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. INTRODUCCION

La rabia es una de las zoonosis mas importantes que afectan al mundo y su curso
es inexorablemente letal, por lo cual ha sido primordial desarrollar y mejorar
vacunas antirrabicas para uso humano que cumplan con las exigencias de

seguridad, inocuidad y potencia necesarias.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha recomendado que se abandone el
uso de vacunas realizadas a partir de cultivos de tejidos (animales adultos y
lactantes) ya que se ha demostrado que producen una gran cantidad de efectos
adversos como son fiebre, dolor de cabeza, insomnio, palpitaciones, diarrea,
sensibilizacién a proteinas (hipersensibilidad) y sobre todo reacciones

neuroldgicas (67).

Entre las vacunas mas seguras de usc en humanos se encuentran aquellas que
han sido preparadas a partir de diferentes cultivos celulares como son las células
Vero. El uso de lineas celulares provee de un mayor control en la produccion y
una mayor generaciéon viral al poder adaptarlas a microportadores. Sin embargo
también existen riesgos como son la presencia de virus y otros agentes
transmisibles, proteinas promotoras de crecimiento y el DNA residual que se

encuentre en las vacunas (41).

Las lineas celulares continuas tienen una longevidad ilimitada debido a la
desregulacion de los genes que controlan el crecimiento, por lo tanto se considera
que el DNA derivado de ellas tiene el potencial de conferir la capacidad de
crecimiento celular no regulado, es decir la actividad tumorigénica a otras células,

o codificar para proteinas transformantes.




En 1987 se establecid como limite permisible 100 pg de DNA residual de células
Vero por dosis de vacuna (1), sin embargo después de nuevos estudios sobre el
limite de pases en los que las células no presentan tumorigenicidad en animales
(57) y una evaluacion completa, el Comité de Exbertos de la OMS concluyd que
se pueden considerar aceptables niveles de hasta 10 ng de DNA en una dosis de

vacuna purificada (41).

Por otro lado, diversos estudios sugieren que el uso de pB-propiolactona altera la
estructura y la capacidad del DNA residual para ser utilizado como molde por
varias polimerasas, por lo que el uso de este agente ofrece un nivel mas de
confianza, incluso cuando la cantidad de DNA inoculado por via parenteral sea

importante (45).




n. ANTECEDENTES

1.- DEFINICION DE RABIA
La rabia es una enfermedad viral que afecta a los animales de sangre caliente,

presenta un periodo de incubacion largo y un curso agudo y mortal. Se le conoce
como hidrofobia, rabies (inglés), toliwuto o wut (aleman), le range (francés) y en

México se le llama derriengue cuando afecta a los bovinos (18).

Los griegos denominaron a la enfermedad lyssa (locura) y los romanos utilizaron
la palabra rabere (rabiar), de donde deriva el término actual. En la antigiedad la
enfermedad se asociaba a la aparicidn de Sirius (estrella del perro) en los “dias del
perro” del verano, pues se suponia que estaban particularmente expuestos a la

enfermedad (4).

2.- ANTECEDENTES HISTORICOS

Las civilizaciones que florecieron en los margenes de los rios Nilo, Edfrates e Indo,
2000 afios A.C. ya conocian la rabia. Existe referencia acerca de esta enfermedad
en Asia en el cddigo del pre-Mosaico de Eshnunna, el cual data de antes del
céddigo de Hammurabi de la antigua Babilonia en el siglo XXIl A.C. en donde se
establecidé una muilta al dueiio de un perro que mordiera a una persona y ésta

muriera (4,18).

La cultura greco-romana menciona diferentes referencias de esta enfermedad
como se muestra en la lliada (mas de 700 arios A.C.) donde Aquiles llama a
Hector “perro rabioso”™. Demécrito (550 afios A.C) fue el primero que describié la
rabia en perros y otros animales domeésticos (4). Aristdteles (332 A.C) sefiald su
transmisién a otros animales por la mordedura de perros enfermos (18). Poco
después, Cardanus y Marcellus Donatus atribuyeron a la saliva de los animales

enfermos la capacidad infectante (5).
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Celso (100'aﬁo>s A’CA) reconocio la‘relacién entre la rabia en el hombre y en jos
perros. Plutarco v Celsus (100 afios D.C) describieron los dramaticos signos
clinicos de esta enfermedad y Celsus acuiid el término hidrofobia (18), ademas
establecio medidas prot‘lécucas (después de la mordedura de un perro) que
incluian la’ |ncusfén mmedlata de la herida y la cauterizacién de la misma con un
(5) En el siglo XV ya era del dominio publico la existencia de la rabia

hierro al féj .
canina en Espafia e Inglaterra (18).

Se acepia -] é beh América no existia la rabia canina antes de ia llegada de los
espaﬁoles onqunstadores, sin embargo hay referencias indirectas de la rabia en
vamplros, cbrﬁo queda consngnado en |la cronica de la conquista de Dario de
Fernéndezy‘Ovnedo en el afios de 1514 y en la historia del descubrimiento y
conquista de Yu_catén de Juan Francisco Molina Solis de 1527, que relacionan el
varﬁpiros a hombres y animales, con la apariciébn posterior del
padecimiéqtoﬁ (5). Existe también referencia de la enfermedad en los anales de la
Santa lndq.ﬁs:éiéh en 1709 por el Reverendo Marmolejo (18, 34).

En 1719 apa"reéen los primeros registros en las Antillas, en Barbados en 1741 y en
los estados de Virginia, Carolina del Norte y Nueva Inglaterra en 1753 en los
Estados Unidos. Per presentd una violenta epidemia en 1803 en la cual, sdlo en

la ciudad de lca murieron 42 personas (18).

En 1804 Zinke logré la inoculacién de la rabia en perros sanos con el empleo de
saliva de animales enfermos y establecié en definitiva su propiedad transmisible
(34). En 1806 la rabia se introdujo en Argentina por perros de caza traidos de
Inglaterra. En 1821 Francois Magedic y Gilbert Breschet infectaron canes con
saliva humana, demostrando que en ambos casos estaba implicado el mismo
agente (5). En 1879 Galtier experimenta la transmisién de rabia a cerebros de
conejos y la infeccion de conejo a conejo. Las descripciones clinicas formaban la
. base del diagnéstico hasta !a llegada del microscopio oéptico (34). En 1881

Pasteur, Chamberlain, Roux Y Thuillier, demuestran la virulencia del sistema
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nerviosos de los animales enfermos de rabia, e inoculan intracerebralmente ei
material sospechoso para asi reproducir la enfermedad. El 6 de julio de 1885 se
vacuna por primera vez al hombre (al nific Joseph Meister de 9 afios de edad),

con la vacuna de Pasteur (18).

En 1889 Babes introduce un tratamiento post-exposicion contra el virus rabico, a
través de la administracion simultanea de suero antirrabico y vacuna. En 1903 fue
realizada una clara descripcion de fa interaccion viral y neuronal por Negri con la
deteccion de las inclusiones citoplasmicas (cuerpos de Negri) en las neuronas de
animales rabiosos; sin embargo fue hasta 1913 que su técnica quedd establecida

como diagnéstico (34).

En 1927 Seller y Fellow simplifican la técnica de diagndstico, en 1939 se adapta el
virus al embrion de pollo y de pato obteniéndose “cepas” avianizadas para
inmunizar a los animales y al hombre. En 1968 Sellers aplica el método de tincién
directa y la histopatologia para el diagnédstico de la rabia. Los métodos de
diagnésticos se complementaron cuando Goldwasser y Kissling describieron el
método de deteccidon del virus rabico con anticuerpos fluorescentes, quedando
establecido como el estandar de oro para el diagnostico hasta la fecha (18).

3.- CARACTERISTICAS DEL VIRUS

El virus rabico del género Lyssavirus pertenece a la familia Rhabdoviridae !a cual
se encuentra en el orden de los Mononegavirales (virus envueltos, RNA negativo
no segmentado) junto con la familia Paramixoviridae (virus Sendar, de la
enfermedad de Newcastle, del Sarampién, virus sincicial respiratorio y rubutavirus
porcino) y la Filoviridae (virus de Marburg y Ebola). Dentro de la familia
Rhabdoviridae existen patdgenos que afectan a plantas y animales vertebrados e
invertebrados. Los géneros Cytorhabdovirus y Nucleorhabdovirus afectan a las
plantas y los géneros Lyssavirus, Ephemerovirus y Vesiculovirus afectan a los

animales (34,53).
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E) virus r'ébfco tiene forma de bala con un didmetro de 30 a 756 nm y una longitud

de 100-300 nm. Los rhabdovirus animales usualmente son menores de 180 nm,
pero los aislados de plantas pueden ser mayores. Existen variaciones en la
longitud entre las cepas de virus rabico como el virus CVS (Challenge Virus
Standard) que es mas largo que el PV (Pasteur Virus). Las particulas defectuosas
son de ménor tamadnio (20-50% !a longitud de las particulas infecciosas estandar)
ya que entre el 50% y 80% de su genoma esta incompieto (58).

El virion puede estar dividido en dos partes estructurales, un cilindro central y
denso formado por la ribonucleoproteina (RNP) o nucleocapside con forma
helicoidal (es extremadamente compacta) y una capa delgada (8 nm ancho)
cubierta con proyecciones espiculares que tienen 10 nm de largo, 3 nm de
diametro y un espacio entre una y otra de 5 nm (58).

El virus contiene miultiples copias de las siguiente 5 proteinas:

Nucleoproteina (N), fosfoproteina (NS), proteina de matriz ( M), glicoproteina (G) y
transcriptasa (L). Las proteinas N, NS y L estan unidas no covalentemente al RNA
del viridn y la unién de éstas forma el complejo ribonucieocapside la cual forma la
estructura helicoidal dentro del virion. El complejo de la nucleocapside esta
cubierto de lipoproteina consistente de proteina M y las proyecciones superficiales
de proteina G que se extienden hacia el exterior del virus. Las proteinas My G
forman la envoltura (Figura 1 y 2).

Proteina de
matniz (M)

Eavoltura proteina (G)

)

QL

. " Nucleoprotsinag (N)
[ Fosfoproweina (NS) y

I 180 nm !

Fig. 1 Virus rabico corte longitudinal Fig. 2 Virus rabico corte transversal

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




3.1. ORGANIZACION DEL GENOMA
El genoma del virus es de una sola cadena de RNA no segmentado, antisentido y
de aproximadamente 12 kb. Contiene 5 genes monocistrénicos que codifican para
5 proteinas (N, NS, M, G y L) (65).

Dentro del genoma existen regiones intergénicas que varian tanto en longitud
como en composicion. Una de ellas de 423 nucledtidos de largo se considera que
es un pseudogen de alguna sexta proteina que existia dentro del genoma, tiene un
codén de inicio (ATG nucledtido 4994) y 17 codones mas, aunque no se ha
identificado ningun polipéptido sintetizado a partir de esta secuencia (35).

GENES
Longitud (nt) 1424 991 805 1675 423 6475
o S - ¥ . |~
PROTEINAS -
PM (kDa) 58-67 22-25 3540 65-80 190

Fig.3 Organizacion de los genes del virus rabico inciluyendo las proteinas
que codifican y sus pesos moleculares.

Nucleoproteina (N). Es un polipéptido fosforilado de 450 aminoacidos (aa) con un
peso molecutar de 58-67 kDa. Es el mayor componente de la ribonucleoproteina
viral pues cada viridn contiene 1750 moléculas. La asociacion de la proteina N con
la RNP puede disminuir la degradacion del RNA por ribonucleasas, puede
restringir la configuracion del RNA y puede tener funciones regulatorias durante la
transcripcion (formacion de RNAmM para la sintesis de proteinas virales) y de la
replicacion (multiplicacion de RNA viral). Esta proteina es el principal blanco
antigénico de las células T-cooperadoras (34,58).

TESIS CON
FALLA DE ORiln

N
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Fosfoproteina Nominal (NS, M1 o P). Es una proteina altamente hidrofilica de 297
a 303 aa con un peso molecular de 22-25 kDa, es parte de la RNP viral y hay 950
moléculas de ésta por virién. Una protein-cinasa celular fosforila la proteina NS, lo
cual sugiere un importante papel en la estructura o funcion de la proteina. La
fosforilacion le provee una carga negativa que se incrementa por el contenido de
aspartato y glutamato. En contraste con la diversidad en los vesiculovirus, las
secuencias de la fosfoproteinas de virus rabico presentan una homologia del 92 al
98% (34,58).

Proteina de Matriz (M o M2). Contiene 202 aminoacidos y tiene unido
covalentemente acido palmitico, su peso molecular es de 35-40 kDa y hay 1650
moléculas de esta proteina en cada virion. Su funcién primaria es mantener una
interaccidn entre el dominio citoplasmatico de la proteina G y la RNP durante el
ensamblaje y salida del virus (34,58).

Glicoproteina (G). La proteina madura contiene 504 aminoacidos con un peso
molecular de 67 kDa. Tiene dos segmentos hidrofilicos tipicos de su naturaleza
transmembranal. Cada viridn contiene entre 1200 y 1800 moléculas de proteina G
en forma de aproximadamente 400 a 600 espiculas: triméricas estrechamente
unidas a la superficie del virus. Existen 3 dominios: externo, transmembranal y
citoplasmatico con 438, 22 y 44 aminoacidos respectivamente. El ectodominio
tiene dos sitios antigénicos mayores, el sitio Il que es discontinuo (aa 34-42 y aa
198-200 asociados con puentes disulfuro) y el sitio 1ll el cual es continuo (aa 330-
338), en este dominio se encuentra la arginina en la posicion 333 que es
indispensable para le virulencia. Esta proteina es el mayor antigeno responsable
de inducir anticuerpos neutralizantes contra el virus y ademas induce a las células
T cooperadoras (Tc), por lo que se considera que tiene dos partes inmunogénicas
(las cuales inducen tantc anticuerpos como a las Tc) que son: una fracciébn que
contiene el amino terminal (esta incluido el sitio ) y la fraccion que tiene el
carboxilo terminal (contiene el sitio IIl) (21, 34, 47, 58, 65,).
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RNA transcriptasa (L). Contiene 2127 a 2142 amino acidos con un peso molecular
de 190 kDa;véé la "proleiha més'lafga Y ocupa mas de la mitad (5§4%) del genoma
del virus, hay 20-150 moléculas por virion. Su funcidn incluye: sintesis de RNA,
metilaciéon, proteccion del extremo 5§ del RNA con un GTP (“capping” y
poliadenilacién de RNA virales. Debido a que su vida media es de solo unos
minutos en la célula infectada, ha sido poco estudiada. La homologia en las
secuencias de los rhabdovirus y otros miembros de los Mononegavirales sugieren
una evolucién de un antecesor comun (34,58).

3.2. VARIABILIDAD GENETICA
Las clasificacidn de los virus relacionados a rabia se basa en el reconocimiento de
sitios antigénicos de la glicoproteina (G) por pruebas de neutralizacién, lo cual ha
permitido definir diferentes serotipos y es la base para diferenciar cepas.

Todas las cepas de virus rabico han sido aisladas de mamiferos e incluyen:
Serotipo 1 representado por el virus (RABV) o CVS. En este grupo se encuentran
el virus de la calle aislado de animales sin modificacién en el laboratorio y virus fijo

adaptado a animales de laboratorio mediante pases sucesivos intracerebrales.
Este es el serotipo con mayor extensién en el mundo y dnicamente se encuentran
libres de él Australia, Inglaterra, Irlanda, Nueva Zelanda, Japdon, Escandinavia y

Hawai.

E! serotipo 2 esta representado por el virus Lagos Bat (LLB) que fue aislado de
murciélagos frugivoros y gatos en algunos paises de Africa. En el serotipo 3 se
encuentra el virus Mokola (MOK) que fue aislado de humanos, perros gatos ,
musarafias y roedores de algunos paises africanos. El virus Duvenhage (DUV)
pertenece al serotipo 4 y fue aislado de humanos y murciélagos insectivoros en
Sudafrica y Zimbawe. Los serotipos 5 y 6 estan formados por virus de murciélago
Europeo tipo 1 y 2 (EBL-1 y EBL.2) respectivamente.
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Se piensa que el lyssavirus de murciélago Australiano (ABL) podria formar el
serotipo 7, sin embargo adn no se ha decidido su ciasificacién final. Los virus
Obodshiang y Kotonkan fueron aislados de mosquitos en Africa y aun se esta
estudiando su taxonomia final (17,27,34). Al menos 6 de estos virus se han
encontrado en murciélagos lo cual puede indicar que probablemente el virus
rabico sea en realidad un virus de murciélago que ha cruzado a otras especies
(48).

3.3. CICLO INFECCIOSO

En la figura 4 se esquematiza el ciclo viral a nivel celular. L.a fusion de la envoltura
del virus a la membrana de la célula hospedera desencadena el proceso de
infeccién. lnicia con la interaccion del ectodominio de la proteina G con los
receptores en la superficie de la célula como el de la acetilcolina (AchR) en células
musculares, aunque se han propuesto otros receptores como lipoproteinas (48),
moléculas de adhesion en el caso de las células nerviosas y varios factores de
crecimiento, fosfolipidos, glicolipidos, carbohidratos y gangliosidos estan
involucrados (34, 27, 47).

Después de la adsorcién el virus penetra a la célula hospedera y entra al
citoplama por pinocitosis. Los viriones se agregan en endosomas (vesiculas
citoplasmaticas). El pH acido (5.7 - 6.1) dentro de las vesiculas endociticas de la
célula, activa la fusion de la membrana viral con la membrana endosomal
provocando el desnudamiento viral y como consecuencia la liberacion de la RNP
dentro del citoplasma (58, 27).

Los lyssavirus tienen RNA de cadena sencilla y negativa que no puede ser usado
directamente para la sintesis de las proteinas virales, para ello primero debe ser
producido un RNA+ que es sintetizado por la polimerasa viral (L), la cual reconoce
al RNA viral encapsidado por la proteina N en su extremo 3° y realiza la
transcripcién primero de un RNA lider que no es modificado (no sufre
poliadenilaciébn ni “capping”™) y 5 RNA’s poliadenilados y con “capping” que
codifican para las proteinas N, NS, M, G y L (58).
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Después de la transcripcion, los mensajeros rabicos son procesados por la
maquinaria de traduccién celular, muchos de ellos son expresados en los
ribosomas libres en el citoplasma. La proteina G es transportada a la membrana
citoplasmica de la célula después de su glicosilacidn (65). La replicacién o
sintesis del RNA gendmico viral, comienza solo hasta que se ha llevado a cabo la
transcripcion de los mRNAs y asi la proteina N acumulada regula el cambio de
transcripcion a replicacion en la cual el RNA de cadena positiva actia como un
molde para la sintesis de la cadena complementaria negativa. Antes de que e!
virus brote se inhiben la transcripcion y replicacion simultaneamente. Durante el
proceso de ensamblaje. el complejo N-NS-L encapsula el RNA gendmico
negativo para formar la RNP y la proteina M forma una capsula o matriz alrededor
de ésta. Posteriormente el complejo RNP-M migra hacia el area de la membrana
plasmatica que contiene los insertos de glicoproteina a la cual se une y finalmente
el virus completo brota de la membrana plasmatica (58, 65).

3.-Desnu_qnmn:nto \ - ‘é\a,., A« 2.- Penetracién

N \
4.~ Transcripeién \— ‘; T 1. Adsorcién
e\ ~
s
4 . _ .
5.- Traduccién NG L \Q =4 ! e

. /4% 9. Liberacién
e\
' B.- Ensamble \\‘

Fig. 4 Ciclo infeccioso a nivel celular comenzando con la adsorciéon del virus a la célula hasta
el ensamble y liberacién del virus al espacio intracelular.

6.- Procesamiento

7.- Replica&ién

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




4.- EPIZOOTIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA
La rabia afecta a todos los mamiferos, algunas especies son Illamadas

“reservorios” debido a que mantienen el virus en la naturaleza.

Epidemiolégicamente la rabia puede dividirse en dos grandes grupos, la Rabia
Urbana y la Rabia Silvestre (Fig. 5). En la denominada rabia urbana (A), el ciclo lo
integran fundamentalmente el perro (en algunas ocasiones el gato) como especie
reservorio y el hombre como especie que cierra el ciclo. En la rabia silvestre (B)
intervienen varias especies animales, segun el nicho ecoldgico y geografico de

que se trate.

A B
'HOMBRE CICLO AEREO

/ " \ Murciélago vampiro ———» otros murciélagos
-~

Hombre b}rino < zorrillos

PERRO .. 4 " o .GATO cicLo
TERRESTRE
Coyotes ®—® ;5108

Fig. 5 ‘Clclos de Rabia Urbana (A) y Rabia Silvestre (B) que muestran las especies
involucradas en la permanencia de la rabia en [a naturaleza.

En los paises en vias de desarrollo de Asia, Africa y partes de América latina
incluyendo Meéxico, la rabia urbana sigue siendo la mayor causa (90%) de
exposicién y de casos en humanos. En Asia los perros, gatos, monos, mangostas
y zorros articos, representan los principales reservorios, mientras que en Africa las
mangostas importadas de las islas Caribefias son un reservorio importante
ademas de ios perros, chacales y zormros. En América Latina los murciélagos
hematédfagos son de gran interés ya que atacan al ganado y han ocurrido algunos

incidentes de mordeduras a humanos.
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En los paises desarrollados en donde la rabia urbana ha sido controlada, la rabia
silvestre es la que presenta mayor importancia. En Europa existen dos tipos de
reservorios y ambos son silvestres, el primero es el zorro y el segundo los
murciélagos; sin embargo el perro sigue siendo un reservorio importante en el este
de Europa. En EUA los reservorios de importancia son el mapache, zorrillo,
murciélago insectivoro, zorro y coyote (43, 47,48,61).

La OMS registra q(.!e cada 10 a 15 minutos alguien muere de rabia en el mundo y
erso}qas reciben tratamiento antirrabico. A nivel mundial se estima
almehte entre 40 mil a 70 mil personas que fueron agredidas por

cada hora’

La epidemiqlogia de la rabia ha sido revolucionada por el descubrimiento de
anticderpés‘mo'noclonales en 1978 (53). El conjunto de estos anticuerpos dirigidos
contra los epitopes especificos de aislados de diferentes especies animales y de
diferentes lugares geograficos, son utilizados para identificar las cepas de virus.
Actualmente es posible identificar un aislado de humanos o animales y determinar
cual fue la fuente de infeccion. La secuenciaciéon del genoma viral con la
transcriptasa reversa sobre el RNA para producir cDNA que es amplificado por la
DNA polimerasa termoestable (RT-PCR), ha permitido conocer y analizar la
variabilidad de cepas (47), ademas de que la combinaciéon del método de RT-PCR
con la tecnologia de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real
ha permitido identificar rapidamente el genotipo de una muestra evitando cualquier
contaminacion de otros productos de PCR (11).

En México se ha desarrollado un estudio para conocer la epizootiologia molecular
de la rabia y la dinamica de la enfermedad entre los reservorios. Se encontré que
existen dos filogrupos, uno asociado a murciélagos (principalmente vampiros) y el
otro asociado a reservorios terrestres (zorriflos, zorros, perros, coyotes). Este
estudié permitié determinar con una alta precisiéon los principales reservorios que
estan presentes en México lo cual contribuye al conocimiento de los lugares y
especies en las cuales es necesario una mayor prevencion y control {(60).




5.- ENFERMEDAD

Experimentalmente el virus puede ser transmitido por cualquier via de inoculacion:
intradérmica, subcutanea, intramuscular, por escarificacién, en el cojinete: plantar,
instilacidon en el saco conjuntival, intraocular, intralingual, instilacion nasal,
endovenosa, aerosoles y oral. La susceptibilidad varia segun la via y en algunos
casos segun la cepa utilizada. La dosis de exposicidon y el sitio juegan un papel
importante en la transmisién de Ila enfermedad; la presencia de ropa
{especialmente gruesa) y de pelo o lana en los animales, podria ocasionar que
aunque los dientes llegaran a lacerar la piel, la saliva (y por lo tanto el virus)
quedara en su mayor parte impregnada en la ropa o en la lana (17).

La transmision de la rabia usualmente comienza cuando la saliva de un hospedero
infectado tiene contacto con un animal no infectado. La exposicion puede ser feve
en la cual ocurren lameduras en la piel erosionada o mordeduras superficiales
(que involucra epidermis, dermis o tejido celular subcutaneo) en tronco y
miembros inferiores. La exposicion grave consiste en lamedura en mucosas (ya
sea ocular, nasal, oral o genital), mordedura superficial en cabeza, cuello, manos o
genitales, mordedura profunda en cualquier parte en la cual se perfora el tejido
muscular y paquetes neurovasculares o mordeduras multiples. La transmisién de
la rabia también puede ser aérea en cavernas con guano (heces) y orina de
murciélago, por accidentes en laboratorio (22, 48), de humano a humano por
ejemplo en trasplante de cornea contaminada con rabia (17, 65). La enfermedad
en humanos puede dividirse en S etapas clinicas: periodo de incubacion,

prodromo, fase neurologica aguda, coma y muerte (47).

Periodo de incubacion: Después de la inoculacion de saliva infecciosa por
mordida, el virus puede quedarse en el sitio de inoculacién por horas o semanas,
puede estar en la periferia, puede permanecer secuestrado dentro de neuronas o
puede persistir en los macréfagos a partir de 1os cuales posteriormente se reactiva

y produce la enfermmedad.
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Se han desarrollado estudios que sugieren (al menos /n vitro) que la RNP
semipurificada inhibe el estallido respiratorio en fagocitos mononucleares lo cual
muestra que tiene un efecto modular de la respuesta inmune y esto podria
representar una ventaja a favor del virus (39).

La dispersion del virus probablemente es facilitada por el movimiento a través de
las conjunciones de célula a célula, la distribucion via fluido cerebroespinal puede
contribuir también al esparcimiento del virus dentro del Sistema Nervioso Central
(SNC), sin embargo no se conoce con certeza si se replica o no en el sitio de
inoculacién, pero una vez que entra al sistema periférico nervioso se mueve
centripedamente dentro de los axones al SNC con una velocidad aproximada de 3
milimetros por hora (27). No hay sintomas y generalmente dura de 1 a 3 meses. E!l
tiempo mas corto ha sido de 4 dias y el mas largo han sido de hasta 7 arios (48).
Los periodos de incubacidn tienden a ser mas cortos después de exposiciones
g.raves. Al final de esta etapa el virus penetra los nervios periféricos y sube en
forma centripeta a la médula espinal y el cerebro a partir del cual se distribuye
hacia una gran variedad de &6rganos (rifndn, pancreas, corazoén, folicutos pilosos,
retina y cérnea) hasta llegar a las glandulas salivares.

Periodo prodrémico: Su duracion es de 2 a 10 dias. Los sintomas iniciales pueden
ser no especificos como son: respiratorios, gastrointestinales o nerviosos (dolor de
cabeza, fatiga, vertigo, irritabilidad, nerviosismo, fiebre, malestar, dolor de
garganta), en algunos individuos afectados se puede presentar parestesias
(hormigueo, ardor, frio) en el lugar de la mordedura y en ocasiones prurito. Se ha
reportado también aprehension, ansiedad, agitacion, irritabilidad, nerviosismo,
insomnio o depresién (4). Los anticuerpos neutralizantes suelen aparecer a los
ocho o nueve dias después de los primeros sintomas, mientras que los
anticuerpos en el liquido cefalorraquideo se elevan a partir de los diez u once dias
(47). La inmunidad celular se presenta mediante las células CD8+ y CD4+ virus-

especificas (4, 47).
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Periodo neuroldgico agudo: empieza cuando aparecen los sintomas especificos:
rigidez nuéal. . parestesias, convulsiones tanto focales como generalizadas,
hiperventilécién. hipersalivacién, hiperactividad, alucinaciones, desorientaciéon,
comportafniento extrafio, paralisis y en raras ocasiones aumento de la libido.
Durante esta etapa la coherencia mental del paciente se deteriora gradualmente
durante un beriodo de 2 a 12 dias. La rabia puede presentarse de forma furiosa o
paralitica (muda) (4, 22). El virus de la rabia produce una inflamacién escasa en el
sistema nervioso central a diferencia de la que producen otros virus (como las
encefalitis equinas). En la rabia se infectan una gran cantidad de neuronas sin una

franca citopatologia (63).

Durante el periodo de transicién entre las fases nerviosas y el coma, aparecen
periodos de respiraciéon rapida e irregular, luego una paralisis generalizada y coma
tipico de otras encefalitis. Aunque la encefalitis es ampliamente extendida, la
destruccién neuronal no lo es (63). La muerfte probablemente resulta de la
infiltracion a los centros que controlan el sistema cardio-respiratorio. Si no hay
cuidado meédico intensivo, la persona muere dentro de siete dias, principalmente
debido a problemas respiratorios. En los pacientes bajo cuidado intensivo
(generalmente sobreviven varios meses), se afectan casi todos los 6rganos. Hasta
la fecha solo existen 7 casos de sobrevivientes humanos que mostraron signos de
la enfermedad, al menos cuatro de ellos se recuperaron con secuelas y uno con
severas perturbaciones neurologicas. Casi en todos los casos existid vacunaciéon

(47,48).

6.- TRATAMIENTO

Ningan antiviral, esteroide o interferén ha sido efectivo como tratamiento para Ia
enfermedad de la rabia, ya que ésta es fatal. Las unicas medidas que se pueden
tomar son la aplicacidon de sedantes y las atenciones necesarias para prolongar ia

vida pero no se puede evitar la muerte (47).



7.- DIAGNOSTICO

El diagndstico de rabia requiere la diferenciacion entre una gran variedad de
enfermedades que causan sintomas neuroldgicos similares como son el Sindrome
de Guillain-Barré, poliomielitis y otras encefalitis virales (63).

Debido a que el diagndstico de laboratorio normalmente no es posible durante la
primera semana de la enfermedad a menos que se sospeche de rabia, el
diagnéstico se basa en los sintomas clinicos. El diagndstico definitivo se establece
mediante el aislamiento del virus rabico, la deteccién de su acido nucleico o de su
nucleoproteina. También se pueden determinar anticuerpos antirrabicos,
principalmente en el fluido cerebroespinal. A partir del dia en que aparecen los
sintomas de la enfermedad se puede efectuar el diagnéstico por medio de la
identificacién del virus con anticuerpos fluorescentes en biopsias del cuero
cabelludo con pelo. La presencia de cuerpos de Negri es unicamente de interés
histoldégico ya que esta prueba no esta avalada como parte del diagnéstico
cotidiano debido a que su presencia o ausencia no implica ni descarta

necesariamente la infeccién por virus rabico (36,47,63).

El diagnéstico postmortem puede realizarse a partir de especimenes de talamo,
médula, hipocampo y cerebelo con la prueba de Inmunofluorescencia directa (IFD)
a partir de tejidos frescos o fijados en formol al 10% (63,19.). El talamo es el sitio
en donde se aloja en mayor concentracion el virus, por lo que el estudio de esta
regién evita obtener falsos negativos lo cual puede suceder con el hipocampo y
cerebelo (10). La prueba inmunohistoquimica con avidina-biotina, la cual ha
demostrado tener una correlacidn de 98% con la IFD (32) es de gran utilidad
también. Ambas técnicas son sensibles y especificas en la detecci6on del virus.



El uso de aniicuerpos {particularmente de aquellos que reconocen los epitopes de
la proteina N) es Otil debido a que proporciona buenos resultados adn cuando los
tejidos han sido ﬁjados ‘con formol o en parafina (34). La identificacion del antigeno
viral en biopsias de piél de la cara o cuero cabelludo de la porcidn occipital dei
cuelio, al igual que impresiones de cérnea por medio de IFD, es un método rapido
de diagnoéstico de la rabia en humanos antes de que mueran.

La reaccién en cadena de la polimerasa acoplada con la transcripcién reversa
(RT-PCR) ha sido utilizada para amplificar secuencias del genoma de los
lyssavirus directamente de cerebro, saliva y otros tejidos infectados (25, 34) e
incluso se ha utilizado para detectar al virus en tejidos descompuestos y en

pequerias muestras de animales vivos (46, 51).

8.- VACUNAS ANTIRRABICAS

Durante mas de 70 aios después de el trabajo original de Pasteur, Gnicamente se
contd con vacunas realizadas a partir de tejido nervioso. Fermi y Semple
introdujeron algunas modificaciones a la vacuna original utilizando fenol para
inactivar parcial o totalmente al virus. Las reacciones adversas de este tipo de
vacunas se observo desde los tiempos de Pasteur, ya que ademas de las
complicaciones neuroldgicas atribuidas a la presencia de mielina, el virus fijo
puede ser patogénico en humanos ya que en algunos casos ocurrié paralisis
después de la aplicacién de vacuna la cual no estaba totaimente inactivada

(47,48).

Desde 1885 a la fecha se han desarrollado diferentes vacunas utilizando distintos
sustratos, cepas, formas de inactivacion, purificacidon y aplicacion. En la tabla 1 se
mencionan algunas de las principales caracteristicas de diferentes vacunas.



Nombre | Cepa | Sustrato | Observaciones | Rer.
Vacunas obtenidas en tejido nervioso
Pasteur Pasteur Cordon Virus vivo residual. Ya no es utilizada en ningun pais debido a 47
1885 espinal de |su alto riesgo. Inactivada por secado.
conejo
Fermi Virus fijo Cerebro de | No se utiliza en ningan pais debido a que en muchas ocasiones | 47
1908 oveja, cabra | contenia virus vivo residual y tejido nervioso que causaba
© conejo enfermedades neurolodgicas. Virus vivo fenolizado.
Semple PV Cerebro de | Contiene tejido nervioso. Adn  se utitiza en paises 48
1911 animales subdesarrollados de Asia y Africa. Inactivada con fenol. 54
Fuenza- 51,91 Cerebrode [ Contiene mielina lo cual puede ocasionar trastornos| 53
lida Ccvs raton neurologicos. Es utilizada en Sudamérica. Inactivada con luz| 54
1956 lactante ultravioleta,
Vacuna obtenidas en embriones de aves
DEV PM Embriénde [Ya no se utilliza en ningun pais debido a que en algunas| 48
1956 pollo ocasiones producia alergias y su inmunogenicidad era muy 4
baja. Inactivada con BPL.
PDEV PM Embribn de | Se utiliza en todo el mundo y es una vacuna purificada por| 48
1983 pollo ultracentrifugacién. Inactivada con BPL.
Vacuna obtenidas en cultivos de células
HDCV PM- MRC-5 Es el estAndar mundial de vacuna rabica. Se utiliza en todo el| 13
1976 LS03 3M mundo pero es muy costosa. Inactivada con BPL. 53
ERA
RVA CVS C. fetales Se utiliza en Estados Unidos de América (EUA) y tiene el 48
1988 de rhesus inconveniente de que produce algunas reacciones alérgicas. 7
Inactivada con BPL.,
PHKCV Beijing C. rindn de | Es utilizada en la Repuablica China. Inactivada con formol. 9
hamster 48
PCECV Flury C. embrion | Es utilizada en todo el mundo, principalmente en Alemania y 6
1980°s LEP-C25 de pollo EUA. La vacuna es purificada por ultracentrifugacion. Inactivada| 48
con BPL.
PVRV PM C. Vero Es utilizada en todo e! mundo, principalmente en Francia. La| 38
1984 vacuna es purificada por ultracentrifugacion. Inactivada con BPL
CPRV PM C. Vero Es una variacién de la PVRV, purificada por columnas. Produce | 24
menos reacciones de hipersensibilidad que la HDCV. Inactivada
con BPL.
DKCV PM C. rinon de | Purificacidn por filtracion en columnas con Sefarosa 6B. 8
perro Inactivada con BPL. 48
OTRAS VACUNAS
MLV ERA, SAD | Células Vacuna de virus vivo modificado utilizado en la inmunizacion| 48
1960 y otras BHK oral de varias especies animales como son: lobo, zorro,
mapache.
VRG ERA Virus Es una vacuna recombinante. se utiliza el genoma de la| 29
1996 vaccinia glicoproteina insertado en el virus de vaccinia. Es administrada| 52
a_animales salvajes. 47
Vacuna CvVs Plasmido Actualmente se esta probando ia vacuna; sin embargo se 3
Genica pCineo requiere de algiun adyuvante para emplear menores dosis de 31
DNA vacunal. El empleo en humanos es controversial. 44
Tabla 1 Vacunas Antirrabicas de uso humano y animal, obtenidas a partir de di y cepas virak
Abreviaciones: DEV, vacuna de embrion de pato; PDEV, vacuna purificada de smbrién de pato; HDCV, vacuna de
cultivo de células humanas diploides; RVA, vacuna de rabia PHKCYV, rabica de células primarias

de rifién de hamster: PCECYV, vacuna purificada de cultivo de células de embrion de polio ; PVRV, vacuna Vero rabica
purifcada CPRYV, vacuna Vero rabica pt por DKCV de

virus vivo modificado; VRG Proteina G de virus rabico; PV virus fijo Pasteur; PM, Pitman Moore; CVS, cepa de virus
reto; ERA, Evelyn-Rokitnicki-Abelseth; Flury LEP Flury pase corto en huevo; SAD. Street Alabama ~Dufferin; C.,

élulas de rifkon de pearro; MLV

células; MRC-5 células diploides humanas; BHK, células de rindon de hamster bebé; BPL, f—-propiolactona.
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8.1. VACUNACION PRE-EXPOSICION
La OMS recomienda un régimen de 3 dosis en los dias 0, 7 y 21 6 28 via
intramuscular. También se puede utilizar la via intradérmica, aplicando 0.1 mL en
los mismos dias excepto en el caso de que la persona haya recibido tratamiento
contra la malaria (cloroquina) (64). Se han desarrollado diferentes estudios que
sugieren nuevos esquemas de inmunizacion para disminuir costos. Al personal
que se encuentre en riesgo continuo se le debe realizar una determinacién del

titulo de anticuerpos cada 6 meses (2).

8.2. VACUNACION POST-EXPOSICION
Las recomendaciones generales para el tratamiento cuando se sospecha de
exposicion al virus de la rabia son:
A) Limpieza: Lavar y aplicar un desinfectante en el sitio de {a herida.
B) inmunizacién pasiva: Aplicar inmunoglubulina anti-rabica (RIG) de acuerdo
a las especificaciones emitidas por la OMS. Debido a su baja disponibilidad
por su alto costo, se esta estudiando la posibilidad de sustituirla por
anticuerpos monoclonales.
C) Inmunizacion activa: Aplicacion de vacuna antirrdbica humana, utilizando
cualquiera de los regimenes sugeridos por la OMS (2, 20, 26, 64 ).

9.- CONTROL DE LA RABIA

El control de |la rabia urbana se lleva a cabo por la vacunaciéon masiva de perros y
gatos con distintos tipos de vacuna existentes en el mercado (inactivada y
recombinante) (15). En los paises desarrollados se aplica la vacunacién oral en
animales silvestres; sin embargo se ha observado que estas vacunas no
inmunizan a los mapaches, lo cuai ha llevado a realizar estudios sobre nuevas

vacunas (40).
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Actualmente, el control de la rabia en murciélagos hematofagos se lleva a cabo
reduciendo l|la poblacion de éstos por envenenamiento con anticoagulante
(warfarina) o por el tratamiento sistémico del ganado con Difenadiona suspendida
en Carbapo! (18); sin embargo se estan llevando a cabo estudios para evitar
exterminar a todos los murciélagos hematsofagos, desarrollando vacunas que en
un futuro puedan controlar la enfermedad en los murciélagos de varias especies

(55).

En México se ha implementado un programa estratégico para el control y
erradicacion de perros y gatos callejeros que abarca la educacion y cultura de la
poblaciéon por varios medios, vacunacion antirrabica gratuita, ovariohisterectomia y
castracién, implementacion de normas que legislen la posesién de animales,
donacion y recoleccion de animales no deseados para su sacrificio, entre otros

(14).

10.- PRODUCCION DE VACUNA ANTIRRABICA HUMANA EN
CULTIVOS DE CELULAS VERO

10.1. LINEAS CELULAR CONTINUAS (1, 41)
Las lineas celulares continuas tienen una longevidad potencialmente infinita y se
han obtenido por alguno de los siguientes métodos:
a) Subcultivo en serie de un cultivo de células primarias de un tumor humano
o animal (HelLa, Namalva).
b) Transformacién de una ceélula normal con un virus oncogénico (linfocito B
transformado con virus Epstein Barr).
c) Subcultivo en serie de una poblacion de células normales que genera una
nueva poblacion de células de longevidad infinita (Vero, BKH-21, CHO).
d) Fusién de una célula de mieloma y un linfocito B (produccion de

anticuerpos).
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Ventajas del uso de lineas celulares continuas.

a) Se encuentran bien caracterizadas y normalizadas. Se pueden conservar
en un Banco Celular.

b) Son menos exigentes que las células diploides.

c) Crecen bien en medios y sueros ordinarios, incluso hay algunas que no
requieren suero.

d) Pueden crecer en biorreactores sobre microportadores.

Desventajas del uso de lineas celulares continuas.

a) Muchas lineas expresan virus enddégenos y son tumorigénicas.

b) Existe el riesgo TEORICO de tumorigenicidad asociada al DNA residual que
puede codificar proteinas transformantes.

c) Pueden acarrear proteinas promotoras de crecimiento.

d) Pueden estar contaminadas de virus y otros agentes transmisibles como el

8V40, retrovirus tipo A.

10.2. CELULAS VERO
La linea celular Vero fue establecida en 1962 partiendo de un cultivo primario de
células de riidn de mono verde africano (Cercopithecus aethiops). Después de
varios pases, la linea fue incluida en la Coleccion Americana de Cultivos Tipo
(ATCC American Type Culture Collection) y en 1979 fue establecido el banco
primario celular comenzando de una ampula de células en pase 124 , éste fue
utilizado para realizar el banco de células de trabajo, el cual fue analizado de
acuerdo a los requerimentos de lineas celulares utilizado para la produccion de

vacunas virales inactivadas con (38):
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a) Pruebas de identidad.

b) Pruebas de esterilidad.

c) Pruebas de deteccidn de agentes viricos con cultivos celulares.
d) Pruebas de detecci6én de agentes viricos con animales y huevos.

e) Pruebas de deteccidn de retrovirus y otros virus o acido nucléico virico
endégenos.

f) Pruebas de deteccidn de virus particulares.
g) Pruebas de tumorigenicidad.

h) Pruebas en células que contiene un sistema de expresion de ADN
recombinante.

El riesgo pot’e‘ cial de tumorigenicidad asociado con el uso de las células Vero fue

estudiado, yé timicos sin pelo y hamsters Sirios. La prueba fue negativa

tras que.los ratones mostraron evidencias de formacién de
inoculacién, sin embargo no se observd metastasis como

nédulos én'
r &lulas HelLa o Hep 2 que son tumorigénicas (57).

ocurre en l1a

La inoculacién de animales con células Vero, no tiene efecto tumorigénico hasta el
pase 169, de acuerdo a esto se utilizaron cultivos celulares en pase 137 para el
banco de trabajo y el pase 142 como maximo pase para la produccién de vacunas
(38). La OMS comprobé que entre los pases 134-150 las células Vero no son
tumorigénicas (41).
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10.3. PREPARACION DE LA VACUNA ANTIRRABICA.
Se realiza la descongelacion de la semilla celular de trabajo y se hacen pases
consecutivos hasta tener la cantidad de células necesarias para sembrarias en un
biorreactor con microacarreadores. Se descongela la semilla viral y se realiza la
infeccién de las células Vero. Se obtienen 5 a 6 cosechas cada 48 horas, en las
cuales hay DNA celular libre. Se eligen las que tienen mejores titulos virales para
someterlas a un proceso de clarificacién para eliminar restos ceilulares por medio
de un filtro de 0.45 um (no se elimina el DNA) y posteriormente se realiza una
concentracién (10-25 veces) por ultrafiltraciéon tangencial a través de una
membrana que permite el paso de moléculas de 100,000 Daltones. En este paso
el virus junto con particulas mayores al limite de la membrana (incluyendo el DNA
celular) se quedan en la superficie y posteriormente se recuperan en un volumen
menor llamado concentrado el cual se inactiva por medio de la pB-propiolactona,
después se purifica (de proteinas y DNA residual) mediante una
ultracentrifugacién en flujo continuo de sacarosa, por uitimo se formula con una (o
varias) sustancia (s) que le provea de al menos 2 afos de estabilidad y se liofiliza

(Figura 6).

Los anadlisis de control de calidad se realizan a lo largo del proceso y en el
producto terminado (figura 7), éstos involucran pruebas fisicoquimicas como
humedad, hermeticidad, pH, tiempo de disolucién y pruebas biolbdgicas como son
las pruebas de esterilidad (agentes adventicios en animales y células, prueba de
micoplasma y tuberculosis y determinacién general de otras bacterias, hongos o
virus), pruebas de identidad celular (cariotipo, isoenzimas, tumorigenicidad),
pruebas de inocuidad, potencia y estabilidad (16, 33, 42).
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Siembra del Biorreactor Cosecha
Infeccion
[ ] Semilla
== —_ il

Descongelacion

y propagacion

de células VVero

Mezcla de cosechas Concentracion
.- @ . ,."-
—» > o~
Concentrado

(6506 =—==7 .
Formulacion = '

g y liofilizacion
.
Bﬁﬁa - % -—

Vacuna -
liofilizada Purificado

Purificacion

Fig. 6 Esquema de la produccion de Vacuna Antirrabica para uso humano en un biorreactor
de 2 Litros, utilizando células Vero unidas a microportadores como sustrato.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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CONTROL EN PROCESO _l
———) =

, CONTROL EN PRODUCTO TERMINADO —

/ Iden.
Her.

Fig. 7 Control de Calidad en la produccién de vacuna antirrabica humana
CcC- Culnvo Cclular‘ PV- Produccién viral; Con- Concentracién; Ina- Inactivacién; Pur-Purificacion;

For- For Lio- Liofilizacié E- Esterilidad, 1d- ldcntldad Tl—Tnulac:én. ln- Prucba de
Inactivacién; Po- Prucba de Potencia; DINAr- DNA i 1 de las Vero; H-H I-1 idad
Est-E ilidad; Her- Her icidad , Idem i

La norma para la utilizacidon de células animales como sustratos in vitro en la
produccién de sustancias biologicas (41) indica que dichos productos no pueden
tener una cantidad mayor de 10 ng de DNA residuai de la linea celular utilizada,
por dosis de vacuna que se aplique inyectada. Por esta razén existe la necesidad
de cuantificar la cantidad de DNA celular en la vacuna a granel (producto
purificado no terminado). Para ello existen varios métodos de cuantificacion desde
muy sencillos y econdmicos hasta algunos muy sofisticados y costosos. El
proceso de purificacion debe ser validado por métodos apropiados, es preciso
demostrar la uniformidad entre 3-4 lotes consecutivos (41) y estandarizar el
método de deteccion de la cantidad de DNA residuai (50). En la tabla 2 se
mencionan algunos métodos y su principal utilidad.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Método

Descripcion

Ref

Espectrofoto
meétrico

Se utiliza cuando la muestra esta pura y la cantidad de DNA es =
250 ng/ml.. La absorbancia de la muestra se determina a 260nm.

56

Fluorometria

Se utiliza un fluorocromo (como bromuro de etidio) que se intercala
en la muestra. Se estima la cantidad de DNA de la muestra
comparando la fluorescencia emitida por ésta con una serie de
estandares. Se utiliza para muestras impuras o < 250 ng/mL. Se
pueden detectar teéricamente de 1 a S ng.

56

Hibridacion
No radiactiva

Se utiliza una sonda marcada con un dNTP que tiene unida una
molécula como digoxigenina, ésta se hibrida con el DNA
complementario que esta fijo en una membrana de nylon. La
cantidad de DNA se detecta por quimioluminiscencia o color. Por
medio de este método se pueden detectar genes unicopia partiendo
de 1 19 de DNA.

62

Hibridacion
radiactiva

Se utiliza una sonda marcada con un radicisétopo que se hibrida con
el DNA complementario que se encuentra fijo en una membrana de
nylon. Se pueden detectar genes unicopia partiendo de picogramos
de DNA.

62

Inmunoen-
zimatico

Se utiliza una proteina con afinidad por el DNA de cadena sencilla.
Esta proteina estd conjugada con una molécula de biotina y
posteriormente se utiliza un anticuerpo anti-DNA conjugado con
ureasa el cual al reaccionar con urea propicia un cambio de pH que
es detectado por un sensor. Este método se usa para detectar hasta
2 pg de DNA.

28

PCR

Es un meétodo sencillo y rapido capaz de sintetizar millones de
copias idénticas de una secuencia definida de DNA partiendo de una
simple copia.

62

Tabla 2.

Meétodos para cuantificar DNA

11.- PRINCIPIO DE LA TECNICA DE DOT-BLOT

El sistema no-radioactivo incorpora un nucledtido modificado con digoxigenina
(hapteno esteroidal) durante la sintesis de DNA o RNA el cual puede usarse para
la hibridacién y posterior deteccion con color o luminiscencia.

Existen diversas técnicas para marcar DNA, como marcaje al azar, que esta
basada en la hibridacion de oligonucleétidos de 6 a 12 bases de largo y con
secuencia al azar a un molde de DNA. La enzima Klenow sintetiza DNA a partir
del extremc 3°OH de
rribonucledtidos que contienen desoxiuridin-trifosfato modificado con digoxigenina
(DIG-dUTP). Esto resulta en la incorporacion de DIG en la cadena de DNA
sintetizada. Este DNA puede ser detectado con anticuerpos anti-digoxigenina, que

los oligonucleétidos, utilizando una mezcla de desoxi-
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tengan acoplada una enzima como fosfatasa alcalina, la cual cataliza (a
degradacién de un sustrato que genera una sefal que puede ser detectada por un
método colorimétrico o quimioluminiscente.

12.- PRINCIPIO DE LA TECNICA DE REACCION EN CADENA DE

LA POLIMERASA (PCR).

En abril de 1983 Kary Mullis desarrollé la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) por lo cual recibié el premio Noébel de quimica en 1993. La PCR es una
metodologia que se puede utilizar para la deteccién de tedricamente una sola
molécula de DNA de la secuencia buscada. Por medio de esta técnica se aumenta
artificialmente el nimero de copias del DNA, lo cual nos permite su deteccién en

geles de agarosa o poliacrilamida.

Para realizar la reaccidn se requieren dos oligonucledtidos (iniciadores)
especificos que se hibridan a las cadenas de DNA opuestas en una molécula
blanco, flanqueando una regidn que se va a amplificar. Posteriormente se realiza
la sintesis de DNA, utilizando la enzima termoestable DNA polimerasa (Taq). La
reaccidn se lleva a cabo mediante ciclos sucesivos que comprenden tres
temperaturas. Desnaturalizacién a 94°C en {a cual las dos hebras del DNA molde
se separan en cadenas sencillas. Alineamiento de los iniciadores, se logra a una
temperatura entre 37-60°C, en ella los oligonucledtidos se acoplan con su regién
complementaria en las cadenas de DNA, flanqueando el fragmento que se va a
amplificar. Extensién o sintesis de DNA, se lleva a cabo a 72°C, en esta
temperatura se incorporan los desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTP s) a partir
del extremo 3° de los oligonucledtidos durante la sintesis de DNA con la Taq-
polimerasa. El resultado de esta reaccidn es la acumutacion exponencial de
moléculas de! DNA problema, considerando que cada producto sintetizado sirve
como molde, el numero de copias de DNA se duplica cada ciclo de reaccién, por lo
que en 20 ciclos se obtendrian aproximadamente un millon de copias (2°°) del
DNA blanco (12,66).
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. JUSTIFICACION

Las Normas Internacionales para produccion de biolégicos a partir de cultivos
de lineas celulares continuas establecen un limite maximo permisible de DNA
residual celular (10 ng/dosis), en vacunas utilizadas por via intramuscular con
el fin de evitar los riesgos que dicho DNA pueda representar como son la
tumorigenicidad o la presencia de genomas virales (41).

Para poder desarrollar una vacuna antirrabica humana que pueda competir en
el mercado internacional, es necesario cumplir con todos los controles de
calidad establecidos por la OMS y la FDA (Food and Drug Administration), lo
cual implica entre otros, determinar la cantidad de DNA residual por dosis de

vacuna.

Es imprescindible estandarizar un método adecuado de cuantificacidon del DNA
residual ya que esta técnica sera la base de la validacion del método de
purificacién de la vacuna (41). Para ello, también es necesario estandarizar el
método de extraccidon que garantice la posterior deteccidn de dicho DNA (50).

IV. OBJETIVOS

e Estandarizar un método de extraccion de DNA a partir de monocapas
de células Vero y de muestras de vacuna antirrabica humana a
granel.

e Estandarizar el método de Dot-Blot utilizando digoxigenina para
marcar el DNA y realizar la cuantificacion de las muestras
mencionadas en el punto anterior.

e Estandarizar la técnica de PCR para determinar la cantidad de DNA
residual en las muestras mencionadas en el primer punto.




V. MATERIAL Y METODO

MATERIAL BIOLOGICO:
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« DNA de células Vero (extraido a partir de una monocapa confluente de

células en una botella de 175 cm?).

e Virus Purificado (muestra obtenida como producto de la purificacion del virus
rabico por ultracentrifugacion en flujo continuo, ver figura 6y 7).

REACTIVOS.
Acido Maléico
Acrilamida
Bicarbona de sodio
Bisacrilamida
Bromuro de etidio
Citrato de sodio
Cloruro de sodio
dNTP’s

DNAzol

Etanol absoluto

® & 6 6 & ¢ ¢ o6 o o o

Estuche de marcaje de DNA con

digoxigenina

¢ Estuche de deteccién de DNA
marcado

+ Gentamicina

*

¢ 6 0 0

® 6 6 4 & 0

Hidroxido de sodio

Marcador de peso molecular
®X174 digerido con Hae lll

Medio 199 1X

Persulfato de Amonio

Sacarosa

Solucién fijadora y reveladora

para fotografia

Taq Polimerasa (5 U/ul)

TEMED

Tripsina

Tris-HCL

Tween 20

Verseno

Suero Fetal Bovino
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EQUIPO

Y

Y VY VY

Balanza analitica (OHAUS).

Balanza granataria (OHAUS).

Bl1O-DOT (GIBCO-BRL).

Camara de electroforesis vertical (Pharmacia).

Camara de Neubauer.

Centrifuga (HERMLE).

Coss-Linker (HOEFER). Instrumento para fijar DNA a la membrana de Nylon.
Analizador de imagenes Eagle-Eye (STRATAGENE) que puede detectar las
bandas de DNA que se encuentran en un ge! tefilido con bromuro de etidio y
permite analizar concentraciones por densitometria.

Gene Quant (PHARMACIA). Instrumento para cuantificar material genético
(DNA, RNA ) cuya base es la espectrofotometria.

Incubadora 37°C.

Microscopio invertido (OLYMPUS).

Termobloque (THERMOLYNE).

PROCEDIMIENTO

Extraccién de DNA a partir de una monocapa confiluente de Células Vero en
una botella NUNC de 175 cm?®.

1)
2)

3)

Descartar el medio de las células.

ARadir 5 mL de una solucién de Tripsina-Verseno (0.05% - 0.05%) y enjuagar
|la monocapa y la botella. Descartar.

Afadir 1 mL de la misma solucidn de Tripsina-Verseno e incubar
aproximadamente 10 minutos a 37°C hasta que las ceélulas estén listas para
desprenderse (se observan opalescentes a contra luz y comienza a
desprenderse la monocapa y las células se observan redondeadas en el

microscopio invertido a 40X).
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4) Bajar las células golpeando ligeramente la botella.

5) Anadir 5 mL de Medio (M-199 1X, NaHCO3 0.17%. Suero Fetal Bovino 5%,
Gentamicina 0.0077%) para detener la accién de la Tripsina-Verseno.
Resuspender las células varias veces, evitando que queden ceélulas
conglomeradas y se forme espuma.

6) Medir el volumen de la suspensién celular y hacer una cuenta en camara de
Neubauer.:

7) Utilizar el volumen necesario de ia suspension celular para tener 1-3 x107
células en uyn tubo de centrifuga de 15 mL.

8) Centrifugar a 3000 rpm 10 min.

9) Eliminar todo el medio por decantacién

10) AnAadir 1mL de DNAzol.

11) Horho‘g'enizar la suspension celular con una pipeta de 1 mL, utilizando una
punté con un corte a 3 mm del extremo.

12) Incubéf a temperatura ambiente 5 minutos y posteriormente afnadir 500 ulL de
Etanol Ab"soluto (grado biologia molecular).

13) Invertir 10 veces y esperar unos segundos a que el DNA se precipite.

14) Con una punta para medir volumen de 1 a 200 ul, recuperar la hebra formada
de DNA y sumergirla en un tubo eppendorf que contenga 1 mL de Etanol al
95% (2 veces).

15) Dejar secar el DNA en un tubo Ilimpio a temperatura ambiente
aproximadamente 15 minutos.

16) Disolver et DNA con 300 uL de agua inyectable. Si no se disuelve el DNA, se
debe incubar a 56°C una hora.

17) Cuantificar el DNA por espectrofotometria en el Gene Quant.

18) Hacer una dilucién para tener una muestra de 1 mbL con una concentracion de
2 ng/ ulL de DNA de células Vero.

19) Hacer alicuotas de esta dilucion, en 6 tubos de 0.5 mL con 150 ulL cada uno.

20) Guardar a —20°C.
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Extraccion de DNA a partir de wuna curva estandar y de la muestra

(purificado).

1) Colocar en una gradilla 5 tubos eppendorf de 1.5 mL y marcarios como 0, 1, 5,
10 y 50 (respectivamente) para realizar la curva de DNA. Afiadir a cada tubo la
respectiva cantidad partiendo de la solucion de 2 ng/mL de DNA de células
Vero. Posteriormente afiadir a cada tubo 300 ulL de Sacarosa al 35%.

2) Por otro lado, colocar 300 puL de la muestra problema en un tubo de 1.5 mL.

3) Agregar 200 uL de DNAzol (thiocianato de guanidinio GIBCO) a cada tubo.

4) Homogenizar por inversion de 3-6 veces. Incubar 10 minutos a temperatura
ambiente.

5) Anadir 100 uL de etanol absoluto grado biologia molecular.

6) Homogenizar por inversién de‘3-6 veces. Incubar a temperatura ambiente 20

~

minutos. :
7) Centrifugar a 12 000 rpm 15 min a 4°C, siempre acomodando la abertura del

para; sin saber en qué lugar queda el botén, ya que éste

tubo hacia eI centro.

no se ‘obserya re
8) Decantar el tubo'y

posicién 5 minutos. :
9) Limpiar el tubo por dentro con un papel filtro Whatman SIN TOCAR el fondo,

escurrirlo sobre un papel filtro. Dejario en esta

ya que es ahi donde se encuentra el DNA.

10) Limpiar nuevamente el interior con un papel filtro humedo y posteriormente
con uno seco.

11) Dejar 5 minutos boca arriba el tubo a temperatura ambiente.

12) Anadir 500 pl de etanol al 95%. Invertir ef tubo 3-6 veces.

13) Centrifugar a 12,000 rpm 15 min a 4°C. Decantar el etanol y dejar boca abajo
el tubo sobre un papel filtro de 15-20 minutos.

14) Disolver el DNA en 25 L de agua inyectable.

Nota: Se utiliza sacarosa con una concentracion de 34 - 35% en la curva de DNA con el fin de
simular las condiciones en las que se encuentra la muestra, ya que después de la purificaciobn por
gradiente continuo el virus y el DNA celular (si es que existe) se encuentran en una solucién de
sacarosa con la concentracién mencionada.

Los pasos 12 y 13 se realizan con la finatidad de limpiar cualquier residuo de DNAzol que queden
en las paredes, ya que al afiadir el etanol dichos residuos se precipitan e inhiben la reacdén de

PCR
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Técnica de Dot-Blot
1) Realizar una extraccion de 500 L de purificado (producto a granel de la

2)

3)

4)

S)
6)

7)
8)

9)

vacuna) y en paralelo sembrar 10 ng de DNA de celulas Vero en S00 ul. de
sacarosa al 35% para obtener una curva patrén (ver pagina y 32). Extraer el
DNA y resuspender en 10 uL de agua inyectable.

Calentar a ebullicién en bafio de agua los 10 ul en los que se diluye el DNA
durante 10 minutos y al terminar colocar rapidamente en hielo otros 10

minutos.
Afiadir a cada tubo los siguientes elementos del estuche de Marcaje de

DNA con digoxigenina: 2 uL del tubo 5 (hexanucleodtidos), 2 ulL del tubo 6
(dNTP's), 1uL del tubo 7 (enzima Klenow) y 5 uL de agua inyectabile.
Centrifugar a 11,000 rpm 10 segundos, para asegurar que los 20 ul se
encuentren en el fondo del tubo.

Incubar a 37°C durante 22 horas.
Detener la reaccién calentando el tubo a 65°C durante 10 minutos y

posteriormente introducirlc en hielo 10 minutos.

Centrifugar a 11.0000 rpm 10 segundos.
En una microplaca de 96 pozos sobre hielo, realizar diluciones 1:2 de cada

tubo como se indica a continuacion:

A1-A12: colocar 5 pL. de agua inyectable en cada pozo.
Arfiadir al primer pozo (A1), 5 pl. del tubo con 10 ng de DNA marcado con
DIG (contro! de marcaje).
Homogenizar y pasar 5 pl. al siguiente pozo y asi sucesivamente hasta el
pozo 12 sin olvidar descartar los uitimos 5 plL de éste, ya que de lo
contrario tendria 10 ul en lugar de § como todos los demas.

Agregar a cada pozo 45 ul de agua inyectable.

10) Repetir los pasos anteriores en la fila 81-B12, utilizando el DNA extraido a

partir de sacarosa al 35% con 10 ng de DNA de células Vero (curva patréon).

11) En los pozo C1-C12 utilizar el DNA extraido a partir de 500 ul del

purificado (producto a granel de la vacuna).
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12) En la fila D1-D12 colocar testigos negativos (DNA de células Vero sin
marcar, sacarosa y agua) para comprobar que las reacciones posteriores
sean adecuadas y no haya inespecificidad.

13) Transferir el volumen de cada pozo (50 ulL) a un aparato para Dot-Blot
(B10-DOT) previamente armado con una membrana de nylon de 8x12 cm
cargada positivamente y un papel filtro Whatman entre la primera y la
segunda placa del mismo. La membrana debe haber sido humedecida con
una soluciéon SSC 2x.

14) Conectar el vacio durante 10 minutos.

15) Lavar cada pozo de la microplaca con 50 uL de agua inyectable y transferir
nuevamente al pozo correspondiente del BIO-DOT. Conectar el vacio 10
minutos. . © 2

16) Desarmar el"BAIO—DOT y pasar la membrana a un papel filtro seco.

17) Fijar el DNA a la membrana exponiéndola (con las muestras hacia arriba) a
luz UV con intensidad de 250 joules dos veces utilizando el Cross-Linker,
pasar léAmembrana a un recipiente y afadir 10 mL de Amortiguador “A".

18) Agitar a temperatura ambiente durante 1 minuto y descartar la solucién.

19) Afdadir 15 mL de Amortiguador “B” y mantener en agitacién a temperatura
ambiente durante 1 hora. Descartar.

20) Agregar 15 mL del Anticuerpo antidigoxigenina diluido 1:10,000 en
amortiguador B (1.5 ulL. de anticuerpo en 15 mL de amortiguador B),
mantener en agitaciébn a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Descartar.

21) Realizar dos lavados de 15 minutos cada uno en agitacidn a temperatura
ambiente con la Solucion de Lavado. Descartar.

22) Afiadir 20 mL de la Solucion de Deteccidn, agitar durante § minutos a
temperatura ambiente. Descartar.

23) Anadir 1 mL del sustrato CSPD (dioxietano) 0.25 mM y con la micropipeta
de 1000 L esparcirlo por toda la membrana durante 5 minutos (recuperar
el sustrato y guardario a 4°C en un eppendorf ambar para utilizarlo una vez

mas).
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24) Dejar escurrir la membrana y colocarla sobre un papel filtro seco para
eliminar el exceso de CSPD. Introducir la membrana entre un par de
acetatos e incubar a 37°C 15 minutos en obscuridad.

25) Meter la membrana en un cassette para rayos X y en el cuarto obscuro
colocar una placa para rayos X. Dejar en la obscuridad de 10-15 minutos.
26) Revelar la placa (en el cuarto obscuro) sumergiéndola 2 minutos en
solucién reveladora, 30 segundos en agua, 2 minutos en solucién fijadora y

30 segundo en agua. Dejar secar a temperatura ambiente.

27) Capturar la imagen de la placa en el analizador de imagenes EAGLE-EYE

y utilizar 1a herramienta de densitometria para obtener los datos de cada

muestra.

Técnica de PCR
Para cada reaccién de 50 ul se necesitan las siguientes concentraciones finales:

a)
b)
c)
d)
e)

Deoxinucleétidos trifosfatados (dNTP’s) 0.2 mM de cada uno.

Tris-HCI 10 mM pH 8.5, KCi 50 mM (Buffer para PCR).

MgClz 2.5 mM.
Iniciadores de globina 20 pmoles de cada uno.
Taq Polimerasa § unidades.

Los oligonucledétidos estan basados en la secuencia del gen de p—globina humano,
pero presentan gran homologia con el mismo gen en varios primates, incluyendo
el mono Verde Africano. Los iniciadores utilizados acotan una region de 242 pares

de bases y tienen la siguiente secuencia:

GLO1 5-CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC-3°
GLO2 5'-GAA GAG CCA CGG ACA GGT AC-3°
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Por cada experimento se debe utilizar:

«* Una curva patrén de 0, 1, 5, 10 y 50 ng de DNA de células Vero afadidos a
sacarosa al 35% antes de la extraccion.

< Un testigo positivo empleando 5 ul. DNA de células Vero [2 ng/uplL].

< Un testigo negativo anadiendo 25 ut de agua en lugar de la muestra.

El! programa que se utiliza en el termociclador es el siguiente:

a)
b)

c)
d)

Un ciclo inico de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos.

Cuarenta y tres ciclos de amplificacion consistentes en: desnaturalizacién a
94°C durante 15 segundos y de alineamiento/extensidn a 60°C durante 20
segundos.

Una extension final de 2 minutos a 60 °C.

Indefinidamente a 4°C.

Para observar los productos de PCR, se hacen migrar en un gel de poliacrilamida

al 6%, de la siguiente manera:

a)
b)
c)

d)

e)

)
h)

Armar la camara vertical HOEFER.

Vaciar la solucién de poliacrilamida al 6% y dejar polimerizar.

Colocar en el primer pozo 1.5 ul de marcador de peso molecular ®X174
digerido con Hae !/ diluido a una concentracién de 0.1 ug/ pL.

Colocar en los siguientes pozos 20 ul. de cada producto de PCR mezclado
con 3 pL de buffer de carga.

Utilizar regulador TBE 1X y 100 Volts durante 50 minutos para permitir la
migracién de los productos de PCR.

Sacar el gel de la camara y tefiirlo en una solucién de bromuro de etidio 0.5
mg/ml durante 30 minutos.

Lavar el gel.

Observar el gel bajo iluminacién ultravioleta en el analizador de imagenes
Eagle Eye.

Comparar la banda de la muestra con las de {a curva patrén.
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Vi. RESULTADOS
DOT-BLOT

6.1.- CONTROL DE MARCAJE DE DNA Y NIVEL DE DETECCION.

Reportes en la literatura (62) indican que los métodos de hibridacidon con sondas
marcadas no tienen la suficiente sensibilidad para la deteccion y cuantificacién de
cantidades de DNA dentro del rango esperado para los objetivos del presente
trabajo. Por ello se eligi6 la estrategia de marcaje directo a partir del DNA extraido

de las muestras problema.

Para probar la factibilidad de esta propuesta se realizé una curva de DNA de
células Vero marcado con DIG., con el fin de determinar la menor cantidad
detectable por este método. Se marcd 1 ng de DNA y se realizaron diluciones
logaritmicas que se colocaron en una membrana en concentraciones de 1 a 1x10°
pgy de 5 a 5x10° pg.

La figura 8 muestra la deteccién del DNA marcado en un ensayo de Dot-Blot. Se
puede observar que este método permite la deteccidén de hasta 1 pg de DNA (AS8),
sin embargo la sefial mas nitida se observa a partir de 5 pg (B5).

1 2 3 4 S5 6
A
B
Fig. 8. Detecc:n de“-di;ér.entesl;.. i ‘ de DNA mar mn DIG,

fijadas a membrana y detectada por qQuimioluminiscencia. Fila A:
diluciones logaritmicas de 1 x10® a 1 pg; Fila B: diluciones logaritmicas

de 5x10% a 5 pg: B6: control negativo (agua). ‘ TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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6.2.- DETECCION DE DNA A PARTIR DE MUESTRAS PROBLEMA.

Se llevaron a cabo 3 ensayos de Dot-Blot (A-C) marcando directamente el DNA
obtenido de las muestras problema y de la curva patréon. El marcaje se realizd
durante 22 horas siguiendo las indicaciones del fabricante.

En cada uno de los experimentos se incluy6 una curva de diluciones seriadas 1:2,
partiendo del DNA extraido de 500 pl. de una solucién de sacarosa con 10 ng de
DNA de células Vero. De la misma forma se hicieron diluciones seriadas 1:2 del
DNA marcado, extraido de las muestras problema, partiendo de S00 ubL de
purificado (producto a granel). En cada membrana se incluyeron controles
positivos (DNA control del marcaje) y negativos (agua, solucidon de sacarosa al
35% y DNA de células Vero sin marcar).

En la figura 9 y 10 se presentan dos ejemplos de los resultados de Dot-Blot que
incluyen: el DNA de control de marcaje; el de la curva patron y el de la muestra
problema, ademas de los controles negativos sefialados arriba.

Figura 9. Cuantificaciéon de DNA extraido de purificado {producto a granel).

Linea A1- A12: Curva de DNA de Células Vero (10 ng — 2 pg): B1-12: Curva de DNA
extraldos a partir de Sacarosa + 10 ng de DNA de células vero; C1-C12: DNA extraido
de 500 upulL de purificado (muestra problema); Fila D controles negativos: D1-D6:
Sacarosa, D8-D9: agua, D11-D12: DNA de células Vero sin marcar.

TESIS COM
FALLR DE_ORIGEN
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Figura 10. Cuantificacién de DNA extraldo de purificado (producto a graneil).

Linea A1- A12: Curva de DNA de Ceélulas Vero (10 ng — 2 pg); B1-12: Curva de
DNA extraidos a partir de Sacarosa + 10 ng de DNA de células vero; C1-C12 y
D1-D12: DNA extraido de 2 muestras de 500 pl de purificado (fmuestras problema).

La placa obtenida de cada ensayo se analizdé en el procesador de imagenes
Eagle-Eye para obtener valores de densitometria tanto de las curvas patron como
de las muestras problema procesadas en cada ensayo.

Para poder realizar el analisis de la cantidad de DNA en las muestras del producto
purificado, se construy® una curva estandar con los 5 primeros valores de
densitometria que se obtuvieron de las extracciones de DNA de la curva patron
(B1-B5)., ya que estos 5 puntos corresponden a la fase lineal de la grafica.
Después de una regresion lineal a los datos de la curva estandar, se realizé la
interpolaciéon de los valores de densitometria de las muestras problema en la
ecuacidn de la recta correspondiente de cada experimento. Las figuras 11-13
muestran los resultados de este analisis.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Curva estandar del experimento A

m = 23938
b = 27737
Densidad r’= 0.984
50,000 /
45,000 /
40,000 - L
35,000
- DNA (ng) _|__Densidad
0.625 21291
30.000 1.25 32173 |
B 3.5 36832 |
. 5 45221
25,000 10 50798 —
20,000 +————— — . T .
©-0.4 - 0.2 01 0. 0.6 0.8 1 1.2

Log Cantidad de DNA

Figura 11. Curva estandar del experimento DOT A mostrando los parametros de
la regresion lineal (m y b) y su coeficiente de correlacién (r°)
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Curva estandar del experimento B

m =31995
Densidad b = 41630
r#=0.9952
75,000
70,000 / :
65,000

60,000

65,000

50,000 -

Densidad

45,000 T
46333
40,000 53279 —
- 64390
73468
35,000 —
30,000 -—— — - - . . .
-0.4 55020 0 0.2 0.6 0.8 1 1.2

Log Cantidad de DNA

Figura 12. Curva estandar del experimento DOT B mostrando los parametros
de la regresion lineal (m y b) y su coeficiente de correlacion (r?).
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Curva estandar del experimento C

m = 105563
Densidad b = 11040
> = 0.9896

21,000 //
19,000

17.000,

DNA (ng) Densidad
0.625 9251 | |
1.25 232
2.5 564
£ 63
10 2143 —
9,000 +———2 - , . . . .
04 =02 0 02 ‘04 06 08 1 1.2

Log cantidad DNA

Figura 13. Curva estandar del experimento DOT C mostrando los parametros
de la regresidn lineal (m y b) y su coeficiente de correlacion (r?).
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En la tabla 3 se presentan los resultados del analisis de la cantidad de DNA de los
3 primeros 'puntds de cada muestra problema. Para cada muestra la primera
columna’ cérfesponde a los valores de densidad obtenidos con el analizador de
imégenes,' mientras que la segunda contiene la cantidad de DNA calculada a partir
de la interpolacion de los valores de densidad de cada punto en la ecuacién de la
recta correépondiente, cuyos parametros de regresion lineal (m y b) se indican
para cada experimento. Esta estimacion de DNA ya incluye el factor de dilucién
utilizado pafa la preparacion del dot-blot.

Muestra 1 2 3 4
m=23938 b=27737 | m=23938 b=27737 | M=31995 b=41630 m=10553 b=11040
?=0.984 = 0.984 = 0.9952 = 0.9896

Dilucién | Densidad DNA Densidad DNA Densidad DNA Densidad DNA

(ng) (ng) (ng) (ng)
- 27228 0.94264 27935 1.00881 43903 1.14223 12761 1.45567
1:2 16792 0.69250 28398 2.10930 32510 0.90448 2062 1.29888
1:4 7503 0.56794 9718 0.70245 24118 0.91420 5609 1.22288

Tabla 3 Determinacion de la cantidad de DNA residual de células Vero en 4 muestras problema
{purificado), interpoladas en !a ecuacidn de la recta correspondiente.

Se realizé un analisis de varianza de una via (ANOVA) encontrando un valor de
razén de varianza (RV) de 1.468, menor que el tabulado (4.07) a una p=0.05 por lo
asumimos que no existe diferencia significativa en los valores estimados de DNA
entre las muestras. Asi, se promediaron los valores de DNA calculados para todas
las muestras obteniendo una estimacion de DNA residual de células Vero de
1.08 + 0.42 ng en 500 ul. de producto purificado, con un coeficiente de variacion
de 38.6% y un rango de valores de 0.57 a 2.1 ng/ S00 uL.
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Por otro lado, se promediaron los valores obtenidos en las muestras problemas sin
diluir (correspondientes al primer punto en los dot-blots), ya que asi se evita al

maximo las variaciones

inducidas por errores experimentales durante

la

manipulacién en el proceso. De esta forma el promedio de DNA residual de
células Vero fue 1.14 + 0.23 ng / 500 uL, con un coeficiente de variacion de 20% y

un rango de valores de 0.94 a 1.45 ng / 500 plL.

PCR

6.3.- ESTANDARIZACION DE LA EXTRACCION DE DNA.

Se realizaron diferentes métodos de extraccion de DNA (tabla 4) con ta finalidad
de elegir el mas adecuado para lograr nuestro objetivo. Se eligio el indicado en el
altimo renglon de la tabla, debido a que con éste se lograron los mejores

resultados.

METODO

CONDICIONES

OBSERVACIONES

Isotiocianato de
guanidina 5M / SDS 1%

Con y sin lavados con citrato de
sodio 0.1M en etanol al 10%

Presencia de inhibidores
Bajo rendimiento

Fenol-Cloroformo-
alcohol isoamilico

Precipitacion con etanol con y
sin lavados con citrato de sodio
0.1M en etanol al 10%

Bajo rendimiento

Columnas QUIAGEN

Instrucciones del fabricante

Alto costo

DNAzol

Diferentes volumenes de
DNAzol

Presencia de inhibidores

Lavados con citrato de sodio
0.1M en etanol al 10%

8ajo rendimiento

Limpieza del tubo con papel
filtro

Con la limpieza del tubo se

elimina el exceso
DNAzol evitando asi
inhibicion

del
la

Tabla 4. Métodos utilizados para extraer DNA residual de célutas Vero.
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6.4.- ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES DE LA
REACCION DE AMPLIFICACION.

Se estandarizaron las condiciones de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa,
realizando variaciones en el programa del termociciador utilizando un programa
con tres temperaturas (desnaturalizacion, alineamiento y extensién) y otro
programa con dos temperaturas (desnaturalizaciéon y alineamiento/extension).
También se probaron diferentes concentraciones de MgCl; y cantidades de
primers y Taq Polimerasa. En la figura 14 se presentan los resultados de la

estandarizacion de la concentraciéon de iniciadores.

1353

310, 281
271
+— 242 pb

234
194

pmoles de iniciadores 2 4 6 8 10 20 T-

Fig. 14 Efecto de la concentracion de iniciadores en la amplificacion del
producto de PCR del gen de p-globina (242 pb). Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% tefiido con bromuro de etidio. Carril 1 marcador de
peso molecular ®X174 / Hae 1l ; carriles 2-8, producto de PCR utilizando
cantidades crecientes (0-20 pmoles) de primers; carril 9 testigo negativo
{agua en lugar de DNA de células Vero).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Una vez . ci‘l.ie se - ajustaron las condiciones para una adecuada reaccién de
amphf‘caclén se trabajé bajo los siguientes parametros: MgClz 2.5 mM, dNTP’s 0.2
6 Tﬁs-HCI 10 mM pH 8.5, KCi 50 mM, 20 pmoles de cada uno de
los mlcnadores de glbbma yS5 unidades de Taq Polimerasa.

El perfil de yternperaturasytihza’r_dés para el ’ter'mociclador se esquematiza abajo.

'94.0 940"

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

43 ciclos

Antes de procesar las muestras problemas para la cuantificacién de DNA residual
en ellas, se trabajé en la amplificacion de DNA partiendo de cantidades conocidas
de DNA de células Vero como estandares de cuantificacién. Después de varias
pruebas se logré amplificar de forma repetitiva el DNA extraido a partir de
muestras con 0, 1, 6, 10 y 50 ng de DNA sembrados en sacarosa al 35%
simulando las condiciones en las cuales se encuentra la muestra problema.

En tas figuras 15 y 16 se muestran dos ejemplos de la amplificacién de estandares
de cuantificacion. En los resultados que se presentan en la figura 15 se observa
una gradacion en la intensidad de las bandas, que se corresponden con la
cantidad de' DNA que se sembroé en los diferentes estandares de cuantificacion. En
algunos de los ensayos se observaron intensidades de bandas contradictorias
para 2 cantidades diferentes de DNA de inicio, como se puede observar en ia
figura 16 donde la sefial del carril 5 (10 ng de DNA) fue menor a la del carril 4 (5

ng).
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pb
1353
1078
872
003

310,281 42 pb
- 2 p

Fig. 15 Efecto de la concentracion de DNA en la amplificacién del producto
de PCR del gen de p-globina (242 pb) Electroforesis en gel de poliacritamida
al 6% tefido con bromuro de etidio. Amplificacion a partir de la extracciéon de
diferentes cantidades de DNA de células Vero. Carril 1 marcador de peso
molecular ®©X174 / Hae Il ; carriles 2-6 productos de PCR obtenidos a partir
de 0, 1, 5, 10 y 50 ng de DNA de ia curva patréon.

. pb

1353
1078
872

603
- 242 pb
310,281
271
234
194
118

72

Figura 16 Efecto de la concentracion de DNA en la amplificacion del
producto de PCR del gen de p-globina (242 pb) Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% tenido con bromuro de etidio. Amplificacion a partir de
ia extraccion de diferentes cantidades de DNA de ceélulas Vero. Carril 1
marcador de peso molecular ®X174 / Hae Il ; carriles 2-6 product
PCR obtenidos a partir de 0, 1, 5, 10 y 50 ng de DN.
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Después de lograr resultados repemlvos en la extra cnén y mphﬁcacnon de DNA a
partir de los estandares de cuantnf’cacuén .se procedlé a reallzar los ensayos de
PCR con DNA extraido de las muestras problema En la fgura 17 se presentan los
resultados de la ampllficauén de un fragmenlo de 242 pb del gen de B-globina en
los estandares y en el DNA obtenldo de 300 uL de purlﬁcado (muestra problema).
Se puede observar que la intensidad de banda en |la muestra problema es
comparable a la que se obtuvo en el carril correspondiente a 1 ng de DNA de la

curva patrén. En ninguno de los ensayos que se realizaron se obtuvo una
intensidad de sefal mayor a ésta. Por el contrario, en varias ocasiones no se
encontrd producto de la amplificaciéon.

310,281
271 “— 242 pb
234
194

Fig. 17 Electroforesis en gel agarosa al 4% teriido con bromuro de etidio.
Amplificacion del gen de B-globina (242 pb) a partir de la extraccion de
diferentes cantidades de DNA de células vero y del purificado. Carril 1
marcador de peso molecular ®X174 / Hae |ll ; carriles 2-6, extractos con
0, 1, 5, 10 y 50 ng de DNA molde respectivamente: carril 7 muestra
problema (purificado).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Con el fin de descartar la presencia de inhibidores en las muestras problema, que
afecten el rendimiento en la amplificacién (y por ende ia no amplificaciéon en varias
pruebas, o la ba]a intensidad de las bandas obtenidas), se realizaron extracciones
de DNA" (por duplicado) de 300 pl. de 2 muestras. Uno de los tubos de cada

muestra se procesé directamente para la extraccion, mientras que al los
dupllcaqos se les afadieron 5 y 10 ng de DNA de células Vero respectivamente,
antes de ™ extraccion de DNA y posteriormente se realizé el ensayo de PCR. En
la figura 18 se presentan los productos de amplificacion de dichas extracciones.
Se puede 6bservar que ambas muestras presentaron amplificacion, sin embargo
en las réplicés a las cuales se les aiiadid DNA externo la intensidad de la sefial
resultdé mucho mayor, lo cual indica que no tenemos inhibidores que afecten el
proceso de la PCR y por lo tanto, las muestras problema realmente contienen muy

poco DNA residual.

pb
1353
1078
872

603
310,281
271
234
194

1ms

72

Fig. 18 Electroforesis en gel de acrilamida al 6% tefiido con bromuro de
etidio. Amplificacion del gen de p-globina (242 pb) a partir de extractos de
purificado. Carril 1 marcador de peso molecular ®X174 / Hae Ill | carriles
2 y 3. extraccién a partir de 300 u! de purificado; carriles 4 y 5, extraccion
de S y 10 ng de DNA en 300 u! de purificado; carril 6 testigo negativo
(agua).

«+— 242 pb
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VIl. DISCUSION

La rabia es una de las zoonosis mas importantes que afectan al mundo. Debido a su
curso inexorablemente letal ha sido imprescindible desarrollar vacunas de calidad
optima que se sujeten a normas de clase mundial para prevenir dicha enfermedad.

E! uso de lineas celulares como sustrato en la produccién de vacuna antirrabica
humana ha marcado un avance ifnpéhénte en el desarrollo de dichas vacunas, debido
a su mayor eficiencia de pfcdu.iccién y menores efectos adversos. Sin embargo,
también existen riesgos como son la presencia de virus y otros agentes transmisibles,
proteinas promotoras de crecimiento y el DNA residual que se encuentre en las
vacunas, por lo que el Comité de Expertos de la OMS determindé como niveles
maximos aceptables hasta 10 ng de DNA en una dosis de vacuna purificada.

Con el fin de cumplir con el contro! de Calidad de la vacuna antirrdbica humana en lo
que respecta a la cantidad de DNA residual de células Vero, se desarrolld el presente
trabajo en el que encontramos que el método de Dot-blot tiene una sensibilidad de
deteccidn de hasta 1 pg cuando se marca directamente la muestra. Esto representa
una gran ventaja puesto que las cantidades detectables son mucho menores que las
perseguidas por este trabajo.

Las muestras extraidas de producto a granel de vacuna, se compararon contra la
curva patron realizada a partir de la extraccibn de 10 ng en sacarosa para
aseguramos de simular la pérdida del material genético que ocurre durante la
extraccion, por lo que es imprescindible utilizar una curva patron para cada ensayo
con el fin de interpolar en ella los valores que se obtengan de las muestras problemas.
No es valido elaborar una sola curva patrén y los ensayos subsecuentes interpolarios
en dichos valores, ya que por las condiciones de marcaje, deteccion y revelado de las
placas, cada Dot tiene variaciones y presenta diferentes intensidades dependiendo de
las soluciones de deteccion (principalmente del CSPD, del tiempo de exposicion antes
de revelar y de la calidad de las soluciones de revelado.
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Se decidid realizar la extraccién de 500v uL de - purificado debido a que dicha
cantidad excede lo que en realidad se podria utilizar para una dosis de vacuna
antirrabica humana, por lo que al utilizar este volumen podemos asegurar que la
cantidad de DNA encontrado no sera mayor que el que se puede encontrar por
una dosis de vacuna.

Después de analizar los datos obtenidos de las 4 muestras de purificado en
diferentes Dots, observamos que la variacion no es considerable entre el valor
promedio de los valores sin dilucién de cada muestra (1.1373 + 0.23 ng) y el
promedio de los 12 datos correspondientes a los tres primeros puntos de cada
muestra (1.0801 + 0.42 ng). Estos datos nos dan la certeza de que al realizar el
calculo por cualquiera de los dos métodos, el valor encontrado es mucho menor
que la norma implementada por la OMS (maximo 10 ng/dosis).

Aunque no: tomén en cuenta en los calculos todos los datos reportados para

lsh'alménte nos proporcionan una gran informacién, ya que de no
éiiéédor de imagenes, al observar la disminucién de la intensidad
'é‘s‘diferentes diluciones de la curva patrén y de la muestra, nos
lleva a reali una estimacion de la cantidad de DNA que habria en esta ultima
sin tenef una dato exacto, pero por lo menos podemos estimar si se exceden lo 10
ng o no'.: Cpn" todo lo anterior, podemos concluir que la técnica de DOT-BLOT es

contar con

una herrérh;iénta uatil y relativamente sencilla para determinar pequerias cantidades
de DNA (1pg).

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método muy fino que permite
detectar hasta una sola molécula de DNA; sin embargo es un proceso que
requiere de muchas precauciones para evitar contaminaciones y necesita
amplificar muestras de DNA que se encuentren puras y libres de inhibidores.

Se probaron varios métodos de extraccion y purificacion de DNA y se eligid la
técnica con DNAzol y la limpieza de! tubo con papel filtro antes de los lavados,
debido a que la Taq polimerasa es sensible a las pequenas cantidades del DNAzol
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que se quedan en las paredes (aun cuando no son visibles) lo cual propicia su
inhibicién evitando’ qué"s'é lleve a cabo la reacciéon de amplificacion. Este método
nos permmé extraer DNA "con Ia _pureza y rendimiento adecuados para
postenormem ' la PCR. El método de extraccion es un factor clave en el

éxito de la prueba ya que si no ‘se cuenta con un método estandarizado se puede

llegar a reportar canudades falsas.

Es necesario manejar los geles con mucho cuidado debido a que cuando no se
introduc;en’/adecuadamente los productos en el gel, puede ocurrir o mostrado en la
figura 16 en la cual la banda de DNA ampilificado correspondiente a la extraccion
de 5 ng, ,es' mas gruesa que la obtenida de la extraccion de 10 ng. Esto puede
deberse a que la deteccion en poliacrilamida es tan fina que cuando se pierde una
pequenia cantidad del producto es muy notorio. Ademas es importante realizar
todo el procedimiento con gran cuidado principalmente la extracciéon, debido a que
la pérdida de material genético por muy pequefia que sea, marca una diferencia
notable después de la reacciéon de PCR.

En la estandarizacion de los parametros con los cuales se llevaria a cabo la
reaccion, se tomdé en cuenta la posible inhibicion de la Taq Polimerasa y la
probable contaminacion por DNA humano que nos lleven a tener falsos positivos,
por lo que fue necesario extremar todas las precauciones utilizando un area Unica
de preparacion del coctel de PCR en donde se encontraba material desechable,
nuevo y estéril, micropipetas y marcadores exclusivos para esta técnica. Ademas
se utilizaron cantidades elevadas de iniciadores y de Taq Polimerasa (mayor que
las reportadas en la bibliografia) con el fin de asegurar el éxito de la reaccién adn
bajo la influencia de pequefnas concentraciones de inhibidores.

Se realizd la estandarizacion de la extraccion y amplificacién por triplicado de los
estandares de marcaje dentro del los cuales se pudiera comparar el resultado de
amplificacion correspondiente a la muestra problema.
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Para asegurar que en los resultados obtenidos para la amplif'c'acién‘de la muestra
probiema no habla interferencia por inhibicidn de la reaccién de PCR, se realizé un
ensayo en el que se extrajo y amplificod el DNA de dos muestras problema y de sus
duplicado en Ios cuales se sembro previamente 5 6 10 ng de DNA. De esta forma
se pudo comprobar que el resultado de comparar la banda de la muestra problema
con las de Ioé estandares de amplificacion, es confiable y no existe el problema de
inhibicion de;lai reaccién. El resultado de la extraccion y amplificacion del DNA de
300 L devariﬁcado que al compararlo con las banda obtenidas para la curva
patron, nos:da una cantidad aproximada de 1 ng la cual es comparable a la
obtenida por el método de Dot-blot y es mucho menor que el valor sugerido por la
OMS (maximo 10 ng/dosis).

La técnica de- PCR es muy Uutil para detectar pequefias cantidades de DNA
siempre y c'uayhdo' la muestra que se emplee se haya purificado extensivamente y
traiga consigo‘p'dSibles inhibidores.

La cuantifica _realizada por ambos métodos arrojan resultados similares, por lo

que ‘ambas técnicas pueden ser utilizadas para una

lquiera de los métodos o preferiblemente ambos,
s condiciones y material con que cuente el laboratorio que
técnicas y del tiempo que se tenga para realizar la determinacion.

emplee dicha
El hecho de .réalizar ambos procedimientos, contribuiria a reportar un resultado

mas certero.

Como ya se mencion®, es importante validar el método de extracciéon de DNA y
posteriormente el de cuantificacion, ya que se pueden utilizar como parte del
proceso de validacion del método de Purificacion.
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Vill. CONCLUSIONES

Se estandarizo la técnica de Dot-blot para cuantificar el DNA extraido de
muestras de purificado (producto a granel d/e' vacuna antirrabica), utilizando
una técnica de marcaje directo de DNA coh Digogi‘ge“nina.

La cantidad de DNA estlmado en las muestras fue ‘de 1.1373 * 0.23 ng/500
ul (un solo dalo de cada dot) Y d 1.0801. + 0. 42 nngOO pL (3 datos de cada
dot). Este“_‘vallto : m hoi meno que’el establecldo por la OMS el cuat no

cﬁahtiﬁcééiénﬂy de.  DNA residual de células Vero en producto a granel de

vacuna antirrabica humana.

Este trabajo sirve como base para la futura validacién de los métodos de
cuantificaciéon y por consiguiente del método de purificacion que se emplee
para eliminar el DNA residual de células Vero del producto a granel de

vacuna antirrabica humana.
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X. APENDICE

Amortiguador “A”

Acido maiéico 11.61g
NaCi 18.775 g
Ajustar pH 7.5 con NaOH.
Aforara 1000 mL

Amortiguador “B”
Hacer una dilucion 1:10 del reactivo
de bloqueo en amortiguador “A”

Buffer TBE 10 X
Tris-Borato 108 g
Acido Boérico 55¢g
EDTA 2mM pH 8.0 40 mL

Cloruro de Sodio 3 M
Cloruro de sodio 87.75 g
Aforar a 500 mL

Solucién de Deteccién
Tris-HCl 1M pH 9.5 2mL
NaCl 3M 0.666 mL

Solucién de Lavado
Tween 20 150 pub
Amortiguador “A” 50 mL
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Solucién de Poliacrilamida 6%
Acrilamida -bisacrilamida 2 mL

TBE 10X 1 mL
TEMED 10 pl
Persulfato de amonio 10% 100 pL
Agua 7 mL

Solucién SSC 20X

NacCl 175.5 g
Citrato de Sodio

Ajustar pH 7.5, aforar a 1000 mL.
Esterilizar por autoclave

Solucién SSC 2 X
50 mL de SSC 20X

450 mL de agua

Stock de Acrilamida-bisacrilamida

Acrilamida: 146 g
Bisacrilamida: 4 g
Agua: 500 mL

TRIS-HCI 1M pH9S
Tris-HCI 7889
Ajustar el pH a 9.5 con NaOH
Aforar a 500 mL
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