.0 ml SDS 10% + 0.5 ml azul de bromofenol 0.1%. Muestra: 25 ul
B-mercaptoetanol + 475 pl de amortiguador de muestra.

Aplicaciéon de la muestra: 15 pl muestra + 15 pl de amortiguador de muestra, se hirvid y
aplicaron 20 ul a cada pozo.

Se cerré la cdmara de electroforesis después de adicionar el amortiguador de corrida y aplicar
80v por 1.5 h.

Tincion del gel: azul de coomasie 0.4 % + &cido acético 12% + etanol 20%, se tifié por 15 min
a 55°C, se tir6 la solucion y lavé con agua. Para desteflir se uséd: metanol 4% + acido acético
glacial 20%, se lavé con solucién de desteflido hasta que se observaran las bandas.
Especificidad de 12 pN purificada con su anticuerpo (Dot Blot)

Es importante verificar si las fracciones obtenidas corresponden a la pN estudiada, es decir ver
la especificidad, realizando dot blot.

Se corté una membrana de nitrocelulosa de 3x10 cm. Se aplicaron 25 pl gota a gota de la

muestra problema, o de los controles positivo (NC) o negativo (SSF, H;O) hasta que las
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manchas se secaran. La banda de nitrocelulosa se bloqued con SSF-Albimina bovina 3% por
2 ha 37°C con agitacién. Se lavé 4 veces con SSF-tween por 5 min a 37°C y una vez con SSF.
Se adiciond un anticuerpo anti NC {:25 (Laboratorios Baer, México D.F.) se incubé por 5 min
a 37°C, se continud la tncubacion toda la noche a 4°C con agitacién. Se lavé 4 veces con SSF-
tween por S min a 37°C y una vez con SSF se adicioné un anticuerpo anti conejo unido a
peroxidasa (1:800) en SSF-Albimina bovina 3%, se incubé por 30 min a 37°C y por 30 min a
20°C. Sc lavé 4 veces con SSF-tween por 5 min a 37°C en agitacién y una vez con SSF. Se
reveld con diamino bencidina + peréxido de hidrégeno 30% con SSF-.

Caracterizacién Bioldgica de la proteina recombinante:

a) Estallido respiratorio b) Locomocién celular ¢) Hipersensibilidad retardada cutinea
Estallido respiratorio se realizd como se describié previamente.

Locomocién celular Se utiliz6 suero activado por zimosan (SAZ), como atractante celular. El
SAZ induce [a formacién de C5a que en su forma C5a des-arginina es un poderoso atractante
para los FM (Ward, 1968). E] SAZ se preparo el dia previo al ensayo con suero humano fresco
de donadores adultos sanos con sangre de tipo AB Rh+, el cual se almacené en alicuotas de 2
ml a —=70°C hasta su uso. Se activé con 4 mg de zimosan por ml de suero. El zimosin se
elimind por centrifugacién de acuerdo con el método de Ward (1968).

La locomocién de Jos leucocitos (FM) fue evaluada in vitro por duplicado por el método de
Snyderman, usando microcamaras de doble filtro (Neuroprobe, Corp., Bethesda, MD). Se
utilizé un filtro superior o colador de policarbonato libre de polivinil pirrolidona (PVP)
(Nucleopore, Corp. Pleasanton, CA) con tamafio de poro de 5 um para evaluar la movilidad de
FM. El filtro inferior o atrapador utilizado fue de nitrato de celulosa, impermeable a las

células, con un tamafio de poro de 8 pum (Sartorius GmbH, Goéttingen, Alemania). Se



colocaron 500 000 células (FM) en 0.2 ml medio de Gey-Albumina (Gey-A) en el
compartimento superior de la microcdmara y en el compartimento tnferior se colocaron 100 pl
del medio Gey- A (movilidad aleatoria) 6 20 ul de suero activado con zimosan (SAZ) diluido
en 80 pl de medio de Gey-A. El efecto de la pN sobre la locomocién celular (quimiotaxis
modificada) se estudié agregando 20 pl de pN al compartimento inferior de la microcdmara
més 80 pl de la mezcla quimiotactica para mantener el volumen final de 100 pl. Las cAmaras
se incubaron por 90 min a 37°C. Después de la incubacién, la suspensién celular en el
compartimento superior y las soluciones del compartimento inferior fueron desechadas. El
filtro atrapador fue fijado en etanol al 80%, tefiido con hematoxilina-eosina de Harris y
montado sobre laminillas de vidrio, colocando en la cara superior del filtro una gota de resina
sintética disuelta en xilol al 60% seguida de un cubreobjeto. La migracién de las células a los
filtros atrapadores fue evaluada en doble ciego por microscopia de luz a 40x. Sc contaron las
células recorriendo 2 didmetros perpendiculares en cada filtro (se cuantificé un total de 10
campos por filtro). La locomocion celular fue expresada como el numero de células migrantes
por campo observados con el objetivo seco fuerte (40x) (Kretschmer et al. 1985).
Hipersensibilidad retardada cutdnea al DNCB

Preparacion de los animales. Los animales de experimentacién fueron cobayos machos,
albinos Harley (Cavia perea) adultos de pelo corto de aproximadamente 350 g de peso. El
dorso de los animales fue rasurado y depilado en un drea de aproximadamente 6x8 cm
(Giménez er al. 1997).

Sensibilizacion. 24 h posteriores al rasurado y depilado de los animales, éstos fueron

sensibilizados con una dosis microvesicante (sensibilizante) de DNCB (10 mg/ml en
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acetona/aceite de oliva 1:4) impregnando un disco de papel filtro Whatman del namero dos de
5 mm de diametro con 20 pl de esta solucién. El disco fue adherido a un parche epicutdneo
que se fij6 al dorso del animal, y se cubri6 toda la parte depilada con gasa afianzindola con
tela micropore. Los animales fueron colocados individualmente en inmovilizadores especiales
por 24 h, posteriormente se elimin6 el parche epicutineo y se procedié a la lectura de
sensibilizacién (presencia de edema, vesiculacién, eritema e induracién con un didmetro
minimo de 5x5 mm).

Reto. 14 dias después de la sensibilizacion, se prepararon nuevamente los cobayos para el reto,
la parte libre de pelo se dividi en cuatro cuadrantes, en cada uno se inoculd
intradérmicamente 0.05 ml de una solucién pN a 5, 27 6 54 pg/ml respectivamente o SSF
como testigo negativo de inhibicion, discos idénticos a los usados en la sensibilizacion, fueron
colocados sobre las aplicaciones intradémmicas, pero ahora impregnados con 20 m! de una
dosis de reto de DNCB diluido 1:200 (doscientas veces menor a la usada en la
sensibilizacién). Los parches epicutineos fueron sujetados y los animales inmovilizados
nuevamente por 24 h, después de lo cual Jos discos fueron eliminados y se procedi6 a la
lectura de Ja reaccién de hipersensibilidad retardada 48 h posteriores al reto. La lectura
positiva (no inhibicidn de la hipersensibilidad retardada cutdnea al DNCB) se caracterizé por
la presencia de edema, eritema, induracion y visualizacién de un didmetro de al menos Sx5

mm en la zona de aplicacion
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Anilisis estadistico.
Todos los experimentos fueron analizados mediante la prueba de Fisher para un analisis de

varianza, posteriormente, por la prueba no paramétrica U de Mann Whitney (Altman et al.

1991, Armitage et al. 2002).
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RESULTADOS

NC obtenida de la infeccién de la linea celular BHK-21

Se evalud el estallido respiratorio producido por la NC sin purificar. Los FM incubados con
zimosan opsonizado y SSF presentaron un pico maximo de 0.340 URLs (Fig. 1A), mientras
que los FM incubados con la NC sin purificar a una concentracién de 6 pg/ml tuvieron un pico
méximo de 0.050 URLs (Fig. 1B).

Purificacién de la NC con HPLC

La NC obtenida por infeccién de la linea celular BHK-21 se purificd, obteniéndose 6 picos el
tercero con un tiempo de retencion de 12 min, que corresponde al pico de la pN (55 kDa)
(Fig.2A) comparado con el marcador de peso molecular citocromo C, cuyo tiempo de
retencion es de 11.48 min (Fig.2B).

Purificacién de 1a NC con CsCl

Al realizar el gradiente de CsCl se obtuvieron 17 fracciones, a cada una se les determind,
concentracién de proteina y porcentaje de inhibicién del estallido respiratorio, la fraccién 7
tuvo 5.2 pg/ml de proteina y una inhibicion de 35% del estallido respiratorio (Fig. 3).

Bloqueo de la NC

El estallido respiratorio de FM estimulados y expresado en 4rea bajo la curva fue de 19.37
mm’ y cuando se incubaron con NC + ZO el 4rea bajo la curva fue de 3.27 mm’. Al incubar
los FM con una mezcla de NC y un Anticuerpo anti-NC a una concentracién de 1:100, se

obtuvo un 4rea bajo la curva de 9.6 mm? (Fig. 4).
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Produccién de 1a pN por la técnica del DNA recombinante

Al RNA total obtenido se le verific6 su integridad y a partir de este se obtuvo el cDNA. La
Figura 5 muestra un gradiente de temperatura que permitid seleccionar la mas adecuada, en ef
extremo izquierdo se muestra el marcador A, a 1300pb se localiza la pN. Los mejores
resultados se observaron a 68°C. Se purific el fragmento del gen de la pN por electroelucion
con Nal de los productos de PCR (Fig. 6). Una vez obtenido el gen de la pN se ligd a un
plasmido pUC-19, el cual se incorpord en células competentes DH10b con las que se
seleccionaron 23 clonas recombinantes. Con un primer universal (Fig. 7) y otro especifico
(Fig. 8) para ¢l fragmento del gen de la pN se probd orientacién, sélo se amplificaron 9 clonas
con ambos primers (Fig. 9). Las 9 clonas fueron digeridas con BamH1 y se obtuvieron 5
fragmentos de DNA insertados de las clonas 4, 6, 15, 16, 21 (Fig. 9). Se purificé nuevamente
y se electroeluyé (Fig. 10).

Se ligé el inserto de la pN al baculovirus, usando el cDNA, una ligasa y el pFast-Bac Hta.

Se obtuvieron 39 clonas transformadas en células E. coli, se amplificaron para ver su
orientacién (Fig. 1la, 11b). Cuatro de las 11 clonas resultaron bien ornentadas, dos se
secuenciaron, encontrandose correspondencia con la secuencia reportada en el Gen Bank para
la proteina, también se observé una pureza adecuada (Fig. 12).

La presencia de la pN se probo por inmunofluorescencia con tos sobrenadantes de los dias 3,
6, 9 y 12 posteriores a la transfeccién. Las células fluorescentes corresponden a las que

produjeron particulas virales con el inserto de la pN (Fig. 13).
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Se confirmé también la presencia de la pN en el sobrenadante de las células infectadas con
virus recombinante por electroforesis, ya que la banda observada de la pN se encontré en la
regién de 55 kDa.

Purificacién de la pN por cromatografia de afinidad

Mediante esta purificactdn se obtuvieron 43 fracciones, de la 27 a la 43 (Fig. 14) se valord la
presencia de proteina por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones reductoras.
Las bandas que correspondieron a la pN estuvieron en la zona 55 kDa .

Dot blot

La especificidad de la pN se realizé en las fracciones 27, 28, 29 mediante dot blot el cual
resultd positivo (Fig. 15).

Las fracciones obtenidas en la cromatografia se mezclaron y se pasaron por una columna de
intercambio i6nico, se dializaron se liofilizaron y se reconstituyé con agua destilada la pN
recombinante. Se probaron tres diferentes lotes de pN ( Fig. 16).

PruebasBiolégicas“ in vivo ¢ in vitro”
Efecto de la pN sobre el Estallido respiratorio

La pre-exposicién de FM a la pN caus6 una inhibicién del 43% en la quimioluminiscencia
generada mediante el desafio con zimosan opsonizado (p < 0.05 ) y medida como pico
méaximo generado a los 10 min al compararse con el control (Fig. 17).

Efecto de la pN sobre l1a locomocion celular de FM

Usando SAZ como quimioatractante sc observ6 un aumento significativo de la quimiotaxis en
FM al compararse con el control (movilidad al azar) (p <0.05). La pN no inhibié la

quimiotaxis de los FM, pero es capaz perse de estimular la quimiotaxis de los FM tanto como
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lo hace el SAZ que se considera un estandar de oro para esta estirpe celular p < 0.05 (Fig. 17-
18).

Pruebas de hipersensibilidad retardada cutinea

Las lecturas se tomaron a las 48 h. Se consideraron positivas aquellas reacciones con edema,
eritema, induracidn con al menos un tamafio de 5x5 mm como linea de corte. En la Figura 19,
se observa la sensibilizacién al DNCB de dos cobayos. En las tres concentraciones de proteina
N usadas para el reto (5, 27 y 54 pg/ml) puede verse la relacién inversa que se obtuvo: a
menor concentracién mayor zona de eritema (Fig. 20). La Figura 21 muestra el efecto de la
proteina N sobre la hipersensibilidad retardada cutinea (induracién) producida por el DNCB
misma que resultd no inhibitoria a las concentraciones probadas, los valores obtenidos no

fueron significativos al compararse con el control (p > 0.05).
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DISCUSION

La inflamacion es un fenémeno biolégico en el que se involucran una serie de mediadores que
conllevan a una reaccién inflamatoria aguda (Schistosomiasis, Leishmaniasis) como en los
estados tempranos de la invasion a tejidos, sin embargo, en ciertos casos como en el absceso
hepético amibiano y la rabia los eventos inflamatorios son atipicos. E| analisis estructural de la
reaccion inflamatoria presente en periodos tempranos de la infeccion hepatica amibiana, ha
confirmado que la lisis de PMNs juega un papel importante en el desarrollo inicial del absceso
hepético amibiano. Los macréfagos juegan un papel relevante en la extension del absceso
después de que la necrosis es iniciada por la destruccién de células inflamatorias (Tsutsumi y
Martinez-Palomo 1988). En la rabia hay severo dafio neurolégico, con un minimo de células
inflamatorias. Existen repories que sugieren que en ratones con rabia expertmental la
destruccién de tejido parenquimatoso, se debe a la respuesta humoral y celular del huésped
(Iwasaki er al. 1977).

La proteina N del VR tiene varias funciones, es la primera que se sintetiza y en grandes
cantidades es por ello muy importante para la deteccion del antigeno de la rabia, ademds de ser
la proteina mas conservada antigénicamente entre las diferentes cepas del VR.

La proteina N juega un papel importante en la patogénesis de la rabia, hay factores
inmunolégicos que modulan la respuesta a esta proteina.

En la infeccion, los macréfagos forman parte de la primera linea de defensa y su funcién
depende de interacciones especificas del receptor y el ligando.

La pre-exposicién de FM con el FILM causé una inhibicion del Estallido respiratorio y una

total cancelacién de la quimiolumiscencia con zimozan opsonizado (Kretschmer et al. 2001).
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Por otro lado, la proteina N también inhibe el estallido respiratorio de FM, activados por
zimosan opzonizado. Esta inhibicién puede ser debido al bloqueo de los receptores CD14, los
cuales son importantes para su respuesta, o para el componente de traslocacion asociado con el
citocromo bssg. Hay reportes (Bordetella pertussis) donde hay inhibicion del ER por AMPc
(Klein, 1997), sin embargo, esta inhibicién no es debido a los cuatro aminoédcidos que
comparie la proteina N con el FILM, ya que un construido sintético (Met-Gln-Cis-Asn) no
causé Inhibicion (manuscrito en preparacién). El efecto inhibidor podria ser debido a la
proteina N completa.

La proteina N estimulé la locomocién celular de FM, esto hace suponer que esta proteina
actia como un agente activador de la proteina cinasa C y se comporta como un éster de forbol
o como iondforo de calcio. Los receptores en los FM para quimiotaxis estdn asociados a
proteina G y activan vias de sefializacidn intracelular. Por otro lado, también se ha reportado el
efecto adyuvante de la proteina N, asi como su capacidad de inducir una respuesta inmune
celular. Mientras que el FILM inhibié la quimiotaxis de los FM hacia el SAZ (40%).

Se sintetiz6 un tetrapéptido (Met-Gln-Cis-Asn) que corresponde a los cuatro aminodcidos que
homologan con el fragmento de la proteina N, y se hicieron pruebas de hipersensibilidad
retardada cuténea en cobayos y estallido respiratorio en FM, en donde se vi6 una respuesta
biolégica diferente a la producida por la proteina N recombinante, por otro lado, un estudio
tedrico de la estructura electronica y geométrica del FILM destaca la presencia de un grupo
farmacéforo en la secuencia del pentapéptido (Met-GIn-Cis-Asn-Ser), el cual podria ser
imprescindible y de gran importancia en estos péptidos (ya que el grupo farmacéforo es
esencial para la actividad anti-inflamatoria). Los métodos ab initio que identifican la

estructura quimica espactal y los sttios reactivos mas probables en la molécula, apuntan que el
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segmento ...Cis-Asn-Ser constituye la porcién critica funcional del FILM. Se probaron tres
tripéptidos para demostrar la actividad del grupo farmacéforo y los resultados estan
evaluandose. Nuestros resultados podrian sugerir que la secuencia de 4 aminodcidos presentes
en el FILM y que se encuentran en [a proteina N podrian estar no expuestos en la estructura
secundaria de la proteina, y por lo tanto no tener el efecto bioldgico buscado.

La pN a diferencia del FILM no inhibi6 la hipersensibilidad retardada, esto probablemente se
deba a que las células Ty son activadas y expandidas por el DNCB llevado por las células
presentadoras de antigepo. Estas células lo transportan a los nédulos linfoides donde las
células T son activadas (Tcps+). Una subsecuente exposicion al DNCB induce la fase efectora,
las células Ty secretan citocinas que son responsables del reclutamiento y la activacién de
macréfagos (80-90%) y otras células inflamatorias no especificas. Una reaccién positiva en la
piel indica que el individuo tiene una poblacién de células T sensibilizadas especificas para el
antfgeno. El desarrollo de una lesion en la piel en individuos sensibilizados previamente
produce una intensa infiltracién de células en cl sjtio de inyeccidn durante una reaccion de
DTH (Roitt, 1991).

Una funcién importante de la proteina N a nivel estructural es encapsidar y proteger al
genoma. También estd involucrada en el cambio entre la transcripcién y la replicacion viral

(Wu et al. 2002).

La NC del VR ha sido reportada como un Superantigeno (SAg) especifico para linfocitos T
humanos VB8 los cuales unen a HLA clase II, y son potentes activadores de linfocitos T
humanos en vacunas para la rabia (Lafon ef al. 1992). Esta actividad puede ser responsable de

la hipersensibilidad observada en nuestros resultados.
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El SAg de la rabia estimula respuestas T y B especificas a antigenos no relacionados, esta
propiedad es la responsable de la capacidad adyuvante de la NC (Astoul ef al. 1996).

El Gene bank reporta otros organismos que comparten 100% de secuencia con el FILM en sus
genomas, como el virus sanfly fever el cual es transmitido por artropodos que afectan al
hombre y tiene efecto neurotrépico (Liu er al. 2003). Es posible que la secuencia completa
actia como un inmunomodulador favoreciendo la infeccidn por el virus, esto sera estudiado en

un futuro cercano

55



CONCLUSIONES

La proteina N recombijnante estimul6 la quimiotaxis de FM a diferencia del FILM

que la inhibe.

La proteina N recombinante estimulé la respuesta de la Hipersensibilidad retardada

cutanea al DNCB; el FILM la inhibe.

La proteina N recombinante inhibid el estallido respiratorio como lo hace el FILM.

El péptido sintético Met-Gln-Cis-Asn que esta en la proteina N no reproduce todos

los efectos bioldgicos que tiene el pentapéptido FILM

Mientras el tripéptido ..... Cys-Asn-Ser exhibe importante actividad anti-

inflamatoria (datos no publicados).

L.a secuencia completa del péptido FILM tiene que estar presente o por lo menos la

secuencia .....Cys-Asn-Ser, ademas el residuo de Ser en particular e] segmento

acido terminal .....Cys-Asn-Ser del peptido —es critico para la funcién del FILM.

La escasa reaccién inflamatoria vista en la rabia puede deberse a otras causas

diferentes a la proteina N.
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Figura 1A -Patrén del estallido respiratorio de FM incubados con zimosan opsonizado y
medidos por quimioluminiscencia.
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Figura 1B.-Efecto de la nucleocépside no purificada del virus de la rabia sobre el estallido
respiratorio de FM, medidos por quimioluminiscencia.
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Figura 2A.-Cromatograma de la nucleocapside del virus de la rabia obtenida por
infeccion de la linea BHK-21. El tercer pico con tiempo de retencién de 12 min,
cotresponde a la nucleocépside,
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Figura 2B.-Patrén obtenido al inyectar el marcador citocromo C, en el cromatdgrafo
de liquidos de alta resoluci6n.
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Figura 4.-Bloqueo de la NC con un Ab a NC. Estallido respiratorio de FM expresado como érea bajo
la curva: con SSF 19.37 mm?, con NC sin purificar 3.27 mm? y la NC con un Ab a NC 1:100 9.6 mm?.
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Figura S.- Gradiente de temperatura (55.1, 59.4, 63.3, 67.6,70.2°C) para obtener cDNA.
La temperatura seleccionada para los PCRs fue de 68°C. Extremo izquierdo marcador A

(DNA BstE ]I Digest). El gen que corresponde at fragmento de Ja proteina N se encontrd
a 1300pb.
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Figura 6.- Analisis de la orientacién de) fragmento del gen de la proteina N en et pUC-19 usando
un primer universal. Se obtuvieron 23 clonas por transformacion a las que se les realizé PCRs con
el primer universal. Las clonas amplificadas para el primer utilizado s¢ observan a 1300pb.
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Figura 7.-Analisis de la orientacion del fragmento del gen de la proteina N en el pUC-19 usando
un primer especifico. Se obtuvieron 23 clonas por transformacion a las que se les realizé PCRs con
el primer especifico. Amplificaron 9 clonas para el primer especifico, se observan a 1300pb.



Figura 8.-Verificacion de las clonas amplificadas con el pUC-19 usando primers universal y
especifico: 4,5,6,7,8,11,15,16,2].
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Figura 9.-Digestion con la enzima BamH1. E corte con la enzima entre el pldsmido y
el fragmento del gen de la proteina N esté4 presente en las clonas 6, 15, 16, 21.
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Figura 10.-Purificacién def fragmento del gen de la proteina N por electroelucién con
Nal de tres clonas obtenidas de la digestién con BamH].
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Figura 11.-Seleccién de la orientacion del gen de la proteina N en el baculovirus usando pFasBac,+pBACN,
y pFasBac+ pBACN,. Las imagenes amplificadas utilizando pFasBac.+ pBACN, a 1300pb son las
correctamente orientadas:22.23,24,34.
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Figura 12.-Patrén de secuenciacion de una clona amplificada en el baculovirus.



Figura 13.-Inmunofluorescencia. Células do insecto transfectadas con DNA recombinante de
la proteina N. La fluorescencia indica la presencia de la proteina N en las células de insecto.
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Figura 14.- Purificacion de la proteina N usando como referencia su cola de histidinas,
empleando una columna de Ni-Nta.

SSF  NC 27 28 29 CN

Figura 15.-Dot blot en las fracciones 27, 28, 29 obtenidas por purificacién de {a
proteina N. Coatrol positivo; Nucleocapside (NC) obtenida por infeccién de la
linea cetular BHK-21, el color café seiiala positividad. Control negativo:; SSF.
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humanos.
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Figura 17.-Efecto de la proteina N sobre la locomocién de fagocitos mononucleares
humanos, medidos por quimiotaxis. pN proteina N; SAZ suero activado con zimosan.
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Figura 18.- Movilidad de fagocitos mononucleares humanos: (a) aleatoria (b) dirigida (pN)
(c) dirigida (SAZ)



(a) Cobayo control (b) Cobayo retado

Figura 19.- Hipersensibilidad retardada cutinea. Cobayos retados con proteina N
(a) Control negativo (b) proteina N (5,27, 54 ug/0.05 ml),
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por el DNCB en cobayos. Las reacciones positivas (+) y negativas (-) valor de corte = Smm
de didmetro. Se inyectd 0.05 m] de la pN a tres concentraciones: 5,27, 54 pg/ml. DNCB,

1 cloro-2-4-dinitrobenceno; SSF, solucién salina fisiolégica; pN, proteina N.
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Abstract Amebiasis and rabies are public bealth prob-
lems, and they have in common a poor inflammatory effect
in the target organs that they affect. In the GenBank, it was
found that the anti-inflammatory peptide monocyte loco-
motion inhibitory factor (MLIF} produced by Entamoeba
histolytica bomologates 80%, with a fragment of the N
protein of the rabies virus. We speculated if the N protcin
could contribute to the scant inflammatory reaction
produccd by rabies virus in central nervous system. The
N protein was obtained and studied 11 vitro and in vivo.
The N protein, as MLIF, inhibited the respiratory burst in

contrast o MLIF u increased chemot:ms and it did

human mononuclear phagocytes (43%, p<0.05), buéﬁ&p !
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Introduction

The extracellular protozoan Entanioeba histolytica causes
50x10° cases of invasive amebiasis worldwide (WHO
1995, WHO/PAHO/UNESCO 1997), mostly amebic dys-
entery but occasionally produces extraintestinal discasc
such as amebic abscess of the liver (AAL) with a strikingly
scarce, lalc inflammatory reaction. E. histolytica produccs
a pentapeptide Met-GlIn-Cys-Asn-Ser {monocyte Jocomo-
tion inhibitory factor (MLIF)] that inhibits human mono-
nuclear phagocyte (MP) locomotion in vitro, but not that of
neutrophil polymorphonuclear (nPMN) leukocyte or eosin-
ophil PMN (ePMN) (Kretschmer et al. 2001}, and in vivo,
delays the amival of MP in human Rebuck skin windows
(Kretschmer ct al. 1985), and inhibits delayed hypersen-
sitivity skin reactions to |-chloro-2-4-dinitrobenzene
(DNCB) in guinca pigs and gerbils (Giménez-Scherer et
al. 1987). MLIF also cancels the respiratory burst in MP
and nPMN but niot in ePMN (Rico et al. 1998); MLIF may
contribute to the scarce, late inflamwatory reaction seen in
AAL and in tumn to the perfect regeneration (restitutio ad
integrum) of the damaged tissues (liver and skin) upon
recovery. Unlike other ncuroviruses (equine encephalitis,
herpetic encephalitis, etc.), rabies virus also produces little
inflammation in the central nervous system (CNS) (Kucera
and Myrvik 1985). Elcctromicroscopy, immunofluores-
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cence, and immunohistochemistry studies have revealed a
weak neurocytopathic effect, only a scarce inflammatory
reaction, in important lethal neurological dysfunction in
rabies (Murphy et al. 1999). Rabies virus can induce
immunodepression in infected animals, with deficient
production of interleukin 2 (Pernn et al. 1988). Thus,
amebiasis and rabies share a weak inflammatory reaction in
tissue damage. The rabies virus N protein is produced
earlier and in larger quantity than other proteins, induces
humoral and cellular immune responses (Dietzschold et al.
1987; Astoul et al. 1996), and is of central importance in
antigen diagnosis of the disease (Meslin et al. 1996).
Eighty percent of the sequence of MLIF is present in the N
protein of rabies virus (Met-Gln-Cys-Asn-x) (National
Center for Biotechnology Information 2004).

Given the anti-inflammatory effects of MLIF and its
homology within the N protein, we speculated if this
protein could contribute to the scant inflammatory reaction
observed in CNS rabics. We therefore evaluated if the N
protein of the rabies virus—or some fragment of it—
inbibits inflammatory processes in vivo and in vitro.

Materials and methods

N protein production Total RNA was isolated from mouse
brain, previously intraccrebral-infected with rabics virus
{(challenge virus standard), using TRIZOL (Gibco Labora-
tortes, Life Technologies, Inc., Grand Island, N, USA) as
described (Chomc7ynsk1 and Sacchi [987). RNA pu
was established in the 0.3% denaturing agarose gels,

the concentration was determined. For reverse
tion, 0.5 pg of total RNA was mixed wi ét‘
1
1

deoxyribonucleotide triphosphates ang 1.4 y« )
of primer BACNR 1:10 for reverse tra

mixture was incubated at 65°C for 5 Av4°C for
5 min, and then, 1 l RNAasc, 4 ul of; X and 1 pl
0.1 M dithuothreitol were added, adl thiexe$ulting cDNA

was amplified. .
A sample of thc amplificd gt
ically separated on a 3% g¥ar
ethidium bromide stai krﬁ
using pUC19/smal/T
selected by Lun
confirm N pr
pUC) and spec er (BACN).
Clones with N pfotein gene were digested with BanHI.
The resulting DNA was evaluated by electrophorcsis;

subsequently, the N protein gene was ligated to pFast-Bact
Hta/BamHI/FAC.

was cicctrophoret-
pel and visualized by
rotein gene was cloned
nsformed cloncs were

cdlum PCR was used to
w ntauon using universal (M13/

0"'&- ;

Orientation, sequencing, and alienating of ideniity The
orientation was viewed using specific and pFast-Bac
primers, and the sequencing was performed with DNA kit
big dye (Applicd Biosystems, Foster City, CA, USA) in
the Techne Thermocycler.

The DNA was transformed into competent DHI10Bac
cells by transposition in the bacmid.

Isolation of recombinant bacmid DNA White colonies
were selected for isolation of recombinant bacmid DNA.

89 cells culture Cells were maintained Spodoptera frugi-
perda (S£)-900 I SFM (Gibco Laboratories, Life Technolo-
gies, Inc) with 10% fetal bovine serum. Insect cells werce
infected with a recombinant baculovirus obtamed afler
transfection of S9 cells with a recombinant transfer vector
containing rabies N profein gene (Mavrakis et al. 2003).

Immunoffuorescence Cells were seeded in tubes and,
stained with 0.1 ml of fluoresceinated anti-nucleocapside
antibody (Bacr Laboratory, México City), were incubated
for 30 min at 37°C. The supernatant fluid (SN) was
eliminated, and the suspended pellet was observed by
immunofluorescence.

Prolein N purification SN wa
using an affinity colu
HP) with three buffers:
and elution buffer &
tions (Amersham g

“tions were collected, and thosc
itein were selected.

as‘performed using a 5-ml HiTrap desalting
n eluted fractions were collected, and those
id&zolc were sclected. Samples were dialyzed

Desalty i
column.

Monocyte locomotion inhibitory factor (Met-Gin-Cys-Asn-
Ser) A 96% pure constructs of MLIF was commercially
obtamed from American Peptide Co., Sunnyvale, CA, USA.

Isolation of human mononuclear phagocyte Heparinized
blood (10 [U/m) heparin) from healthy, fasting, nonsenok-
ing adult donors was diluted 1:2 with phosphate-buffered
saline (PBS; pH 7.2). Samples of 10 ml werc layered over
5-ml Ficoll Hypaque gradient (density=1.077) and cen-
trifuged for 40 min at 400xg at 20°C. The cells in the
interface were removed and washed threc times with PBS.

Chemotaxin Fresh human AB Rh+ serum was kept frozen
in 2-ml aliquots at —70°C and was used throughout the
expeniment.

On the day of the expeniment, two aliquots were thawed
in a watcr bath at 37°C, and 4 mg/ml of zymosan wus
added [zymosan-activated serum (ZAS)). The zymosan
was climinated by centrifugation by the Ward methoed.

In vitro cell locomotion assays The locomotion of MP was
evaluated in vitro in duplicate by the Snyderman method
using double-filter Boyden chambers (Neuroprobe, Bethesda,
MD, USA). The upper filter was 3 single-batch polycarbonate
Nucleopore filter (Nucleopore, Corp., Pleasanton, CA,
USA), pore-size 5 um, for MP mobility studies. The
bottam filter was a single-batch cell-impermeable cellu-
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lose nitrate filter, pore-size 8 um (Sartorius GmbH,
Géttingen, Gcrmany) The upper compartrment was filled
with 5x10° MP suspended in 0.2 ml of Gey’s albumin
(Gey’s-A). For random mobility evaluation, the bottom
compartment contained 100 pul of the Gey’s-A. For
chemotaxis studies, the bottom compartment contained
20 W of the chemoattractant (ZAS) dissolved in 80 pl of
Gey's-A.

The effect of the N protein upon the chemotaxis was
studied; addition of 20 pl of this material, suspended in
80 ul of Gey’s-A, to the lower compartment of the Boyden
chamber leaves the final volume at 100 yul,

Chambers were incubated for 90 min at 37°C in 5%
CO,. The upper and lower compartments were carefully
emptied; the filters were removed, separated, and air-dried.
The lower filters were fixed in 80% ethanol, stained with
Harris hematoxylin/eosin, and mounted on glass slides,
upper surface facing up, using a synthetic resin in 60%
xylol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).
Upmigration was counted by light microscopy at 400x
using an oil-immersion objective, Two perpendicular
diameters were counted on each filter (total in 10 fields
per filter), and cell locomotion was scored as the average
number of migrating MP per high-power field (400x).

Oxidative burst MPs were suspended in PBS in a final
concentration of 1x10%cells/20 ul; 20 1l of N protein or
PBS was added and incubated for 15 min at 37°C. Afler

the incubation, 700 wl of 10° M luminol (Eastman

sion. Ceclls treated with zymosan served as
contro[s Photon emissiou was detected in a {3

dmnmbenzene Ten lndwndually
Harley guinea pigs were

®- .

amed o (ol

ZASHN

Flg. 1 Effect of the rabics virus N protein on chemotaxis of MPs In
viro attraction of human MP chemotaxis by N protein recombi-
nani, measured by number of cell/field, compered with PBS, ZAS,
ZAS + pN. PBS Phosphale-buffered saline, ZAS zymosan-activated
secrum, pN N protein
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Fig. 2 Effect of the rabics virus N protein on respiratory burst of
MPs. [nhibition of chemiluminescence in OZ activated human MP.
MP + OZ are activated buman MP with PBS, « MP + OZ ~ pN
show the effect of N protein on OZ activated human MP, &« MP +
ated, and « MP are conmols
hagocytes PBS phosphate-

tach sitc receiving now intradermally 0.05 ml of
7, or 54 mg/ml of recorbinant N protein in PBS
4) and PBS as control. Disks were removed after
# h, and redness and indurations (>5 mm) were
certained blindly at 48 b.
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Fig. 3 Effect of the rabies virus N protein on delayed hypersen-
sitivity to DNCB in guinea pigs. The delayed hypersensitivity was
measured either in millimeter diameter of the reaction against the
eliciiing dosc or as positive (+) or negative (=) reactions
(cutofl=5 mm in diameter); 0.05-mf injections of 5, 27, 54 mg/ml
of pN caused highcer reactions when compared with PBS DNCS |-
chloro-2-4-dinitrobenzene, PBS phosphate-buffered saline, pN N
protein

.-
7
)
L.
Hy
2
&
=
£t

Rrnfvill

5%

210
241
212
213
214
215
216
217
218
219
220



221

2R
223
224
225
226

227

228

229
230
231
232

233

234
235
236

237
238

239
240
241

242

243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
254
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
2064
265

JnliD 436_ArtID 27 _Proof# 1 - 06/11/2005

Statistical analysis

Results of in vitro protein N activity were analyzed by
nonparametric Mann-Whitney and Kruskal-Wallis analy-
sis of variance test (Altman 1991). Results of in vivo
protein N activity were analyzed by Fisher exact test
(Armitage et al. 2002).

Results
Effect of the N protein upon chemotaxis

There was a significant increase in the MP locomotion
when compared with the control (p<0.05). The N protein
did not inhibit the cherotaxis of the MP under the effect of
ZAS. (Fig. 1), and N protein per se stimulated the MP.

Effect of the N protein upon oxidative burst
The in vitro preexposition of MP to N protein inhibited the

respiratory burst (43%) (p<0.05) compared 1o control, with
a peak emission at 10 min (Fig. 2).

Delayed hypersensitivity skin reactions
to 1-chloro-24-dinitrobenzene

was compared to DNCB/PBS measurements (p>0
(Fig. 3). o

Discussion

Tbe rabies N protein enhances hun
which leads us 10 suppose that '
activator agent of the protein
phorbol ester or as ionophore §
acts on chemotaxis receptos:

Fapeutic-keratectomy-asso-
cific intraccllular signaling
ton, the o subunits of activated G-
s with them that exhibit changed
B activities (Klein 1997). The N protein
can use similar or different ways of signal transduction to
activate chemotaxis. On on¢ hand, the N protin can
increase zymosan effects on profcssional phagoceytic cells,
another mechanism can enable to stimulate signals through
different receptors to evoke stimulation of second messen-
gers that activatec phospborylation of certain proteins.
However, the adjuvant cffect of N protein (Lafon et al.
1992), as well as its capacity to induce a ccllular immune
response (Astoul ct al. 1996), has also been reported. The
antigenic sites studied were linear and conformation-
dependent (Goto et al. 2000), Our rcsults suggest that the
sequence of four amino acids present in MLIF, and which

ciated receptors 3
proteins by phogp

The N protein did not inhibit the reaction to DNCB wh%%‘

are found in the N protcin, cannot be not exposed in the
secondary structure of the protein and therefore cannot
have thc expected biological cffect, maybe because the
antigenic sites are not exposed.

On the other hand, the N protein inhibits the respiratory
burst of human MP. This inhibition also can be due to the
receptor blockage (CD14), which is important for its
response, of to the component translocation associated with
the cytochrome bssg. There are reports (Bordetella pertus-
sis) about an inhibition of respiratory burst by AMPc
(Klein 1997); however, this inhibition, no doubt, refers to
the four amino acids that share the N protein with MLIF,
since a synthetic construct (Met-Gin-Cys-Asn) did not
cause inhibition (unpublished data). The inhibitory effect
could be duc to the completc N protein.

The nucleocapsid of rabies virus has been reported as a
superantigen, specific for V(3§ human T lymphocytes,
which binds to buman leuk:
potent activator for huma
cines (Lafon ct al. 1992)3
for the hypersensitjy
hypersensitivity
caused when 2,51

L

gefved in our results. Delayed
) by the N protein 1s probably

i 91F, recombinant N protein enhanced migra-
ieof and DNCB rcactions, although like MLIF, it
i the oxidative burst The synthetic tetrapeptide

sprotein fails to exhibit anti-inflammatory actions, while
he tripeptide —Cys-Asn-Ser exhibits significant anti-
inflammation activity. Thus, to display anti-inflammatory
effects, either the entire MLIF peptide sequence has to be
present or at least the ... Cys-Asn-Ser. Furthermore, the Ser
residue—in particular the ... Cys-Asn-Ser acid terminal
segment of the peptide—is critical for MLIF function. The
scarce inflammatory reaction seen in rabics may rcsult
from causes other than N protein.

The GenBarnk reports other organisms that shared 100% of
the scquence of MLIF in their genomes, like the sandfly fever
virus which is transmitted by arthropods and affects man and
has neurotropic effect (Liu et al. 2003). It is possible that the
full sequence acts as an immunomodulator, favoring virus
infection; this will be studied in the near future.
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