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RESUMEN

Wiktor (1985) vy Torres-Anjel (1988) describieron una pérdida de peso en
ratones adulios y lactantes rabiosos. Tomres-Anjel (1988} también hace mencién a
que en |a rabia existe una disminucién en la produccidn de somatoiropina que
causa el sindrome de emaciacidn. Montaho en 1993 {no publicado) cbservé que
al inocular proteina N del virus de la rabia en ratones C57BL/6 éstos mostraban un
aumento de tamano. Se observd un efecto similar al inocular Ia vacuna antirabica
tipo Fuenzalida. El objetivo de esta investigacion fue el de comparar el efecto del
virus de la rabia (CVS-11), de su nucleocdpside (NC) purificada y de la vacuna
antirdbica fipo Fuenzalida en el crecimiento de ratones de ias lineas BALB/c, C3H y.
C57BL/6. La nucleoccapside se purificd en gradientes de CsCl. Las concentraciones
obtenidas fueron 0.5 y 1.5 mg/ml. Se inocularon ratones lactantes y adultos con el
virus por via intracerebral y con nucleocdpside por via intraperitoneal a crias recién
nacidas comenzando el dia de nacimiento hasta el dia 4 y posteriormente los dias
10 y 15 de edad. El periodo de observacién fue de 21 dias. Se redlizaron
mediciones de peso y longitud cada tercer dia, al finalizar el pericdo de
observacion se cuantificd la concentracion de proteina total, glucosa y dacidos
grasos libres en suero. Los ratocnes rabiosos de las tres lineas tanto lactantes como
adultos mostraron disminucidn significaliva (p<0.05) en peso y longitud, se detectd
también un alza significativa en la concentracion sérica de proteina tota! y
glucosa. La inoculacidén de la vacuna indujo un aumento en pesc y longitud
significativo {p<0.05) en las fres lineas. No se detectaron diferencias significativas en
los parametros bioquimicos de estos individuos. Con 20 pg de NC {0.5 mg/ml), sélo
se inocularon ratones lactantes BALB/c. Estos presentaron emaciacion y muerte al
sexto dia de edad. Los inoculados con 60 pg/ml {1.5 mg/ml de NC) BALB/c
mostraron un aumento en longitud y en la concentracién de glucosa sérica
astadisticamente significativo {p<0.05). Dos camadas de la linea C3H aumentaron
significativamente (p<0.05) en peso y longitud, ia tercera sélo mosird diferencia en
tongitud. Los ratones C57BL/6 mostraron diferencias significativas {p<0.05) en peso y
longitud. No se detectaron diferencias significativas en las concentraciones séricas
de proteina total, glucosa y dacidos grasos. Sin embargo, en conimientos
electroforéticos de las proteinas séricas se observaron diferencias significativas en
la concentracién de albitmina de los ratones rabiosos, 1os inoculados con vacuna y
nucleocdpside. Se realizd una blUsqueda en las bases de datos GenBank y
SwissProt donde se encontré una homologia del 55% de la proteina N del virus
rabico con serina/treonina cinasas. Los resultados obtenidos sugieren que la
emaciacidn presentada por lo animales rabiosos puede ser debida o la
disminucion en la concentracién de somatotropina o su hormona liberadora. Los
signos observados en los ratones inoculados con 20 pg de NC pudieron deberse a
un efecto de la proteina N como superantigeno (SAg). de forma similar a lo
informado por McCormack ef of (1993) para el SAg del tumor mamario del ratén.
El aumento en la tasa de crecimiento de los ratones inoculados con vacuna o NC
pudo deberse a que la proteina N conlenida en éstas actuara como transductor
celular, proteina estabilizadora de hormona del crecimiento o como mensajerc
intercelular o intracelular.




ABSTRACT

Wiktor {1985) and Torres-Anjel {1988) described a weight loss produced in animals with
rabies. Torres-Anjel {1988] also reported a decrease in the production of growth homaone
causing a “wasting syndrome”. Montafo {1993, unpublished). cbserved an increase in the
rate of growth when inoculating C57BL/é suckling mice with protein N of rabies virus. A
similar effect was obtained when suckling mice were inoculated with suckling mice brain
vaccine {Fuenzalida). In this investigation the effect produced by this vaccine, purified
nucleocapsid and the virus (CVS-11) was compared. Suckling and adult mice of the strains
BALB/c, C3H and C57BL/é were incculated intracerebraly with the virus and only suckling
mice were inoculated inlraperitoneally with either vaccine or nucleocapsid. Virus was
inoculated only once on day 0. meanwhile vaccine and nucleccapsid was inoculated on
days 0, 1, 2, 3, 4, 10 and 15 starting on the day of birth. Mice were weighed and measured
every other day durng a period of 21 days. At the end of this time they were bled, the
serum separated and fitrated for total protein, glucose and free fatty acids. All mice
inoculated with virus presented wasting syndrome caracterized with weight and length loss.
All the mice inoculated with vaccine presented statistical differences [p<0.05) in weight and
length. BALB/c and C57BL/é mice inoculated with nucleccapsid had a significant (p<0.05)
increase in weight and length, meanwhile two of the three litters worked of C3H mice
increased in weight and length, the third did not show any significant difference. Sera from
rabic animals had significant variations in the concentration of protein and glucose. No
difference was detected in sera from C3H and C57BL/é animales inoculated with vaccine
or nucleocapsid. Only BALB/c mice inoculafed with nucleocapsid presented glycemia
(p<0.05). A 55% homology between protein N of rabies virus and serin/treonin kinase was
detected (GenBank and SwissProt). Resuts suggest that the wasting syndrome observed in
rabic animals was caused by a decrease in growth hormone. In mice freated with vaccine
and nucleocapsid could have increased its weight and length because of the action of
protein N of rables virus contained in the nucleccapsid of this virus as a tronsductor, a
binding protein to growth homone or as a intercelular or intracelutar messager.
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INTRODUCCION

£l virus de la rabia estd constituido por dos unidades estructurales y
funcionales, una nucleocdpside y una envoltura. Los componentes de la
nucleocdapside son: acido ribonucleico (ARN), proteina N o nucleoproteing,
proteina NS que es una fosfoproteina asociada a Ia nucleocdpside y la
proteina L que comresponde a la polimerasa viral. La envoltura se encuenirg
formada por lipidos de la célula hospedera, carbohidratos de la misma y
glicoproteinas virales {proteina G) que son componentes transmembranales
ademds de la proteina M o de matriz que se encuentra recubriendo

internamente la membrana lipidica (Sokol, 1969)., ver figura 1.

~ N

Figura 1. Estructura del
virion de la rabia.
Nucleocapside conformada
por las proteinas N, NS, L
(polimerasa viral) y M (de
matriz). En la envoltura se
encuentra la proteina G
(modificado de Wagner et
M al, 1996).

- _/

Cada una de las cinco proteinas que constfituyen el virus rdbico esta
codificada por un gen en el 4cido nucleico gendmico (Rayssiguier ef al, 1986).
Una de las peculiaridades del genoma, es que entre los genes que codifican

para la proteina G y L hay una region llamada pseudogen ¥, gque comprende
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423 nucledtidos. Esta regién es hipervariable y no codifica ninguna de las
proteinas del virus; contiene ademds una sefial para detener la franscripcion

{Morimoto ef ol 1989), ver figura 2.

4 ™
N NS M G L
L]
W
kFiaura 2. Orgpanizacién de! eenoma del virus rébico.

S

La replicacion del virus rabico in vivo estd casi restringida al tejido
nervioso y el neurotfropismo es una caracteristica de la infeccidn rabica.
Después de la inoculacion inframuscular el virus se replica primariamente en las
células del musculo estriado, para posteriormente entrar a nervios periféricos a
través de los cuales vigja hacia la médula espinal y de ahi al cerebro. La
penetracién a los nervios periféricos sucede a traves de las placas
neuromotoras. Los nervios periféricos afectados son tanto motores como
sensitivos {Coulon et o/, 1989; Dietzschold ef o, 1985; Seif ef al, 1985). Al contrario
de lo que sucede en la mayoria de las infecciones virales la presencia de
anticuerpos neutralizantes, después de efectuada la infeccidon del virus, no
evita la diseminacion de éste hacia el sistema nervioso central, debido a que el
virus pasa de célula a célula a través de las uniones intercelulares sin salir al
medio circundante donde quedaria expuesto (Dietzschold et o/ 1985; Lafon &
Lafage, 1987). Una vez que ha penetrado al sistema nervioso ceniral queda
protegido por la barrera hematoencefdlica que restringe la entrada de células
del sistema inmune y macromoléculas como los anticuerpos (Lafon & Lafage,
1987).




LA NUCLEOCAPSIDE DEL VIRUS DE LA RABIA.

La proteina que se encuentra en mayor cantidad en la nucleocdpside es
la proteina N, constituyendo et 90 % de la misma y junto con la proteina NS
constituyen la mayor parte de la nucleocd@pside (Dietzschold et ol 1987a). La
proteina N estd constituida por 450 aminodcidos (Dietzchold ef af, 1987a; Tordo
et al 1986), la secuencia de éstos es poco variable a diferencia de la proteina
G (Tordo ef ol 1992). Sin embargo, desde un punto de vista antigénico, se
pueden identificar los cuatro serotipos y los EBL-1 y EBL-2 en base a la proteina
N (Montafio, 1994). Ademas representa el antigeno especifico de grupo del
género (Fekadu ef gl 1992). Se encuentra asociada al ARN viral y a la proteina
NS. No se encuentra glicosilada pero si estd fosforilada. Una funcién de la
proteina N es la de proteger al dcido nucleico de los ataques enzimdticos,
ademds de conferifie su estabilidad funcional. La proteina N ademds es el
factor inductor de la replicacion cuando se une a las proteinas NS y L, y da la
sefial para la transcripcion de una cadena de ARN de polaridad positiva que se
utiliza como molde para sintetizar el ARN gendmico viral. La proteina N es la
primera en ser sintetizada durante la replicacion debido a su posicion dentro
del genoma, ademds de ser la que se preduce en mayor cantidad; esto se
debe probablemente a que tiene una importante funcién como protectora de
los ARN gendmicos de la progenie que son de polaridad negativa y deben ser
protegidos de la accidn de las ribonucleasas celulares y produce el cambio
entre transcripcién y replicacién (Chenik ef ol 1994; Dietzchold et al, 1987a;
Minamoto ef al 1994).

En microscopia electrénica, la nucleocdpside aparece en el viridn, en
forma de un cilindro de 165 nm de longitud formado por 30 a 35 vueltas de
hélice muy cemradas (Murphy, 1975). Después de un chogue térmico u

osmotico, la nucleocdpside se libera de la envoltura y se desenvuelve en un
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filamento de 4.2 mm de largo (Sokol ef of 1969). La nucleocdpside se produce
en gran numero en el citoplasma de las células infectadas; durante la
transcripcidn y la replicacién viral; puede ser liberada al medio extraceluiar por
la lisis de la célula. Las primeras nucleocdpsides son observables al microscopio
electrénico y por inmunofluorescencia 5 horas después de 1a infeccion.

El ARN del virus de la rabia, cualquiera que sea su polaridad (ARN con
sentido negativo gendmico o ARN de sentido positivo utilizado como molde)
estd asociado a las proteinas N y NS que lo protegen de la actividad de las
ribonucleasas, estas proteinas también existen en estado libre en el citoplasma

de las células infectadas (Hummeler et al, 1967 lwasaki ef of, 1973).

NUEVAS PROPIEDADES DE LA NUCLEOCAPSIDE DEL VIRUS DE
LA RABIA.

Se ha demosirado que se puede inducir proteccion mediante la
inmunizacién con proteina N aistada (siempre y cuando el virus de desafio sea
inoculado por via inframuscular), aungue los mecanismos que la confieren aun
no son claros (Dietzschold ef of 1987b; Lodmell ef al 1989; Takita-Sonoda et o,
1993).

Mas recientemente, se describieron las propiedades superantigénicas de
la nucleocdpside. La nucleocdapside y su componente principal, la proteina N,
son superantigenos (SAg) exdgenos VB8 en los humanos y VB4 en los ratones
BALB/c. Se ha visto que tiene una propiedad especial que es ia de estimular la
respuesta de anticuerpos contra otfro epitopo, para inducir proteccion, {Lafon
el al, 1992).




ANTECEDENTES Y FUNDAMENTACION DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION.

En 1993, al inocular ratones lactantes de la linea C57 BL/6 para un frabagjo
de investigacion sobre las propiedades superantigénicas de la nucleocapside
del virus de la rabia (publicado por Lafon et o 1994), Montafio observo
consistentemente un aumento en el tamano y peso de los rafones inoculados

en relacion a los ratones controles (comunicacidn personal), ver figuras 3y 4.

™

Figura 3. Ratén C57BL/6 testigo de 4 dias de edad.

" /

Figura 4. Ratén C57 BL/6 inoculado con 40
pl de una preparacién con 1.5 mg/ml de
nucleocapside de virus rabico, via
intraperitoneal.

b N

Los frabajos realizados por Wiktor y otros investigadores describen que el
virus de la rabia produce una pérdida de peso y que ésta es una medida de la
virulencia de la cepa involucrada. En un frabgjo realizado por Wiktor vy
colaboradores para conocer mds sobre la patogénesis del virus de la rabia, se
inocularon diferentes lotes de ratones adultos por via intracerebral con cuairo

diferentes cepas de virus rabico: una cepa gue no produce la enfermedad




(RV194-2), una cepa de bdja virulencia (Flury HEP}, y dos cepas virulentas (CVS y
un virus de calle); midiéndose la pérdida de peso corporal a través del tiempo
(Wiktor et al, 1985). En el texto se especifica que no existid ningun cambio en el
peso corporal al utilizar las cepas Flury HEP y RV194-2 {avirulentas). Mientras que
al utilizar las cepas virulentas hay una dramdtica pérdida de peso corporal,
hasta del 40 %. Sin embargo. al analizar la figura comespondiente a este
experimento se observa que en las cepas avirulentas no hay una pérdida de
peso, pero entre los dias 9 a 13 se alcanza a observar un aumento de peso de
los mismos, ver figura 5. Si utilizamos la misma escala que fiene la grdfica pero

en sentido ascendente el aumento de peso es de aproximadamente el 10 %.

Figura 5. Pérdida de pesoc
resultante de la infeccion con
cepas virulentas y avirulentas
del virus de la rabia. Grupos de
seis ratones fueron inoculados
intracerebralmente (i.c.) con 10*
UFP de los diferentes virus y se
evalud diariamente la pérdida de
peso corporal.
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Tomado de Wiktor et al, 1985.
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En el texto no se hace referencia al hecho de gque existid un leve aumento de

peso, asi como tampoco se discute mas profundamente la pérdida de peso y

sus causas. SOlo se explica que es una caracteristica que diferencia a las cepas

virulentas de las menos virulentas.



En trabajos posteriores que se refieren a la pérdida de peso corporal y al
crecimiento en general de individuos infectados por el virus de la rabia se
describe al sindrome de emaciacion {wasfing syndrome) (Permy et al, 1990;
Torres-Anjel et al 1986; 1987; 1988; Tshikuka et o/, 1992}, llamado asi debido a
que produce pérdida de peso. Cuando se ha cultivado el virus de la rabia,
tanto vacunal como de campo, en células de una linea derivadas de la
pituitaria como la GH3 (tumor de la pitvitaria de ratén), productora de la
hormona de crecimiento, aunque no se puede ver un efecto citolitico en el
primer pase, las células empiezan a agiutinarse espontdneamente y tendien a
multiplicarse  sin  completar la mitosis y produciendo sincitios. Como
consecuencia hay una disminucidon en la produccion de hormona del
crecimiento o somatotropina (Torres-Anjel, 1987). Esto también fue observado in
vivo, en rabia paralitica bovina (Tshikuka ef al. 1992). En estas experiencias no
sélo se observa el retraso en el crecimiento y pérdida de peso corporal de
becerros (Tores-Anjel, 1986), sino también una inmunosupresidn similar a la
observada en animales de laboratorio con rabia {Wiktor et al, 1985). Sucesos
similares han sido cbservados con otros virus como el de la leucemia felina y el
VIH {Torres-Anjel, 1992). La explicacion que dan los autores a sus resultados se
basa en la disfuncidon celular causada por ia replicacion del virus, lo que
provoca una disminucidn en la concentracién de las proteinas producidas en
dichas células, siendo secretadas cantfidades mencres. En el caso de la
pérdida de peso ha quedado claro que no se debe a que los animales
consuman menos alimento, ni a la pardlisis que llega a provocar la
enfermedad, por lo que se le atrbuye en parte a ila disminucidn de
somatotropina circulante, a una secrecidon alterada de ACTH o a
modificaciones en los mecanismos que la regulan ({ambos procesos pueden

presentarse), vy a la destruccion de célulos linfoides en el timo, bazo vy
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linfonodos. Los mecanismos que producen estos efectos aun no han sido

descubiertos ni descritos.

LA NUCLEOCAPSIDE DEL VIRUS DE LA RABIA Y LA VACUNA
ANTIRRABICA TIPO FUENZALIDA.

En un estudio realizado en el Instituto Pasteur por Montano vy
colaboradores (1995), evaluando la concentracion de nucleocdpside en
diferentes tipos de vacunas antirdabicas, se vid que la vacuna antirdbica fipo
Fuenzalida tiene una alta concentracién de proteina N libre (entre 5.6 y 5.8
mg/ml). Al compararla con ofros tipos de vacunas antimdbicas, la tipo

Fuenzalida es la que contiene la mayor concentracion de esta proteina.

EL CRECIMIENTO Y ALGUNOS FACTORES QUE LO INDUCEN.

El crecimiento es generalmente definido como la produccidn de nuevas
células. Debido a que al crecimiento comunmente se le mide como un
incremento en masa, el crecimiento incluye no sélo la multiplicacidon celular,
sino también agrandamiento de las células e incorporacion de componentes
especificos del medic ambiente. Por definicidon, el crecimiento incluye Ia
deposicion de grasa aun cuando fa masa muscular es la de mayor importancia
(Owen et al, 1993).

La complicada red que regula el crecimiento de los animales
comprende la produccion de somatotropina u hormona del crecimiento cuya
funcién es la de inducir la sintesis de otros factores polipeptidicos secretados
por el higado y otros organos que intervienen en el crecimiento celular scbre
los diferentes tipos de tejidos. Entre los factores que estimula la somatotropina
estdn las somatomedinas, que son los polipeptidos anteriormente mencionados

como factores del crecimiento y entre los cuales se encuentran las hormonas
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del crecimiento tipo-insuling, relaxing, factor de crecimiento de nervios, entre
otros (Ganong, 1988). Algo de suma importancia para que puedan actuar
dichos factores es la presencia y habilitacidn de los receptores de factores de
crecimiento. Estos inducen sefiales quimicas infracelulares que indican a los
células que redlicen cierfas funciones, como activar a factores de la
transcripcidn y fraduccion (Guyton, 1986). Debido a esto se observan como
consecuencia del aumento en la concentracidn de somatotropina los
siguientes fendmenos quimicos: aumento en la captacion de aminodcidos,
aumento en la sintesis de proteinas, reduccion de la tasa de desintegracion de
las mismas, aumento del depdsito de glucdgeno, disminucion de la utilizacion
de glucosa para obtener energia y aumento en la utilizacidon de dcidos grasos
del tejido adiposo como fuente energética, aumentio en la transcripcion del
ADN para formar ARN (Ganong, 1988; Guyton, 1986).

La somatotropina en adultos provoca especificamente la liberacion de
Adcidos grasos por el tejido adipose y en consecuencia aumenia su
concentracion en los liquidos corporales. Ademads estimula en los tejidos la
conversidon de dcidos grasos a acetilcoenzima A, con la subsiguiente utilizacion
de ésta para lograr energia. Por lo tanto, bajo la influencia de la hormona del
crecimiento se uliliza grasa para obtener energia, en lugar de utilizar
carbohidratos y proteinas. Sin embargo, en trabajos realizados por Harmis y col.
en 1993, se describe que al inocular repetidamente hormona del crecimiento
en lechones y ofros animales en crecimiento, no existe movilizacion de acidos
grasos desde el tejido adiposo, fampoco se presenta la bicsintesis de los
mismos. Su conclusidn es que existe una utilizacion inmediata de los Gcldos
grasos que entran al organismo a través de a dieta.

Algunos investigadores han considerado que la movilizacion de grasa

producida por la hormona del crecimiento seria una de sus funciones mas
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importantes y consideran también que el factor de ahomo de proteina es el
principal promotor del depdsito de proteina y del crecimiento. La hormona def
crecimiento, como ofras hormonas proteinicas, varia considerablemente en
estructura de una especie a ofra (Guyton, 1986; Ganong, 1988). En el ratén el
nivel en machos es de 7 a 63 ng/ml, mientras en las hembras existen entre 2 y
36 ng/ml (Foster, 1983). .

-Cuando existe una disminucion en las reservas corporales de proteinas y
carbohidratos aumenta la sintesis y secrecién de hormona del crecimiento. La
administracién aguda de algunos aminodcidos, en especial de argining, puede
producir un incremento agudo de la secrecién de la hormona del crecimiento
(somatotroping).

Para favorecer la accidn de la hormona del crecimiento se necesita de
otras proteinas llamadas de unidn, las cuales se unen a las hormonas e inducen
su estabiiizacién y activacién , asi como evitan su degradacidn por proteasas
(Lowe, 1996).
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OBJETIVOS

1. Comparar el efecto de la cepa virulenta {CVS-11) con el de una solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 (testigo negativo) sobre la pérdida de peso
corporal, la variacion en longitud y niveles de glucosq, proteina y acidos grasos
libres' en ratones lactantes de las lineas BALB/c, C3H y C57BL/6.

2. Comparar la respuesta de la vacuna antirdbica tipo Fuenzalida sobre el
peso y longitud, asi como en los niveles en suero de glucosa, proteina total y
acidos grasos libres de ratones lactantes de las lineas BALB/c, C3H y C57BL/6.

3. Comparar el efecto de la proteina N contenida en la nucleocdpside
purificada a partir de la cepa CVS-11 sobre el peso y longitud corporales, asi
como en los niveles de glucosa, proteina y Gcidos grasos libres en suero de
ratones lactantes de las lineas BALB/c, C3H y C57BL/6.

4. Comparar la respuesta de cada linea genética de ratones a la inoculacion

de virus o proteina N.

! Los valores de estos paradmetros bioquimicos en el suero seran utilizados
para inferir el nivel de somatofropina.
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HIPOTESIS

Hipdtesis nula (Ho): El virus de la rabia causa pérdida de peso, la proteina
N aislada de éste tiene un efecto significativamente igual.
Hipdtesis alternativa {Ha): La proteina N del virus de la rabia causa un

efecto sobre el crecimiento, significativamente diferente al del virus de [a rabia.
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MATERIAL Y METODOS

I. CULTIVOS CELULARES

Células BHK-21 C13. Son células de linea obtenidas originaimente de

cultivos de rifiones de hdmsters recién nacidos (Mcpherson & Stocker, 1962)'. Se
trabajaron con medio MEM adicionado de 10% de suero fetal bovino y 1% de
L-glutamina (200 mM), a 36,5°C y 5% de CO,,

I1. VIRUS
CVS-11. La cepa CVS (Challenge Virus Standard) deriva de la cepa

original de Pasteur qislada en 1882 a partir de un bovino mordido por un perro,
adaptada primerc a cerebro de ratén y posteriormente a células BHK-21 por
Kissling en 1958 (Kissling, 1958 citado por Tsiang en 1993). En esta investigacién
se empled virus CVS-112, diluido 1:40,000 en PBS (100 mM, pH 7.4) y como

testigo se usd el mismo PBS.

III. RATONES. Se utilizaron ratones de las lineas BALB/c, C3HeB/Fel) vy
C578BL/&°.
BALB/c. Ratones albinos singénicos (Eaves-Pyles & Alexander, 1997)

desarrollados por Bagg en 1913. Presentan baja incidencia de tumores

mamarios (10-20%); sin embargo, son suscepftibles al virus del tumor mamario

! Donadas gentilmente por el MVZ César Villarreal Chavez, Director de la Comisidon

México-Estados Unidos para la Prevencién de la Fiebre Aftosa y Otras Enfermedades Exdticas
de los Animales, de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desamrolio Rural.

2 Et virus utilizado fue donado por George M. Baer (Laboratorios Baer, $.A. de C.V.).

3 El Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, a través de su Secretario
Académico, Dr. Rall Mancilla, dond 8 parejas reproductoras de cada una de las 3 lineas de
ratones utilizadas en este estudio y fueron mantenidos en el bioterio del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM a cargo de la MVZ Claudia Verénica Rivera Cerecedo (ios inoculados con
vacuna y nucleocdpside) y el bioterio del Departamento de Microbioclogia e iInmunologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM [los inoculados con virus).
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del ratdn. Pueden presentar varios tipos de tumores como ovdaricos, adrenales
y puimonares (Catdlogo IFFA CREDO, 1993; Foster et al, 1981).

C3HeB/FeJ. Animales de color aguti, singénicos (Eaves-Pyles & Alexander,
1997), desarrollados en 1948 por Fekete, mediante la transferencia de évulos de
C3H/Hel a C57BL/6. Presentan baja incidencia de tumores mamarios, aun -
cuando son altamente susceptibles al virus del tumor mamario del ratén. A
partir de los 19 meses hembras reproductoras muestran la presencia de tumores
en los ovarios en un 64 %. Concentracion elevada de p endorfina y ACTH en la
pituitaria {Catdlogo IFFA CREDO, 1993; Foster et al, 1981).

C57BL/6. Ratones singénicos {Eaves-Pyles &  Alexander, 1997)
desamollados por Little en 1921. Su pelaje y ojos son negros y son de talla
pequehida. Pueden presentar alopecia parcial en placas redondas que es
reversible. Raramente desarrollan dermatitis. Aunque no presentan cancer
mamario espontdneo, pueden presentar tumoraciones de diferente origen en
baja incidencia después de los 18 meses de edad. Presentan una bagja
concentracion de lipidos en las adrenales, tienen una alta actividad del
complemento y de la glanduia tiroideqa; tienen débil actividad de
acetilcolinesterasa, entre las 12 y 24 semanas presentan baja concentracion de
colesterol en el plasma. Presentan una baja proporcion de células basofilas en

la adenohipdfisis y una elevada concentracion de B endorfinag y ACTH en la

pituitaria (Catdlogo IFFA CREDQO, 1993; Foster et al, 1981).

IV. INOCULOS
1. Vacuna antirrabica tipo Fuenzalida®. Este bioldgico no se utiliza en México

desde 1997. Consiste en una suspensidon inyectable de fejido nervioso de

ratones lactantes infectados, con dos formulaciones:

+ Producidas por la Gerencia General de Bioldgicos y Reactivos, 5.5.A. y donadas por la
MVZ Maria de los Angeles Roa Riol, Directora del Centro Antirdbico Luis Pasteur.
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a) Uso canino. Producida con 3 cepas de virus rdbico: 51, 21 y CVS. Las
cepas 51 y 91 fueron aisladas en Chile en 1955 de un perro y un humano,
respectivamente. La vacuna contiene timerosal 1:10,000 y fenol 1:1,000.
La vacuna utilizada en este trabajo, con registro SARH n° B-5794-001, lote
RC 230 y fecha de caducidad en junio de 1996, tenia una presentacién
de frasco multidosis de 20 m! {dosis: 2 ml).

b) Uso humano. Es muy semejante a la vacuna para uso canino. Sin
embargo, para aumentar su inocuidad, contiene solamente 10 mg/ml de
la mezcla de tejido nervioso, los ratones lactantes son infectados a los 3
dias de edad mdximo, ademds la suspensidon es centrifugada a 3,500
rro.m. durante 10 minutos y a 10,500 r.o.m durante 10 minutos. La
suspension inyectable es inactivada por luz uliravioleta. Frasco dmpula
con 14 ml. Dosis: 1 ml. Lote: RH 150, fechq de caducidad: enero de 1996.
Clave 3807. |

2. Suspension de cerebro normal. Fue preparada de manera estéril a partir de
ratones lactantes albinos de 3 dias de edad. Los ratones fueron sacrificados
con éter y lavados en agua cormiente, después se sumergieron en una solucion
de fenol al 5% duranie 10 minutos. Los animales fueron nuevamente lavados
con agua des’rilcdo estéril y secados en gasa estéril. Los cerebros fueron
colectados mediante diseccion en una cabina de flujo laminar vertical y
depositados en un frasco estérll, previamente identificado y tarado, mantenido
en bafo de hielo. El tejido se maceré en mortero de porcelana y se prepard
una suspension al 10% {p/v] en PBS 100mM, pH 7.8 estérl frio. La suspensidon fue
centrifugada a 8,000 g durante 10 minutos a 4°C, diluida al 2% y adicionada de
timerosal 1:10,000 y fenol 1:1,000. Se realizaron pruebas de esterilidad.

3. Replicacion y titulacion del virus. El virus CVS-11 fue diluido 1/100 e inoculado
en monoestratos de 6 botellas Ty, (Nunc® o Falcon®)(5 mi/botella). Los cultivos

infectados fueron incubados con medio MEM® adicionado de 10% de suero

8 Las formulas de los reactivos utilizados se muesiran en el apéndice B.
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fetal bovino y 1% de L-glutamina (200 mM), a 36,5°C y 5% de CO,. A los 5 dias
se colectod el sobrenadante y se centrifugd a 180 x g durante 10 minutos a 4°C
para eliminar los detritos celulares. La cosecha se distribuyd en alicuotas de 1
mi, que se mantuvieron en nitrégeno liquido (-196°C).

El virus fue titulado por el método de formacién de placas. En breve, se
crecieron monoestratos de células BHK-21 en cajas de Petri de 60 mm. Se
realizaron diluciones decimales seriadas de 102 a 107 en medio completo. Se
inocularon 100 ul de cada una de estas diluciones por caja de Petri. Las cajas se
incubaron durante una hora a 36.5°C. Posteriormente se retird el inoculo y se
agregaron 4 ml de medio nutritivo-agarosa, el cual se dejé gelificar a
temperatura ambiente. Los culiivos infectados se incubaron durante 6 dias a
36.5°C, pasados los cuales se fijaron con formaldehido al 10% y se tfifieron con
cristal vicleta durante 3 minutos. Una vez lavado el colorante con agua
commente se procedié a contar las placas y obtener el titulo del virus.

El primer lote de virus también se tituld por el método de focos
fluorescentes. Para ello se crecieron células BHK-21, y una vez confluente el
monoestato, se tripsinizaron y se suspendieron a una concentracidon de 500,000

células/mi. De esta suspension celular se tomaron 100 pl y se pusieron en
contacto con 100 pl de una dilucidn del virus (se realizaron diluciones decimales

seriadas de 1072 a 107). La mezcla fue sembrada en una placa de cultivo celular
de 96 pozos con fondo plano. Se incubd durante 48 horas, para posteriormente
refirar el medio de cultivo, fijar durante 30 minutos con acetona 70% € incubar
con conjugado antirdbico a base de anificuerpos monoclonales® . La lectura se
realizd en un microscopio invertido con epi-flucrescencia’ .

4. Nucleocapside del virus de la rabia. Se elaboraron 3 lotes segun el método
descrifo por Sokol {1973). Para cada uno se infectaron 32 botellas T,,; con
monoestratos confluentes de células con 5 x 10° UFP contenidas en 10 ml. Las

botellas fueron incubadas a 37°C durante una hora, se les retird el indculo y se

¢ Adquirido en Laboratorios Baer.
? En los Laboratorios Baer.
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anadié medio MEM con 5% de suero fetal bovino y 1% de L-glutamina (200 mM)

y nuevamente se incubaron durante 48 horas. Al final del periodo de

incubacion se desechod el sobrenadante, las células se lavaron dos veces con

10 ml de PBS estéril a 4°C y se desprendieron por medio de perlas de vidrio
estériles y 5 ml de PBS. La suspension obtenida se colocd en tubos de centrifuga
de 50 ml.

La suspensidn celular se centrifugd a 400 x g durante 15 minutos a 4°C. Se
elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 10 ml de PBS, se
transfirio a ofro tubo de centrifuga y se completd con PBS al volumen original.
Esto se repitid dos veces mds antes de proceder a adicionar 4 ml de agua
destilada estéril fria (4°C) al sedimento celuiar y permitir que el agua lisara las
célutas durante 10 minutos en refrigeracion.

El lisado celular se transfiid entonces a un mortero de Tembroek
colocado en un bafio de hielo. Antes de desechar el tubo de centrifuga, éste
se lavé con 1 ml de agua destilada estéril fria, que se colocd también en el
mortero. Se realizd el macerado de las células infectadas, el cual se centrifugd
a 700 x g durante 10 minutos a 4°C. Se retird el sobrenadante y se conservd en
un tubo en refrigeracion. El paquete celular se recuperd en 4 ml de agua
destilada estéril fria y se macerd y centrifugd una vez mds. Se mezclaron los
sobrenadantes de cada una de las maceraciones y se centrifugaron a 10,000 x
gdurante 10 minutos a 4°C. Se cosechd el sobrenandante.

En un tubo de centrifuga se colocaron 2 g de cioruro de cesio, al cual se
le adicionaron 4.5 ml del sobrenadante obtenido y se mezcld suavemente
hasta disolver todo el cloruro de cesio. Se procedié entonces a centrifugar
durante 24 horas a 200,000 x g a 4°C, sin freno. Se obtuvieron dos bandas
alrededor de la parte media del tubo de centrifuga {se pueden obtener una o
dos), las cuales se colectaron con la ayuda de una micropipeta. El contenido
de estas bandas se dializd frente a una solucidn amortiguadora NT {NaCl-Tris)

pH 7.5 durante 24 horas. Se recuperd el dializado v se centrifugd nuevamente a
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20,000 x g durante 24 horas. Posteriormente, se volvieron a colectar las bandas
y a dializarlas frente a nueva solucién amortiguadora.

La proteina obtenida se tituld por el método de Bradford (ver adelante;
Bradford, 1974}, para posteriormente realizar la dilucion adecuada con el fin de
obtener una concentracion final de 1.5 mg/ml de proteina.

- Para constatar que el dializado obtenido contenia proteina N purificada,
se analizd por electroforesis en gel de poliacriamida. €l gel concentrador se
utilizé al 4% vy el separador al 12%. Ambos contenian un 10% de SDS. Se utilizaron
los siguientes marcadores de peso molecular: albumina sérica bovina {P.M.
68,000), ovoalbumina (P.M. 45,000), gliceraldehido 3-P deshidratado {36,000),
anhidrasa carbénica (29,000), tripsindgeno (24,000), inhibidor de tripsina {20,100)
y a-lactoalbumina (14,200). La proteina N tiene un peso molecular entre 58,000
y 62,000 daltones.

V. INOCULACION DE RATONES:

A. Lactantes. En total, se utilizaron 30 camadas de 5 a 8 ratones. Cada
camada fue dividida aleatoriamente en dos partes iguales, y cada parte
recibié uno de los siguientes tratamientos:
¢+ 004 ml de vacuna antirdbica tipo Fuenzalida para usc canino o
suspension de cerebro normal (SCN).
+ Nucleocdpside del virus de la rabia (60 pug/0.04 ml) o solucion
amotiguadora de fosfatos {PBS) pH 7.4.

Cada individuo de la camada fue identificado y sexado antes de ser
inoculado por via intraperitoneal. Los animales se inocularon repetidamente los
dias 0, 1,2, 3, 4, 10y 15 de edad. H periodo de observacion fue de 21 dias.

* Virus de la rabia. Las crias se inocularon el dia del nacimiento por via
intracerebral con 2,400 UFP, contenidas en 0.02 mi. Como testigo para los

pardmetros se utilizd PBS, 100 mM, pH 7.4.
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B. Adultos. Se inocularon por via intracerebral al menos 8 individuos de 21 a 25
dias de edad de cada una de las lineas, previamente identificados y sexados.
La dosis utilizada fue de 2,400 UFP de CVS-11, contenidas en 0.02 ml o P8BS, 100
mM, pH 7.4. Se observaron diariamente hasta la muerte de los inoculados con

virus rabico.

VI. MEDICIONES

1. Peso. Cada tercer dia se registré el peso corporal total en décimas de
gramos de cada uno de los animales, durante el periodo de observacion de
21 dias. Se utilizd una balanza granataria Ohaus modelo Harvard Trip Balance. El
dia de la inoculacién se considerd como el dia "cero”.

2. Longitud. Se midié cada uno de los ratones con una regla cada tercer dia, y
la medida se registrd en milimetros. Los ratones lactantes, hasta
aproximadamente 15 dias de edad, fueron sujetados de la piel del dorso del
cuello; a mayor edad se les permitid asirse con las patas delanteras de una reja
y se les sujetd de la cola.

3. Proteina, glucosa y acidos grasos. Para cuantificar estos compuestos se
sangré vy separd el suerc de los ratones inoculados, ai finalizar el periodo de
observacion (dia 21}). Cada suero constituyd una lectura. Como valor inicial,
para cada linea de ratones, se utilizd una mezcla de sueros de una camada de
recién nacidos sin Inocular. Los ratones adultos se sangraron antes de ser
inoculados con el virus rabico y antes de sufrir ia muerte duronte la
presentacidn de signos. Aquéllos inoculados con PBS fueron sacrificados por
sangria en blanco el dia en que el Uimo de los rabiosos fuera sacrificado. Se
utilizaron los siguientes métodos para evaluar estos parGmeiros:

a) Proteina (Método de Bradford). Este método se utilizd para la titulacién tanto
de los diferentes lotes de nucleocdpside, como de los sueros de los ratones

analizados. Como punto de referencia se realizd una curva patrén con valores
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enfre 1 y 0.00625 mg/ml de albUmina sérica bovina. Se colocaron 20 ul de
cada una de ios muestras en una microplaca nueva de 96 pozos de fondo
plano para cultivo celular y se les adicionaron 150 ul de reactivo de Bradford.
Se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos y posteriormente se
realizd la lectura a una longitud de onda de 595 nm.

Asi mismo estos sueros se analizaron por electroforesis en tiras de acetato
de celulosa (Cellogel®). Para ello se utilizd solucidon amortiguadora de veronal
sodico, pH 8.0. El tiempo de corrido fue de 25 minutos a 240 volts.

b) Glucosa. Los sueros se titularon por un método de glucosa oxidasa®. A 10 pl
de muestra se les agregd 1.5 ml de solucidn de enzZimas y se dejd reaccionar
durante 20 minutos. Como testigo se ulilizd una curva estdndar con
concentraciones de 500 a 25 mg/ml. Posteriormente, se realizd la lectura a una
tongitud de onda de 490 nm,

c) Acidos grasos libres. Se utilizd un paquete comercial de
Boehringer-Mannheim (catdlogo n° 1383175), acilacién de los dcidos grasos
libres be presencia de ATP. Se utilizaron 10 pl de muestra y se siguieron las
insfrucciones del proveedor. La curva controi se hizo a partir de dcido palmitico
a una concentracion de 10 a 0.0781 mg/ml. La tectura se realizd a una longitud

de onda de 595 nm.

VIL HISTOLOGI{A.

Se tomaron las pieles de ratones C3H inoculados con vacuna y C57BL/6
inoculados con 60 ug de nucleocapside. Estas se fijaron en formaldehido ai 10%
y luego fueron procesadas e incluidas en parafina para readlizar cortes
histoldgicos, que fueron tefiidos con hematoxitina y ecsina (H&E) y otros con la

tincién de Fontana-Masson (que tifie de negro la melanina)®.

s Con reactivos amablemente donados por la Q.F.B. Rebeca Milan Chavez.

La histologia la realizé la M. en C. Elizabeth Morales, en el Departamento de Histologia
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VIII. ANALISIS ESTAD{STICO DE LOS DATOS.
+ Para evaluar las diferencias en cuanto a los niveles de proteina, glucosa y

Acidos grasos libres en suero se utilizd un modelo de andlisis de varianza
factorial simple (para los ratones lactantes) y con covariable (para los
animales adultos).

« Para evaluar las diferencias de peso y longitud, se realizd un andlisis de
varianza factorial completamente aleatorizado.

+ La evaluacion del efecto de linea genética sobre el peso y longitud de los
ratones se hizo a fravés de una comparacion gréfica.

A. Hipotesis.

1. Andlisis de Covarianza.

Ho p, =4,
La nucleocdpside o virus complete activo, segin sea el caso, no produce
ningUn efecto sobre el nivel de glucosa, proteina o acidos grasos libres séricos,
Ha,:u, #u,
Lo nucleocdpside o virus completo activo, segin sea el caso, produce un

efecto sobre el nivel de glucosa, proteina o acidos grasos libres sericos.

2. Analisis Factorial .

Ho,ip, =1,
La nucleocapside o virus completo activo no produce ningun efecto sobre el
peso o la longitud de los ratones.
Ha,:u, # 1,
La nucleocdpside o virus completo activo produce un efecto sobre el peso o la
longitud de los ratones.
B. Caracteristicas de la investigacion.
El proceso estadistico de la investigacion presenta las siguientes

caracteristicas:

y Citologia de la Facultad de Medicing Veterinaria y Zootecnia, UNAM,
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a} Andlisis de varianza en un sistema completamente aleatorizado.

b) Una muestra grande de 20 ratones por andlisis.

c) Medicion de razdn con valores continuos dados en gramos para el peso,
milimetros para la longitud de los ratones y mg/ml para las concentraciones de
proteina, glucosa o dcidos grasos libres.

C. Coeficiente de confianza y error de aceptacion.

La investigacidn se hizo con el 95% de confianza que equivale a un 5% de
error de significancia.

Se aceptd un eror del 5% en las estimaciones de los intervalos de
confianza.

D. Distribucion muestral.

Se utilizd la distribucidn F de Fisher como base de medicidn de la hipdtesis
nula y la distribucidn normal para establecer los limites minimo y maximo de los
intfervalos de confianza.

E. Programa estadistico utilizado.

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Statgraphics,

version 5.0.
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RESULTADOS

1. LA INFECCION CON VIRUS RABICO CVS-11 PROVOCA PERDIDA DE PESO

Se produjeron dos lotes de virus, ambos con un titulo de 5 x 107 UFP/mi
por el método de unidades formadoras de placa. El primer lote se fituld
también por el método de focos flucrescentes vy dio un titulo de 4.35 x 107
FF/ml.

a) Lactantes. En las tres lineas, los animales de las camadas inoculadas
con virus mostraron una pérdida promedio del 35% de su peso a los 6
dias de edad en relacién al tercer dia de edad (en que alcanzaron su
maximo peso) (p<0.05). El séptimo dia no se realizaron las mediciones
porque se enconiraban muerios. También se observaron diferencias
significativas {p<0.05) con respecto a su longitud (Tablas 1, 2 v 3). Antes
de la muerte de los animales enfermos, éstos mostraron signos
nervicsos como pardlisis y en ocasiones convulsiones; se confirmd la
presencia del virus en improntas tanto de los animales con rabia como
de los testigos, encontrando evidencia del virus sélo en los encéfalos
de los ratones inoculados con CVS-11.

b} Adultos. Las tres lineas de ratones mostraron una pérdida del 20% de su
peso que, aun cuando no tan marcada como en el caso de los
lactantes, si es estadisticamente diferente (p<0.05) (Tablas 1, 2 y 3). Asi
mismo, se observé diferencia significativa en la longitud. Al igual que
en los ratones lactantes, se observaron signos nerviosos ademas de

| pelo hirsuto antes de ia muerte de ios aduitos. Como con los animales
lactantes, se confirmd la presencia del virus, observando virus sdlo en

cerebros de ratones inoculados con CVS-11.
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2. LA VACUNA ANTIRRABICA TIPO FUENZALIDA PROMUEVE EL
CRECIMIENTO

En una investigacién anterior se compard el efecto de la inoculacidn
de vacuna tipo Fuenzalida tanto para use en humanos como en caninos.
Los resultados obtenidos mostraron una mayor eficiencia en la promocion
del crecimiento al ufilizar la de uso en caninos (datos no mostrados). Por o
tanto, en esta investigacion se utilizd solamente esta Ultima.

Unicamente se inocularon ratones lactantes:

a) BALB/c. Mostraron una diferencia significativa p<0.05 con respecto a
sus testigos (Cuadro 1; figura 6), tanto para peso como para longitud.
b) C3HeB/FeJ. Mostraron una diferencia significativa p<0.05 con respecto

a sus testigos (Cuadro 2 ; figura 7), tanto para peso como paro

longitud. Se observd que al primer dia de edad su piel mostraba una

pigmentacion mds oscura que la de los testigos.
c) C57BL/6. Mostraron una diferencia significativa p<0.05 con respecio a
sus testigos (Cuadro 3; figura 8), tanto para peso como para longitud.

Se observé que al primer dic de edad su piel mostraba una

pigmentacion mas oscura que la de los testigos.

Para averiguar si el cambio de coloracion observado en las lineas C3H
y C57BL/6 se debia al nacimiento prematuro de pelo o a la presencia de
una mayor concentracién de melanina se realizaron cortes histoldgicos. En
ellos se comprobd que la diferencia en pigmentacién se debid a ambas
circunstancias. En los cortes se observd un engrosamiento de la piel de los
ratones inoculados con vacuna (figura 9) o nucleocdpside por lo cual hay
un mayor numero de foliculos pilosos con melanina que los encontrados en
la piel de los testigos. A mayor aumento (40x) se observd también la
presencia de nacimiento de pelo dentro de los foliculos, mientras en los

testigos no existe evidencia de esto (figura 10).
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3. LA NUCLEOCAPSIDE DEL VIRUS DE LA RABIA PROMUEVE EL
CRECIMIENTO

Se produjeron tres lotes de nucleocdpside. Cada uno de ellos mostrd 2
bandas de nucleocdpside durante su purificacion en cloruro de cesio. El
rendimiento en proteina de cada lote fue:

Lote 1: 0.5 mg/mi, es decir, 20 ug en 0.04 ml
Lote 2: 5.4 mg/ml
Lote 3: 4.8 mg/ml
Los lotes 2 y 3 fueron diluidos para obtener una concentracion final de
1.5 mg/mil, es decir, 40 pg/0.04 ml.

e BALB/c. Con el lote 1 de NC (conteniendo 20 pg en 0.04 ml) sdlo se
trabajaron ratones lactantes de esta linea {3 camadas, n=10). Al
seplimo dia de edad, el 90% de los ratones inoculados con ia NC
murieron, el restante 10% sobrevivid hasta el dia 13. Los ratones de las 3
camadas inoculadas con la NC mostraron una pérdida del 18% y 13%
en peso y longitud respectivamente en relacidn al dia anterior, mientras
los testigos continuaron con un crecimiento normal (figura 6). Se
detectaron diferencias significativas en ambos parémetros (Cuadro 1).

Los inoculados con 40 ug/0.04 mi de NC {lote 2, 1 camada de 12
animales), se comportaron de manera coniraria a los inoculados con 20
ug, pues mostraron un aumento estadisticamente diferente en longitud,
aungue no en peso (Cuadro 1).

¢ (C3HeB/Fel. Se trabajaron 3 camadas cuyo comportamiento fue distinto
entre ellas. En una se observaron diferencias significativas tanto para
peso como para longitud. Sin embargo, las otfras dos sélo mostraron
dicha diferencia en uno de los dos parametros (Cuadro 2; Fig. 7). En
este caso también se observd un cambio de pigmentacion en todos los

animales inoculados con NC desde el primer dia de edad {Fig. 7}.
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e C57BL/6. Al igual que en el caso de los ratones C3H se trabajaron 3
camadas de ratones (n=19). Una de las madres presentd placas
dlopecicas durante la lactancia de sus crias (n=5). Los ratones
inoculados con nucleocdpside aumentaron en peso y longitud
significativamente (p<0.05) con respecto a sus testigos (Cuadro 3). Las

tres camadas se comportaron de ia misma manera.

4. En algunas camadas se observan diferencias dependientes del
sexo

Se toméd como un factor en los andlisis estadisticos. La inoculacidon de
vacuna o nucleocdpside en algunas camadas produjo una diferencia
significtiva en el crecimiento relacionado a sexo. En algunas camadas
estimuld mas a las hembras y en otras a los machos.

* lnoculados con CVS-11. Los ratones lactantes machos BALB/c fueron

mds sensibles que las hembras, mientras en los C3H se manifiestd lo
confrario. En ratones aduitos BALB/c los machos fueron mds resistentes,
observandose lo contrario en los C3HeB/Fel; y en los C57BL/é tanto en
lactantes como adultos no se detectaron diferencias significativas.

* Vacunag antirébica. En los ratones de las lineas BALB/c y C3HeB/FeJ no

se detectaron diferencias significativas. En sdlo una de las camadas de
C57 BL/6 inoculados con vacuna se observaron diferencias significativas
(p<0.05) dependientes del sexo.

* Nucleocdpside. En los ratones BALB/c no se detectaron diferencias

significativas. Dos de las comadas de ratones C3HeB/Fe! mostraron
diferencias significativas (p<0.05). sin embargo, en una aumentaron mds
las hembras que los machos en ambos pardmetros mientras en la otra

se observo lo contrario. En una de las camadas de C57BL/6 se observd
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que los machos aumentaron mds en peso y longitud a las hembras,

siendo esta diferencia significativa.

5. Aspectos bioquimicos
¢ Proteina. los resultados obtenidos para cada una de las camadas
trabajadas se analizaron separadamente. Los Unicos grupos que
mostraron diferencias significativas fueron los comrrespondientes a los
ratones inoculados con virus tanto lactantes como aduitos (Cuadro 4,
figura 11 ).

Aun cuando no se detectaron diferencias estadisticas en la
concentracién total de proteina de los animales, al analizar sus
componentes en comimientos electroforéticos (figuras 12, 13 y 14 ¢} se
observaron diferencias.

El suero de los animales rabiosos tanto lactantes como adultos
de laos lineas BALB/c y C3H mostraron una elevacidon en Ia
concenfracidn de albiming, significativa con respecto a la de los
ratones testigos (figuras 12y 13 a).

En el caso de los ratones inoculados con vacuna antirabica tipo
Fuenzalida se observaron también aumentos en la conceniracién de
albumina estadisticamente diferentes en las tres lineas utilizadas. Dichas
diferencias se encontraron entre los inoculados con vacuna y aquéllos
con SCN y PBS f{figuras 12, 13 v 14 b). En los ratones BALB/c y C3H se
observaron también diferencias significativas entre los valores obtenidos
con vacuna y los de nucleocdapside (figuras 12y 13 b).

Los valores de albimina de todos los ratones inoculados con
nucleocdpside, fueron estadisticamente mayores a los de aquéllos
inoculados con PBS {figuras 12, 13y 14 b). Con excepcion de los ratones

C57BL/6. no se detectaron diferencias significativas entre los niveles de
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albimina de ratones inoculados con nucleocdpside y los inoculados
con SCN (figura 12, 13y 14 b).

Las tres lineas mostraron diferencias significativas (p<0.05) entre
las concentraciones de albimina en ratones inoculados con SCN y PBS
(figuras 12, 13y 14 b).

Las lineas C3H y C57BL/é mosiraron diferencias significativas
entre las concentraciones de los ratones inoculados con PBS y SCN
(figuras 13y 14 b).

¢ Glucosa. Se detectd un aumento significativo sdlo en los ratones
lactantes BALB/c inoculados con 60 pg de NC y en aquéllos inoculados
con virus {lactantes y adultos) de las lineas BALB/c y C3H (cuadro 5,
figura 15).

e Acidos grasos. No se detectaron diferencias significativas en ningun

Qrupo.

6. Homologia de secuencia de la proteina N con serina/treonina
cinasas

Se realizd una busqueda de la secuencia aminoacidica de la proteina
N del virus de la rabia en el banco de datos del GenBank y del Swiss Protein
Bank, a través de la internet (Entrez Browser, con direccidon en
http://www3.ncbi.nim.nih.gov/Entrez}. Una vez obienida la secuencia de
esta proteina (segun Kissi y col, 1995) se utilizd una de las heramientas
disponibles en esta pdagina de la red (EPFL a través de la red BLAST), para
hacer una comparacion entre la proteina N del virus y todas las proteinas
contenidas en las bases de datos antes mencionadas. Como resultado se
obtuvo informacidn de que existe un 55% de homologia entre esta proteina

y tres serina/treonina cinasas de Mus musculus: serina freonina cinasa de
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timo, proteina cinasa C de cerebro y proteina cinasa C tipo theta. La
alineacion de las secuencias se muestra en el apéndice A, figura 16.
También se realizd una investigacion sobre la funcion de los sitios de las
protein cinasas que mostraron homologia con la proteina N del virus rdbico.
Asi, segun la comparacién con las descripciones de Altomare D.A. y col.
(1995), Rose-John S. y col. {1988) y Osada S. y col. (1992), respectivamente,
los segmentos en donde se detecta homologia con la proteina N del virus

rabico comresponden al sitio activo de estas proteinas.
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Discusion
1. LA INFECCION CON VIRUS RABICO CVS-11 PROVOCA PERDIDA DE
PESO EN RATONES LACTANTES Y ADULTOS.

E virus de la rabia causa un desgastamiento general asi como una
pérdida de peso de alrededor del 40% en animales de laboratorio. Este
fendmeno fue descrito primero por Wikior en 1985 y posteriormente por
Tomres-Anjel ef a/ (1988), Perry y col. {1990) y Tshikuka y col. (1992). Torres-Anjel
y col. en 1988 lo denominaron sindrome de emaciacién. En esta
investigacion se observd una pérdida promedio de peso del 35% y del 20%
en ratones lactantes y adultos respectivamente; también se detectd una
disminucién en la talla de los animaies. La hipdtesis del grupo de Tores-Anjel
(1986 y 1987) para explicar la pérdida de peso estd basada en la
disfuncionalidad de células productoras de la hormona del crecimiento, y
sugieren la participacion del eje hipotdlamo-adenohipdfisis-hormona del
crecimiento-timo. Ellos probaron que aunque hay una considerable pérdida
de peso ésta no se debe a la falta de consumo de alimento ya que los
animales utilizados (conejos, ratas, ratones, bovinos y cuyes) continuaron
alimentdndose hasta el dia de su muerte. Lo anterior concuerda con o
observado durante este trabajo, ya que en los animales laciantes se podia
observar el estdmago repleto de leche y a los adultos se les vio comer en
varias ocasiones. Esto muestra la necesidad de realizar estudios
comparativos de conversion alimenticia en animales sanos y enfermos de
rabia.

Torres-Anjel y su grupo (1988) también demostraron que el virus rabico
produce una disfuncidn de células de la adenohipdfisis tanto in vivo como in
vifro, las cuales estan directamente relacionadas con el crecimiento ya que

son las responsables de la produccidon de hormona del crecimiento.
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El crecimiento se encuentra regulado principalmente por la hormona
del crecimiento. Sin embargo, sin ia hormona liberadora de la hormona del
crecimiento, ésta no podria llevar a cabo su funcidn {Ganong, 1986; Guyton,
1991). La hormona del crecimiento es secretada por la pituitaria anterior y el
hipotalamo. El hipotdlamo produce también la hormona liberadora de la
hormona del crecimiento (Harmis ef af, 1966).

El virus de la rabia infecta células nerviosas. Tomes-Anjel ef af (1988)
describieron la infeccidn masiva de la adenohipdfisis e hipotdlamo en
bovino, gato, conejo y rata, después de la inoculacién infracerebral o
intralingual con virus de la rabia. Los virus utilizados por este grupo fueron:
virus de rabia pardlitica bovina {(ATCC VR-985), Con-Vac (Connaught
taboratories, Willodale Ontario Canada), Neurogen (Philips-Roxane, St.
Joseph, Mo.] y CVS (ATCC VR-321). Por ofra parte, Marquette et af (1994} a
partir de estudios en ratones inoculados por via intracerebral con CVS
derivado de la cepa original de Pasteur, observé que hay replicacion en el
hipotdlamo, mas no en la adenohipdfisis. Al parecer la inoculacidn por
diferente via permite que el virus se replique en diferentes estructuras.

La energia de las células nerviosas infectadas se utiliza en la
produccion de proteinas virales, sin que se detenga la de las celulares
{Tsiang H., 1993). Esto no implica que no exista una disminucidn en la
secrecion de proteinas celulares por las células infectadas como fue
observado por Tores-Anjel y colaboradores en 1988. Al verse afectada la
funcidn del hipotdlamo por la multiplicacion viral, puede disminuir su
actividad produciora de hormona liberadora de somatotropina y otros
factores, con la consecuente disminucion de hormona del crecimiento

circulante.
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Al reducirse la secrecién de hormona liberadora de somatotropina o
ia produccidn de hormona del crecimiento también se disminuye ia
secrecidn de insulina y factor de crecimiento tipo insulina-1. Esto produce
una menor captacion de glucosa (que se observa como glucemia), una
disminucién en la sintesis de proteina y un aumento en la degradacién de
ésta (Guyton, 1986; Ganong, 1988).

A pesar de los diversos reportes sobre la perdida de peso inducida por
el virus de la rabia, en ninguno de ellos se describe la disminucidn de
longitud. Esta fue mucho mds evidente en ratones lactantes, como
consecuencia de un retraso en el crecimiento, que en adulios jovenes.

Se sabe (Guyton, 1986; Ganong, 1988) que uno de los efectos
principales de la hormona del crecimiento se da sobre las células dseas. Asi,
se puede deducir que al disminuir la concentracion de hormona del
crecimiento o alguno de sus intermediarios ([somatomedinas) no se alcanzan
a desarollar adecuadamente los huesos (ya que interviene en la
maduracién de los osteocitos) o se refrasa el desamollo global de los mismos,

que podria ser quizd lo que sucede.

2. LA VACUNA ANTIRRABICA TIPO FUENZALIDA PROMUEVE EL
CRECIMIENTO DE LOS RATONES LACTANTES

Al inocular vacuna antirdbica tipo Fuenzalida se observd la induccidn
del crecimiento de los ratones de las tres lineas significativamente mayor
(p<0.05) al de los testigos. Este aumento fue tanio en peso como en
longitud. Esto puede ser debido al aumento en la secrecidon de uno o varios
de los siguientes factores hormonales: hormona liberadora de
somatotroping, hormona del crecimiento, factores de crecimiento tipo

insulina, insulina y relaxina principalmente.
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Los ratones C3H y C57BL/6 mostraron un cambio en la pigmentacion
de la piel desde el primer dia post-inoculacion y se observd un color mas
oscuro que el de los inoculados con una suspension de cerebro normal. Al
realizar cortes histolégicos de la piel de estos individuos se observd que en ios
inoculados con vacuna era mads gruesa y los foliculos presentaban
nacimiento de pelo, mientras la de los testigos era mas delgada y no se
pudo encontrar evidencia de nacimiento de pelo. El cambio de coloracién
por 1o fanto a una mayor concentracion de melanina debido a la mayor
canfidad de melanocitos y a la presencia de pelo. Esto es indicativo de que
también se estimularon factores de crecimiento de tipo epidermico, los
cuales son producidos en respuesta a la estimulacion de hormona del
crecimiento y factores del crecimiento tipo insulina (Lowe, 1996).

La vacuna antimabica tipo Fuenzalida contiene todas las proteinas del
virus rabico debido a que se produce a partir de encéfalos infectados de
ratones lactantes (Fuenzalida y Palacios, 1955). Sin embargo es rica en
proteina N libre (Montafio et o/ 1995}, que es el componente mayoritario de
la nucleocdapside y del virus (Dietzchold et af 1987a). Ademds de [a
nucleocdpside rdabica, la vacuna contiene proteinas propias del tejido
nervioso. Asi, se considera la presencia de factores de crecimiento
producidos en el encéfdlo y se puede deducir que de haber una
estimulacion por parte de la nucleocdpside en la produccion de hormona
del crecimiento, podria darse ademds un efecto sinérgico entre ésta y los
factores de crecimiento intrinsecos del extracto celutar encefdlico.

La vacuna antirdbica tipo Fuenzalida contiene también proteina L
{aunque en mucho menor cantidad que proteina N) del virus de la rabia.
McClure y Perrault en 1989, analizaron dos regiones de la proteina L del virus

de la estomatitis vesicular, las cuales comesponden a los sitios cataliticos de
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las proteina-cinasas. La primera regidon es la de los residuos aminoacidicos
725 a 1102 y la segunda comprende del 1291 a 1671, Después de eliminar
una secuencia de 94 residucs, que impedia la alineacién, reportaron que la
primera regién alineaba mejor con miembros de la subfamilia Abl de las
tirosina-cinasas (especialmente con las proteinas Fes y Fps), mientras la
segunda region lo hacia con el factor de crecimiento de las plaquetas y ia
proteina Kit. Encontraron la misma homologia {aproximadamente 20%) para
el virus de la rabia y ofros Rhabdovirus. Los autores de este trabajo llegaron a
la conclusion de que las polimerasas de los Rhabdovirus, comparten ciertos
residuos que podrian hacer pensar en una relacion entre las tirosina-cinasas
Fes y Fps, el factor de crecimiento de las plaguetas y la proteina Kit. La
proteina L del virus de la rabia, al tener cierta similitud con transductores
celulares como Fes y Fps y con un factor de crecimienfb, también pudo
haber contribvido al efecto de crecimientc observado en los animales

inoculados con la vacuna.

3. LA NUCLEOCAPSIDE DEL VIRUS DE LA RABIA PROMUEVE EL
CRECIMIENTO DE LOS RATONES LACTANTES.

Llos primeros experimentos con nucleocdpside se realizaron
inoculando 20 ug de proteina. Los ratones inoculados con este coloide
murieron con una marcada pérdida de peso y de longitud en un periodo
promedio de 7 dias'. La proteina N contenida en la nucleocapside del virus
es un superantigeno (Lafon et al, 1992) y pudo haber actuado de manera
similar al superantigeno del virus del tumor mamario del ratén. McCormack y
colaboradores en 1993, observaron que al inocular superantigeno

enddgeno del virus del tumor mamario del ratdén en concentraciones bajas,

Hubo un sole ratén que sobrevivid hasta el dia 13 post-inoculacion.
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causa una mayor deplecion de linfocitos T maduros que a concentraciones
alta y que su efecto es inversamente proporcional a la concentracidon
aplicada. Otro detalle importante de destacar, es que esto fue observado
cuando el superantigeno se aplicé repetidamente de forma exdgena,
como fue hecho con la nucleoc@pside del virus de la rabia. Se puede
suponer que ésta es una de las posibles causas debido a que al inocular 60
ug de nucleocdapside, los animales no sufrieron enfermedad y no murieron,
se conservaron vivos sin ningun signo de enfermedad. Astoul ef a/en 1996,
inocularon ratones BALB/c de 8 semanas con 20 ug de nucleocdpside en
100 pl, sin embargo, esta proteina se combind con 5 ug de hemoaglutinina
de virus de Influenza y observaron que la proteina N actuaba como
adyuvante. Una posible explicacion de la diferencia de resultados es que
Astoul y colaboradores utilizaron ratones adultos, los cuales son menhos
sensibles al fratamiento, ademds de que la proteina N no se inoculd sola sino
en combinacion con hemoagiutinina.

Otra explicacién de la muerte de estos animales pudo haber sido que
el inéculo estuviera contaminado. Para eliminar esta posibilidad se realizaron
pruebas de esterilidad a la proteina después de ver el efecto causado,
saliendo éstas negativas. Una tercera hipdtesis de lo observado seria un mal
manejo de los animales, lo cual es poco probable debido a la supervivencia
de los testigos.

La inoculacidn de 60 pg de nucleocdpside produjo diferentes efectos
en las lineas de ratones utilizadas. En el caso de la BALB/c sélo estimuld el
crecimiento en longitud; en la C3H indujo un aumento de peso vy longitud en
una de las camadas mientras en las otfras dos lo hizo en sdlo uno de los

pardmetros y en la C57BL/6 produjo un aumento en- ambos pardmetros
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estadisticamente significativos. Estos resultados revelan una base genética
que determina la respuesta a la proteina N.

Tanto en el caso de la vacuna antirdbica tipo Fuenzalida como en el
de la nucleocdapside purificada, existen varias posibilidades que pueden

explicar la actuacién de la proteina N.

3.1. Actividad andioga a la hormona del crecimiento_o g Ia hormong

liberadora de la hormona del crecimiento.

La proteina N podria unirse a los receptores de la hormona del
crecimiento en las células del cuerpo, por ejemplo, en el higado este
proceso induciria a los hepatocitos a producir factores de crecimiento tipo
insulina, que son los mediadores de la somatotropina (Ganong, 1988;
Guyton, 1986, Lowe, 1996).

Sita proteina N se uniera a los receptores de la hormona liberadora de
hormona del crecimiento en las células pituitarias, esto provocaria que estas
células produjeran una mayor cantidad de somatotropina que
posteriormente seria secretada a la circulacion.

Esta explicacién es poco probable debido a que no se encontrd
homologia entre las secuencias de aminodcidos de las 2 hormonas
mencionadas vy la proteina N detl virus de la rabia, lo que hace suponer que

esta no comparte la estructura conformacional con las hormonas.

3.2. Funcién de transduccion por sy homologia con cingsas.

Se realizd una busqueda por Infernet en las bases de datos Swiss-FProf
Bank y GenBank (‘EPFL, BLAST network service'). Se encontré un 55% de
homologia entre las secuencias de la proteina N detl virus de la rabia y

serin/freonin-cinasas de varias especies (raton, rata, conejo, humano vy

34




bovino). Los segmentos con los que alinean coresponden al sitio activo de
las mismas, segin las descripciones realizadas por Atomare D.A. ef a/ (1995},
Rose-John S. ef of {1988) vy Osada S. ef aof {1992). Estas enzimas son
transductores intracelulares cuya funcidn es la de llevar un mensaje desde el
receptor activado por la hormona hacia el nicleo para que comience un
nuevo ciclo multiplicativo (Saltiel A.R., 1995; Lewin B., 1995). Esta homologia,
aunada al hecho de que la proteina N tenga la funcidn de regular el paso
de la transcripcion a la replicacién del virus (Patton ef al, 1984) y que sea
una fosfoproteina (Sokol ef al 1969), permiten deducir que es posible que

tenga la actividad de una serina/treonina-cinasa.

3.2.1. A nivel hipdfisis e hipotdlamo.

Es probable que la proteina N estimule directa o indirectamente, o de
ambas formas, la secrecidn de hormona del crecimiento (se realizd un
estudio para verificar si la nucleocapside por si sola podia penentrar células
de fibroblastos, se detectd en una ocasion su presencia dentro de las
células; datos no mostrados). En forma directa las células de la pifuitaria
podrian haber sido estimuladas mediante transduccidn (por la proteina N) a
secretar hormona del crecimiento. Indirectamente el aumento en lo
concentracidn circulante de somatotropina pudo haber sido inducido por la
activacién de las células hipofisiarias, productoras de hormona liberadora de
hormona del crecimiento. Otra posibilidad es que se presentaran ambos

fendmenos.

3.2.2. En otros teiidos.

En trabajos redlizados con hormona del crecimiento humana, porcina

o bovina en ratones enanos (Wallis & Dew, 1973; Pidduck & Falconer, 1978;
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van Buul & Van den Brande, 1978), deficientes en esta hormona y prolacting,
se observé que la inoculacion de 15 a 700 ug/semana, por via subcutdnea o
intraperitoneal, en 3 a 7 inyecciones produce un aumento medible en el
crecimiento en 1 a 3 semanas. Esto contrasta con los resultados obtenidos
en esta investigacion, ya que en el caso de las lineas C3H y C57BL/6, 1as
diferencias en peso y longitud eran evidentes desde el tercer o primer dia
post-inoculacion, respectivamente.

Esto podria ser indicativo de que existe una estimulacion no sélo sobre
la secrecion de somatotropina sino también de ofros factores involucrados
en el crecimiento que aceleran la respuesta; © gque actuara como
transductor celular (serina/treonina cinasa) en varios fipos celulares dando
como resultado un aceleramiento del crecimiento. Sin embargo, esta
regulacion positiva de la multiplicacion celular debid cesar en algin
momento, tal vez dentro de los 21 dias de observacion, debido a gue
aunque se conservaron por periodo de un ano algunos de los ratones
utilizados, ninguno de ellos mosird la formacidn de tumores. La presencia de
tumores podria haber sido consecuencia de que las células continuaran su
muitiplicacion sin ningun tipo de regulacion.

En el remoto caso de que la proteina N entrara de alguna forma a
todo tipo de células y realizara funciones de transductor celular, mantendria
"encendida” la red de senales y las células se multiplicarian constantemente.
Como resultado, se observaria un crecimiento acelerado. Esto se

compararia a la actividad de los retrovirus clase lil {oncogénesis)?.

z Transductores intracelulares, oncogenes que codifican para firosing cinasa viral

que es esencial para conservar la transformacién de las células.
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3.3. Estabilizacion de la hormona del crecimiento.

La proteina N de la nucleocapside del virus rabico puede actuar
también como profefnd estabilizadora de la hormona del crecimiento. Se ha
observado en la enfermedad de Laron® que la proteina estabilizadora de
hormona del crecimiento se encuentra ausente, en bajas concentraciones o
en forma disfuncional, siendo ésta con la ausencia de receptores para la
somatotropina los causantes del refraso en el crecimiento que presentan los
enfermos (Zhou et al, 1997). La proteina N tal vez redlice la funcidn de esta
proteing, protegiendo a la hormona del crecimienfo de la degradacién y
permitiendo asi que su efecto sea mas prolongado que normalmente es de

20 a 30 minutos en el humano (Ganong, 1988).

3 4. Interaccion entre proteinas virales, citocings y hormonas.

Se ha descrito una relacion entre la hormona del crecimiento y el
sistemna  inmunoldgico. Al haber una disminucidn de la hormona del
crecimiento disminuye la respuesta inmune (Murphy M.J. y col., 1992).

Recientemente se describid la IL-17 {Yao 1. et al 19925). Se enconird
que esta nueva citocina tiene un 57% de homologia con el décimo-tercer
ORF del Herpesvirus saimii que codifica glucoproteinas secretoras. Se
confirmo que éstas tienen actividades tfipo citocina como activacion de
NF-xB, induccidn de la secrecidn de IL-6 en fibroblastos y coestimulacidon en
la proliferacion de finfocitos T.

De forma similar, es factible que otfra proteina viral, la proteina N del

virus de la rabia, tenga actividades tipo citocina. Sin embargo, la busqueda

! Enfermedad hereditario que produce enanismo en el humano y es consecuencia

de defectos en el gen que codifica para los receptores de la hormona del crecimiento.
Los enfermos presentan hipoglucemia, baja concentracién de factor de crecimiento tipo
insulina-1, aitas concenfraciones de hormona del crecimiento., ausencia, baja
concentracién o disfuncional proteina estabilizadora de somatotroping vy resistencia a la
homona del crecimiento {Zhou ef af 1997).
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en los bancos de datos no reveld homologia con ninguna citocina descrita
hasta el presente.

El sarcoma de Kaposi es la neoplasia mds abundante en pacientes
con SIDA. En la proliferacidon de estas células tumorales estan involucradas
citocinas producidas en respuesta a la presencia de glucoproteinas de
membrana del virus, gpl120 y gpl60 (Liu ef al, 1992), factores de crecimiento
peptidicos, proteina Tat del VIH y productos de genes de herpesvirus
asociados al sarcoma de Kaposi. La elevacion en los niveles de citocinas de
la inflamacidn como IL-1, oncostating y factor de necrosis tumoral-g,
inducen la produccidn de factor de crecimiento de fibroblastos bdsico
(bFGF), que a su vez estimula el crecimiento de las células epiteliales. Las
citocinas parecen activar a las células del sarcoma de Kaposi y endoteliales
a producir el bFGF de forma MAP-dependiente (Faris et al, 1998).

En ofras enfermedades como la glomerulonefritis autcinmune vy
posiblemente también |la nefropatia diabética (Francki et af 1995), se ha
descrito que la estimulacidn con IL-1B, factor de crecimiento de Ias
plaquetas o lipopolisacdridos, predispone a células renales a aumentar su
tasa de muitiplicacidon debida a la presencia de bFGF en su membrana al
ser activadas por IL-1a, IL-6 o bFGF. Por otra parte se ha visto que las
o-guimocinas, como la IL-8, estimulan la proliferacion y movilizacion de
células no hemotopoyéticas como queratinocitos, musculo liso, endoteliales,
fibroblastos sinoviales y melanocitos (Kemeny M.G. et al, 1992; SzeKanecz 1.
et al, 1994; Nanney et al, 1995, Yue T.L. et al, 1994}). La IL-8 en los
queratinocitos humanos es regulada por la proteina cinasa C
{Chabot-Fletcher et al, 1994).

La proteina N del virus de la rabia podria estimular el crecimiento de

los individuos através de la inmunomregulacion. Esto se observaria al estimular
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la produccion de IL-1 a y B. IL-6, IL-8, entre ofras citocinas que a su vez
aumentaran la produccion de hormonas como el factor de crecimiento de

las plaguetas y el bFGF, como parte de la respuesta inmune presenfada
| frente a la presencia de la proteina N. La vacuna Fuenzalida por la
presencia de fenol y su alto contenido de proteina, pudo ademads inducir
inflamacién. En ambos casos, las quimocinas pudieron promover ia
proliferaciéon de queratinocitos, células musculares y endoteliales. Esto
explicaria el engrosamiento de la piel observado en animales inoculados
con NC o vacuna y probablemente también la aparicidn prematura de
peio.

Por ofra parte la proteina N, al estimular la produccién de hormona
del crecimiento, favoreceria la respuesta inmune a ella misma. En
consecuencia, se secretaria una mayor cantfidad de citocinas, que a su vez
estimularian a algunas células a producir factores de crecimiento.

Se ha descrito la relacidon existente entre el sistema inmune y el
cerebro. A nivel hipotdlamo se ha comprobado que se produce factor
liberador de corticotropina (CRF} en respuesta al estrés y a citocinas como la
IL-1, la IL-6 y al TNF-a.. Es posible que la reaccidn inmunoldgica frente a la
proteina N, a las contenidas en ia vacuna o su combinacién, podria haber
estimulado la produccién de CRF, En este caso se podria haber inducido a
nivel hipofisis que el precursor de Ia corticortropina  {ACTH),
proopiomelanocorting, fuera cortado en tres: hormona a-estimulante de
melanocitos, ACTH y B-endorfina (Black, 1995). Esto podria explicar también

la coloracion mds oscura de ia piel de los ratones inoculados con NC.

4. ASPECTOS BIOQUIMICOS.
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No se localizaron reactives capaces de medir hormona de
crecimiento de raién, por lo que para interpretar las causas de pérdida o
aumento de peso y longitud en los animales se midieron las concentraciones
de proteina total, glucosa y acidos grasos libres en suero. La seleccion de
estos parametros se basd en el hecho de gue son directamente afectados

por el nivel de somatotropina circulante.

4.1. Proteina total.

4.1.1. En animailes rabiosos.

Los andlisis mostraron una elevacion significativamente mayor (p<0.05)
en la concentracidn de proteina en sueros de ratones inoculados con el
virus en relacion a la de los testigos vy al valor promedio encontrado en la
bibliografia (5.5 mg/mi; Crispens , 1975). Un dato curioso fueron los adultos
C3H que, aungue mostraron un aumento en la concentracion de proteina
total con respecto a sus testigos, estuvieron ambos por debagjo de 5.5 mg/ml.

Garlick et a/ (1998} y ofros investigadores describen que en el caso del
SIDA, la pérdida de peso se da por la disminucion en la sintesis proteica, Ia
degradacion de proteina y el blogueo de receptores de la hormona
liberadora de la hormona del crecimiento. La accidn conjunta de estos
factores provocaria una disminucion en la concentracion y estimulacion por
parte de la hormona del crecimiento. En la rabia, al parecer no ocure 1o
mismo, ya que se observa una elevacion en la concentracion de proteina
en suero. Esta no puede provenir de Ia lisis de las células, debido a que el
virus de la rabia no es litico (Tsiang, 1993), asi que puede ser proteina
sintetizada en las células y liberada al torente sanguineo sin que se esté
incorporando a sus células blanco o almacenando en las propias células

productoras.
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4.1.2. En animales inoculados con proteina N,

En el caso de los animales de las tres lineas inoculados con vacuna
antimdbica tipo Fuenzalida y nucleocdpside no se detectaron diferencias
significativas en la concentracion total de proteina.

La albimina tiene un papel importante en el transporie de diversas
sustancias, muchas de las cuales son hidrofdbicas. Entre estas moléculas se
encuentran los dcidos grasos libres y hormonas liposolubles que se unen
estrechamente a ella (White ef o/ 1982).

No se detectaron diferencias significativas en los niveles de profeina,
albUmina y prealbtmina en sueros de nifios con SIDA con vy sin retraso en el
crecimiento y nifios no infectados (Henderson y col., 1997). Sin embargo, en
los sueros trabajados en esta investigacién se observé una elevacion en ia
fraccion albumina de los rafones inoculados con virus de la rabia.

En el caso de los ratones inoculados con vacuna y nucleocdpside se
detectd también un aumento en la concentracién de la fraccidn albumina
sin que se detectara una elevacién en la concentracion total de proteina.
En este caso el aumento en la concentracion de albimina puede estar
relacionado con el transporte de dcidos grasos utilizados en la produccion
de energia, que permite el aceleramiento del crecimiento de los ratones
inducido por una elevacién en la concentracion de somafotropina
circulante.

42. Glucosa.

4.2.1. En animales rabiosos.

Las concentraciones de glucosa detectadas en los sueros de os
ratones con rabia fue superior al valor normal especificado en la bibliografia
(70 mg/100ml de muestra; Crispens, 1975}, y significativamente mayor al de

los testigos. La glucemia que se presentd pudo haber sido inducida por una
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disminucidn en la concentracion de insulina circulante, provocada asimismo
por la disminucién en la produccidn de hormona del crecimiento (White et
al, 1982; Voet D.y J.G. Voet, 1990). Otro efecto de la faita de la hormona del
crecimiento es que al no ser ulilizada la glucosa como fuente energética es
almacenada como glucdgeno en las células, hasta saturarse y entonces es
eliminada a tomrente sanguineo y posteriormente en orina. A esto se le
conoce como efecto diabetdgeno de la hormona de crecimiento. Un
efecto mas es el almacenamiento de proteina, la cuat se elimina una vez

que la célula estd saturada (Ganong, 1988; Guyton, 1984).

4.2.2. En animales inoculados con proteina N.

En los ratones inoculados tanto con vacuna antirdbica tipo Fuenzalida
como con hucleocdpside no se detectaron diferencias significativas en ias
concentraciones de glucosa al compararlas con las de sus respectivos
testigos. Los valores de los sueros fueron superiores a 70 mg/100 mi, pero sin

alcanzar los obtenidos en los animales inoculados con el virus de la rabia.

4.3, Acidos grasos.
4.3.1. En animales rabiosos.
La somatotropina induce la utilizacidon de acidos grasos en lugar de

glucosa como fuente energéetica, lo cual implica una movilizacién de los
mismos en el forrente sanguineo (Ganong, 1988; Guyton, 1986). Sin embargo,
se ha visto que al inocular repetidamente somatotropina a animales en
crecimiento, la hormona tiene un efecto menor en dicha movilizacion
cuando los animales disponen de alimento ad /ibitum. En caso de que haya
una restriccidn del mismo, la somatofropina puede provocar que se

movilicen las reservas de grasa (Hanis ef al, 1993). Los sueros de los ratones
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de tocdos los tratamientos y lineas genéticas no mostraron diferencias

significativas en cuanto a la concentracién total de acidos grasos libres.

4.3.2. En animales inoculados con proteina N.
No se detectaron diferencias significativas en las concentraciones de

los animales inoculados con vacuna antirdbica y nucleocdapside, aun
cuando se esperaba observar una mayor concentracion de dcidos grasos
en. éstos en relacién a los testigos. Sin embargo, los niveles altos y
estadisticamente significativos (p<0.05) en albimina, sugieren que una parte
de los d&cidos grasos presentes pudieron haber estado unidos a esta
proteina. E} método colorimétrico utilizado detecta exclusivamente acidos
grasos libres, por lo cual es probable que no se haya cuanfificado la

totalidad de los acidos grasos presentes en las muestras.

5. INFLUENCIA GENETICA SOBRE LA RESPUESTA

Existieron diferencias marcadas en la respuesta de cada una de las
lineas de ratones utilizadas. Esto indica que las caracteristicas genéticas de
cada uno de ellos influencié 1a respuesta de los animales a los diferentes
tratamientos. La linea C57BL/6 fue la mds sensible o reactiva, siguiéndole la
C3H y por uitimo la BALB/c. Esto sugiere una investigacién mds profunda a fin
de conocer cudles son los factores genéticos que influyen en la respuesta

observada.
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CONCLUSIONES

PATOGENIA DE LA RABIA

1.

LA

La replicacion del virus en el sistema nervioso central (hipotdlamo e
hipdfisis) puede que produzca la emaciaciéon observada en los animales
con rabia, debido a una disminucidn en la produccidn de hormeona
liberadora de hormona del crecimiento U hormona del crecimiento o
ambas. La disminucidn en las concentraciones de uno © ambos factores
inducen cambios bioquimicos como la disminucidén en la produccién de
insulina, que obstruye la incorporacion de glucosa por parte de las
células y limita sus fuentes energéticas a la descomposicion de la
proteina celular. Esto coincide con la glucemia y los altos niveles de
proteina observados con los animales con rabia.

La pérdida de peso ha sido informada consistentemente en animales
enfermos de rabig; sin embargo, no se ha descrito el efecto en la
longitud, determinado por el crecimiento dseo. Los resultados obtenidos
en esta investigacidn revelan que los animales inoculados con el virus
rabico son de menor tamafio que los testigos. seguramente a

consecuencia de un retardo en el desarrollo de los huesos.

NUCLEOCAPSIDE DEL VIRUS DE LA RABIA PROMUEVE EL

CRECIMIENTO,

La nucleocdpside del virus rabico al enconfrarse en una localizacién

atipica induce un aumento en la tasa de crecimiento, inexplicable como parte

de la patogenia de la rabia. Entonces, la proteina N no puede tener la funcién

de promover el crecimiento del animal infectado. Lo mds probable es que esta

proteina esté actuando por analogia con aiguna proteina del hospedero

{mimetismo molecular). Algunas proteinas que puede estar imitando son:

44



. Somatotropina o su hormona liberadora. Se podria suponer una analogia

de la proteina N con una de las hormonas ya mencionadas; sin
embargo, la blsqueda redlizada no mostrd homologias entre estas
proteinas.
. Cinasas. La proteina N del virus de |la rabia tiene un 55% de homologia
con 1os sitios activos de serina/treonina cinasas de ratdn, conejo, humano
y bovino.

Mensaqjero intracelular en células de la hipdfisis © hipotalamo o ambas. Lo

nucleocdapside podria actuar como transductor tipo
serina/treonina-cinasa, aumentando la  produccidn de hormona
liberadora de hormona del crecimiento o somatotropina o ambas, con la
consiguiente estimulacion del crecimiento.

Proteina estabilizadora de la _hormona del crecimiento. Una de las

funciones de la proteina N en el virus de la rabia es la de proteger al
acido nucleico y la de asociarse en un complejo con la proteina NS para
llevar a cabo ia replicacidn del virus., Esto permite pensar que podria
unirse a la hormona del crecimiento, estabilizarla y protegeria de la
degradacioén, con lo cual su vida media, gue en el humano es de unos
20 minutos, se veria aumentada.

Transductor en células de otros tejidos. La respuesta observada fue muy

temprana (comparada con lo reportado por Wallis & Dew, 1973; Pidduck
& Falconer, 1978 y van Buul & Van den Brande, 1978); en el caso de ia
vacuna se observd el engrosamiento de la piel y presencia de pelo al 4°
dia de edad. Con esto se puede concluir que no sélo estén involucradas
la hormona del crecimiento y su hormona liberadorag, sino también otros

factores, como los epidérmicos.
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6. Una nuevg citocina. Los resuttados y el andlisis de la bibliografia sugieren

la posibilidad de que la proteina N esté actuando como un mediador

molecular del crecimiento.

FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA A LA PROTEINA N
El desarmollo de los animales inoculados con la proteina N es

influenciado por factores que dependen tanto del animal como del
indculo:

¢ Edad. Resultados preliminares revelaron que los ratones inocculados desde
el dia de nacimiento respondieron a la vacuna antirdbica, mientras que a
los de 3 dias de edad no mostraron ningun efecto. Esto indica que la edad
es un factor predisponente sobre la respuesta a la inoculacidn de
nucleocdpside de! virus de la rabio.

¢ Sexo. Los resultados a este respecto no fueron concluyentes.

¢ Respuesta de las lineas de ratones utilizadas. Se observaron diferencias

entre las respuestas de las tres lineas utilizadas. La que mostrd efectos mas
sorprendentes fue la C57BL/6, seguida por la C3H y por Ultimo la BALB/c.
Esto sugiere que las caracteristicas genéticas de cada una de ellas
influencia de manera distinta la respuesta frente a la inoculaciéon de
nucleocapside del virus rabico.

¢ Dosis. Se inocularon preparaciones de nucleocdpside con dos dosis
distintas {0.5 y 1.5 mg/mi). La primera dosis sdlo se inoculd en ratones
lactantes BALB/c, en lo que se observd emaciacion y muerte, semejantes
a lo observado en animales inoculados con rabia. Al aumentar ta dosis, el

efecto fue contrario. Por 1o tanto, la respuesta es dosis dependiente.
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INFLUENCIA DE FACTORES GENETICOS SOBRE LA PATOGENIA DE LA
RABIA A DIFERENTES EDADES

En los animales inoculados con rabia se observd que los ratones lactantes
machos BALB/c son mds sensibles que las hembras, mientras que en los C3H se
manifiesta o contrario. Los ratones adultos BALB/c machos son mds resistentes
que las hembras, y se observa lo contrario en los C3H. En los C57BL/é tanto

lactantes como adultos no se detectaron diferencias significativas.

PROPUESTAS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

¢ Estudios sobre el crecimiento de los huesos, incluyendo medicién en
longitud e histologia de estos.

¢ La posible actividad de la proteina N como mensajero infracelular debe
evaluarse mds profundamente, iniciando por estudios que revelen si la
proteina puede entrar a las células, como lo hace y en que tipos celulares.

¢ Algunas maneras de confirmar que en efecto la respuesta observada se
debe a la sustitucidn de hormonas pituitarias, su  estimulacion o
estabilizacion por la proteina N del virus rabico, serian:
a) lnocular proteina N en ratones que no producen hormona del
crecimiento como el ratén pequeno {lit/lit}{Donahue & Beamer, 1993).
b) Inocular proteina N en ratones que producen bajas concentraciones
de hormona del crecimiento, como el Snell-Bagg (DW/J) o el ratén enano
de Ames (Dumont et al, 1979; Duquesnoy et al, 1972; 1981).
c) Inocular proteina N en ratones que producen hormona del crecimiento
pero carecen de receptores para la misma y de proteina estabilizadora
de ésta, como el ratdn Laron (Zhou et al, 1997).  Este grupo de
investigadores desarrolldé también un ratdn deficiente sdlo en la proteina
estabilizadora de la hormona del crecimiento.
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¢ Para comprobar que en efecto la nucleocdpside presente en la vacuna
era la causante del crecimiento en los ratones, se sugiere utilizar
suspensidon de cerebro normal adicionada con nucleocdpside purificada.
Esta mezcla tendria que tener el mismo efecto en los ratones que la
vacuna antirdbica tipo Fuenzalida.

¢ Como se conoce la secuencia de la proteina N del virus de la rabia, el
siguiente paso a seguir seria hacer una sonda molecular y buscar el gen
del mediador natural involucrado en el crecimiento.

¢ Alserla edad un factor predisponente de la respuesta se sugiere realizar la
inoculacién de proteina N en ratones adultos.

¢ Durante esta investigacidon se observd que la respuesta era dosis
dependiente por lo que seria conveniente investigar el efecto de
diferentes dosis tanto in vivo como in vifro, para comoborar los resultados
obtenidos y verficar si se presenta un fendmeno semejante al descrito por
McCormack et al, 1993 para el superantigeno endégeno del virus del
tumor mamario del ratén.

¢ Seria conveniente investigar las caracteristicas genéticas que influencian
la respuesta por linea, camada e individuaimente.

¢ Andlizar el efecto de la inoculacion de nucleocdpside del virus de la rabia

en otras especies.
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APENDICE A: TABLAS Y GRAFICAS DE RESULTADOS

1. RESULTADOS DE PESO Y LONGITUD:

1. Ratones BALB/c.

Tabla 1. Ratones BALB/c
Grupo Pardmetro| Comparacién entre
tratamientos

Lactantes Peso FC-SCN* p<0.004
n=40 Longitud FC-SCN* p<0.005
Lactantes+ Peso NC-PBS* p<0.0001
n=20 Longitud NC-PBS* p<0.0002
Lactantes Peso NC-PBS p<0.6157
n=12 Longitud NC-PBS* p<0.0061
Lactantes Peso CVS-PBS* p<0.0104
n=13 Longitud CVS-PBS* ©0<0.0482
Adultos Peso CVS-PBS* p<0.0257
n=12 Longitud CVS-PBS* p<0.0336

FC= Vacuna ontirrdbica fipo Fuenzalida pora uso veterinario; SCN=
Suspensidn de cerebro normal; NC= Nucleocdpside del virus rébico
cepa CV5-11 {60 pg/0.04 ml); PBS= Solucidn amoriguadora de
fosiatos, pH 7.4

* Diferencia estadisticamente significativa p<0.05.
+ Grupo incculade con 20 pg de NC en luger de 60 pg/0.04 mi.

Fig. 6. Resultados de las camadas 1,2, 3, 6 y 7 inoculadas con 20 pg/0.04 ml de
nucleocapside [NC), solucién amorliguadora de fosfatos pH 7.4 (PBS), vacuna
antirabica tipo Fuenzalida (FC) o suspensidn de cerebro normal (SCN). a) Curva de
crecimiento referente a peso. b) Curva de crecimiento para longitud.
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2. Ratones C3H.

Tabla 2. Ratones C3H
Grupo Pardmetro| Comparacion entre

' tfratamientos
Lactantes Peso FC-SCN* p<0.00001
n=5 Longitud FC-SCN* P<0.00120
Lactantes Peso NC-PBS* p<0.0002
n=5 Longitud NC-PBS* p<0.0109
Lactantes Peso NC-PBS* p<0.0043
n=6 Longitud NC-PBS p<0.2527
Lactantes Peso NC-PBS <0.2806
n=5 Longitud NC-PBS* 0<0.0490
Lactantes Peso CVS-PBS* p<0.0394
n=11 Longitud CVS-PBS* pP<0.0181
Adultos Peso CVS-PBS* p<0.0237
n=8 Longitud CVS-PBS* p<0.0037

FC= Vacuna antirrdbica tipo Fuenzalida para uso veterinario; SCN=
Suspensién de cerebro normal; NC= Nudeocépside del virus rdbico
cepa CVS-11 (60 pg/0.04 ml); PBS= Solucién amortiguadora de

fosfatos, pH 7 .4. *
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Fig. 7. Resultados de la camada

Diferencia estadisticamente significativa p<0.05.

10,

ratones lactantes C3H inoculados con 60
pg/0.04 ml. a) Ratones de 4 dias de edad.
b} Intervalos de Bonfemoni p<0.05 para
peso. ¢} Intervalos de Bonfemoni p<0.05

para longitud.
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3. Ratones C57 BL/6.

Tabla 3. Ratones C57 BL/6
Grupo Pardmetro| Comparacion entre
fratamientos

Lactantes Peso FC-SCN* p<0.0010
n=19 Longitud FC-SCN* P<0.0011
Lactantes Peso NC-PBS p<0.0001
n=11 Longitud NC-PBS* p<0.0001
Lactantes Peso CVS-PBS* p<0.0394
n=8 Longitud CVS-PBS* p<0.0079
Adultos Peso CVS-PBS* p<0.0056
n=8 Longitud CVS-PBS* p<0.0214

FC= Vacuno ontirrdbica tipo Fuenzalida para uso veterinario; SCN:
Suspensién de cerebro normal; NC= Nucleocdpside del virus abico

cepa CVS-11 (60 ng/0.04ml); PBS:

Solucién  amortiguadoro  de

fosfatos, pH 7.4

* Diferencia estadisticomente significativa p<0.05.

Fig. 8. Secuencia de fotografias que muestran el desarrolio de los ratones
inoculados con vacuna o suspension del cerebro normal a diferentes
edades. a) 1 dia de edad:; b) 4 dias de edad; c| 8 dias de edad y d} 21 dias

de edad.
/
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Fig 10. Fotografias de cortes
histoldgicos que muestran  un
acercamiento de los mostrados en
la figura anterior (40x). a) Corte de
piel de un ratdn inoculado con
vacuna antimabico (la flecha
indica el nacimiento de pelo); b)
Corte de piel de un ratén
inocuiado con SCN.

Fig 9. Corles histologicos de piel
de ratones C3H a los 4 dias de
edad tefnidos con H&E vy
observados a 10x. a} Piel de un
ratdén inoculado con suspension
de cerebro normat {SCN); b} Piel
de un raton inoculado con
vacuna antirrdbica tipo
Fuenzalida (FC); c) Fotografia de
los rafones de donde se
tomaron las muestras.




IL. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS.
1. Proteina.

Tabla 4. Resultados estadisticos de la comparacion entre los diferentes

fratamientos sobre la cuantificacion de proteina en los sueros de los ratones.

Grupo Comparacién entre
tratamientos
FC-SCN p<0.5789
BALB/c, lactantes NC-PBS 0<0.5692
CVS-PBS* p<0.0243
BALB/c, aduttos CVS-PBS* p<0.0483
FC-SCN 0<0.5263
C3HeB/Fel, lactantes NC-PBS p<0.4031
CVS-PBS* p<0.0196
C3HeB/Fel, adultos CVS-PBS* p<0.0121
FC-SCN p<0.8954
C57BL/6, lactantes NC-PBS p<0.403]
CVS-PBS* p<0.0233
C57BL/6. adultos CVS-PBS* p<0.0083
* Diferencia significativa.
Fig. 11. Concentracion de glucosa en sueros de ratones inoculados con virus

(CVS-11) o PBS: a) BALB/c adultos; b} C3H lactantes; ¢) C57Bl/6 lactantes.
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Fig 12. Andlisis electroforético de sueros de ratones BALB/c. a) Ratones
inoculados con CVS-11 o PBS, 7 dias post-infeccién.

- 3

Putrones slactraforéticos da mieros de ratona s BALR/c

*CVS-PBS

Sancamtraclén proteica [%)

o

b} Sueros de ratones de 21 dias de edad inoculados con vacuna antirdbica
(FC). suspensidn de cerebro normal (SCN), nucleocapside (NC} o PBS.

7 N

Patrones sisctrofoniticos de seTos de ratones BAL Bic

*FC-SCN
*FC-NC
NC-SCN
*NC-PBS
*PBS-SCN

concentracidn protaicn (%}
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c) Tabla de datos de los porcentajes de concentracion proteica en los sueros analizados
en las gréficas a) y b).

Fracciones séricas

Tratarnienio

Prealbimina  AlbUminas a-globulinas B-globulinas  y-globulinas

(60.8-65.7 %B}*  (12.1-14.5 %" (5.5-6.8%)* {1.3-1.5 %)*
CVS ND 83.77 9.51 9.03 ND
PBS ND 73.16 12.18 15.08 3.00
NC ND 7695 10.00 11.20 1.55
FC 0.92 82.12 11.24 1.57 3.18
SCN ND 76.68 11.00 9.32 3.20

* Los valores entre paréniesis son los porcenfajes normales encontrados en el suero.

ND = No detectado

Fig 13. Graficas que muestran los pafrones electroforéticos de sueros de
ratones C3H: a) inoculados con CVS-11 o PBS, 7 dias post-infeccion; b)
inoculados con vacuna {FC), suspension de cerebro normal (SCN),
nucleocapside (NC) o PBS a los 21 dias de edad.

o)/ \

Patrone s electroforiticos de mieres de ratones C3H

=)

Coneamtrasién proteica (%)

N Y,

CVS-PBS*
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/ Patrénes clectroforeticos de suersade ratones C3H \ b)

*FC-SCN
*FC-NC
*FC-PBS
NC-SCN
*NC-PBS
*PBS-SCN

Concentrackbn proteica {%)

Fracchin sérica

/

c) Tabla que muestra los valores graficados en a) y b).

Tratamientio Fracciones séricas
Prealbumina  AlbUminas a-globutinas B-globulinas  y-globulinas
(60.8-65.7 ®)*  (12.1-14.5 %)* (5.5-6.8%)" (1.3-1.5 %}*
CVS 2.03 73.31 4.92 20.54 ND
PBS 1.35 49 4] 18.73 30.88 2.72
NC 1.45 69.8 14.64 1215 4.87
FC 1.02 80.8 1.77 15.81 ND
SCN ND 72.7 12.1 16.9 ND

* Los valores entre paréntesis son los porcentajes normales encontrados en el suero.

ND = No detectado
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Figura 14. Graficas que muestran los patrones electroforéticos de sueros de
ratones C57BL/6: @) inoculados con CVS-11 o PBS, 7 dias post-infeccion; b)
inoculados con vacuna (FC), suspension de cerebro normal (SCN),
nucleocdpside (NC) o PBS a los 21 dias de edad.

a) / - m\

CVS_PBS* Patronas slectsoforétican de suercs de ratones CS7BLIE

0 . e s ik e —————————

Cancentracikn protaica (%)

(e

Patrore £ slactrofordticos de susros da ratones CSTBLR

b)

Cancaatraciin protaies (%}
2

*FC-SCN
FC-NC
*FC-PBS
*NC-SCN
*NC-PBS

\_.. ' | —) *PBS.SCN

59




c) Tabla de datos de las graficas mostradas en a)y bj.
Tratamiento

Fracciones séricas

Preatbimina  AlbOminas a-globutlinas

(60.8-65.7 %)*  {12.1-14.5 %)*

B-globulinas
(5.5-6.8%)*

¥-globulinas
(1.3-1.5 %)*

CVS ND 69.55 10.23 20.48 1.5
PBS 5.84 69.59 8.9 14.38 1.64
NC ND 80.73 4.73 14.39 0.69
FC 0.92 82.12 1.78 15.64 ND
SCN ND 59.77 19.87 16.98 3.39

* Los volores entre parénfesis son los porcentajes normales encontrados en el suero.

ND = No detectado

2. Glucosa.

Tabla 5. Resultados de la cuantificacion de glucosa en sueros.

Grupo Comparacion enfre
tratamientos

FC-SCN p<0.15324
BALB/c, lactantes NC-PBS* p<0.04990
CVS-PBS* p<0.08152
BALB/c, adultos CVS-PBS* p<0.03990
FC-SCN p<0.23628
C3HeB/Fel, laciantes NC-PBS p<0.82660
CVS-PBS* p<0.01723
C3HeB/Fel, adultos CVS-PBS* p<0.01590
FC-SCN p<0.58597
C57BL/6. lactantes NC-PBS p<0.78150
CVS-PBS p<0.59470
C57BL/6, adultos CVS-PBS p<0.590%0

*Diferencia estadistica
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Fig 15. Grafica que muestra la diferencia entre los titulos de glucosa total en
sueros de ratones BALB/c: a) Lactantes inoculados con 60 pg de NC o P8BS,
comparados con el valor bibliografico; b} Ratones adultos inoculados con
CVS o PBS; cJRatones adultos C3H inoculados por via intracerebral con CVS-11 o PBS.
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III. ALINEACION DE LAS SECUENCIAS EXTRAIDAS MEDIANTE EL
PROGRAMA ENTREZ DE LAS BASES DE DATOS GENBANK Y SWISS
PROTEIN BANK.

Fig. 16. Alineacion de ia proteina N del virus de la rabia con proteinas cinasas
de origin de ratdn (Mus musculus).

Proteina "N", cepa PV' 48 EFFIGKGTF|IERRFFRD[EK|E LQE Y E[A]
Prateina cinasa AKT2? 156 K + LIGKGTF|[+ KVILVRIEKIATGRY YjA
Proteina cinasa JBMV LIGKG|+|]F[+ KV LADRIKIGT+EL YA
PKC-ALPHA?

Protelna cinasa 384 K + LIGKG|+|F|+ KVFLAEF|IKIR TN + + F|A
NPKC-THETA!

Proteina “N”, cepa PV 32 AELTKTO[VJALAD[D|[GTVNSDDEDYF
Proteina cinasa AKT2 180 + + | + RK +(V|| + AKIDIEVAH + + TESR YV
Proteina cinasa 370 + + | + K KD|V|V i +DD

PKC-ALPHA

Protefna cinasa 408 + + A + K K DIV|IV L +D|D

NPKC-THETA

Proteina "N", PV 36 S GETRSP

Proteina cinasa AKT2 204 L QNTRHP

'Secuencia aminoacidica de la proteina N del virus rabico cepa PV, segun descrita por
Tordo N. y col., 1986: No. de registro en Swiss-Prot P06025.

Secuencia aminoacidica de la proteina serinfireonin cinasa (timo} de Mus musculus,
descrita por Altomare D.A. y col. en 1995; No. de registro en GenBank U22445.

* Secuencia aminoacidica de la protein cinasa C tipo alfa (cerebro) de Mus muscuius,
descrita por Rose-John S. y cal. en 1988; No. de registro en Swiss-Prot P20444.

* Secuencia aminoacidica de la proteina cinasa C tipo theta (mUsculo esquelético) de
Mus musculus, descrita por Osada S. y col. en 1992; No. de registro de Swiss-Prot Q02111.
*Las letras contenidas en una caja son aminodcidos presentes en la misma posicién en las
cuatro proteinas analizadas.

**Las letras en negrillas indican homologias de la proteina N detl virus rdbico con por lo
menos una de las enzimas analizadaos.
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APENDICE B: FORMULAS DE LOS REACTIVOS

UTILIZADOS

Reactivos para cultivo celular.
OMedio minimo esencial (MEM) 10%.

MEM (Gibco, No. catdlogo 61100-053)
Suero fetal bovino

L-glutamina 200 mm

Bicarbonato de sodio 1.5%

Penicilina G sédica

Sulfato de estreptomicina

Agua tridestitada c.b.p

1 sobre

100 mi
i0mli
15mi

1000 000 Ul

2g

1000 ml

Esterilizar por filtracién, haciéndolo pasar por una membrana de 0.22 mm.
Posteriormente realizar pruebas de esteriidad para verificar la ausencia de
contaminantes como bacterias y hongos.

OSolucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4.

NaCl 8.00¢g
KCI 0.20g
Na,PO, 1.17 g
KH,PO, 020 g
Agua tridestilada c.b.p. 1000m

tsterilizar en autoclave a 15 |b de presion durante 15 min.

OTripsina-verseno.

Tripsina 1:250 (Gibco, No. de Cat. 27250-042) 0.25¢g
EDTA 1.50g
PBS c.b.p. 100 ml

Esterilizar por filtracion.

OSacarosa al 70 %.
Sacarosa 70 g
Aguad destilada c.b.p. 100 mi
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Reactivos para la titulacion de virus por el método de placas.
OMedio MS

Solucién de Earle sin rojo de fenol, ni bicarbonato 100 mi

de sodio

Solucién de amino acidos para medio MEM, 100x 10O ml
Solucidon de vitaminas para medio MEM, 100x 10 m!
L-glutamina 200 mM 10 mi
Bicarbonato de sodio 5.6% 50 mi
Suero de temeraq, descomplementarizado 20 ml

Esterilizar por filtracion antes de utilizarse.

OAgarosa 1%
Agarosa g
Agua tridestilada, c.b.p. 100 ml

Esterilizar en autociave a 121 °C y 10 Ib de presidon duranie 10 minutos.

Al momento de utilizarse mezclar volumen a volumen la agarosa y el
medio MS, agregando por cada mililitro de medio MS 20 mi de DMSO y 5 mi de
dextran {10 mg/ml).

OSolucidn de formaldehido
Formadehido 10 m!

PBS, c.b.p. 100 ml

OSolucion de cristal violeta

Cristal violeta 0.25¢g
Etanol 25 ml
Cloruro de sodio 0.43 ml
Agua destilada 22.5 ml
Formaldehido 2.5ml

Utilizando guantes primero disolver el cristal violeta en el etanol, y
separadamente el cloruro de sodio con el agua. Una vez redlizado esto se
mezclan las tres soluciones.
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Preparacion de membranas de dialisis.
OEDTA 150 mM
EDTA disddico (P.M. 372,24) 1396 g

Agua destilada c.b.p. 250 ml

OTris 10 mM pH 7
Tris (P.M. 121.14) 1.2114 g

Agua destilada 1000 ml
Ajustar el pH a 7 con HCI 2 N.

OGlicerol 20 % en Tris 10 MM pH 7.
Glicerol 100 mi

Tris 1O mM pH 7 c.b.p. 500 ml

OSolucién amortiguadora NT

NaCl 29.22 9
Tris 30.25¢g
Agua destilada |, c.b.p. S5

Disolver en 4.5 litros de agua destilada. Ajustar el pH a 7.5 con Acido
acetico. Aforara 5.

Soluciones para la preparacion de geles de poliacrilamida y reactivos
para la electroforesis.
OSolucién A.

Gel Condensador

Acrilamida (gel condensador) 409
Bis-acritamida (gel condensador) 10g
Agua tridestilada c.b.p. 100 ml
Gel Separador

Acrilamida (gel separador) 100 g

Bis-acrilamida (gel separador) 279

Agua tridestiiada c.b.p. 100 ml
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OSolucion B.

Tris base 3.69g

HCIT N 0.6 mi

EDTA 0.2 M, pH 8.0 0.53 mi

Agua tridestilada c.b.p. 10 ml
OSolucion C.

Tris base 3.79

HCI5SN 0.6 mi

EDTA 0.2 M, pH 8.0 0.4 ml

Agua fridestilada c.b.p. 10 mi
O Solucion D.

SDS 1g

Agua destilada c.b.p. 10 ml
OSolucién E.

Persulfatec de amonio 0.1g

Agua fridestilada c.b.p. 1 mi
OSolucion F.

TEMED 20 mi

Agregar directamente justo antes de usar el gel.

OSolucidn G (Solucidon Amortiguadora de corridal)

Tris base 3g
Clicina 449
Solucién D 10 m!

OSolucidn H (Solucidn Amortiguadora de muestra).

Solucion C 10 mi
Solucién D 4 mi
Glicerol (al 50 % v/v en agua tridestilada) . 2ml
Agua tridestilada 2ml
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O Gel separador.

Solucidn A 11.32 ml
Solucion B 6.28 mi
Solucién D 0.34 ml
Soluciéon E * 3.40 mi
Glicerol 3.08 mi
Agua tridestilada 10.00 mi
TEMED * 20 mi

* Se agregaran justo ante de vaciar. Ya solidificado se afiadirdn 0.5 ml de
isopropanol, para nivelar el limite del gel.

O Gel concentrador.

Solucion A 2.0 ml
Solucion C 2.5ml
Solucion D 0.1 ml
Solucién E 0.1 ml
Agua tridestilada 5.8 ml
TEMED 2.5

Una vez sellada la cadmara de electroforesis con agarosa se vaciard el
gel separador, se esperard a que se polimerice: entonces se vaciard el gel
concenfrador infroduciéndose el peine. Una vez que ha gelificado se
colocardn 50 ml de muestra por carril, usando como marcador de cormimiento

azu! de bromofenol.

Reactivos necesarios para la titulacion de proteina, glucosa y acidos
grasos libres.

a. Método de Bradford.
OReactivo de Bradford.
En un matraz volumeétrico de 1 | disolver:

Azul de Coomasie G250 (Fluka No. de Cat. 100 mg
607713)

Etanol al 95 % 50 m
Acido Fosforico al 85 % ' 100 ml
Agua destilada c.b.p. 1000 ml
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Filtrar a través de papel Whatmann No. 1. Almacenar a 4 °C.

OSolucidon Amortiguadora de NaCl 0.15 M
NaCl (P.M. 58.44) 0.44 g

Agua destilada ¢.b.p. S50 ml

OPatron de albimina sérica bovina
Albumina sérica bovina 1g

Agua destilada ¢c.b.p. 1 mi

OSolucién Amortiguadora de Veronal sédico para commiento de tiras de
Cellogel.

Veronal sédico 824 g
Agua destilada ¢.b.p. 1000 mi

OAzul de Coomasie 1%

Azul de Coomasie G250 (Fluka No. de Cat. 100 mg
607713)
Agua destilada 10 ml

OSolucién deshidratadora
Metanol absoluto 20 mi

OSolucion transparentadora

Metanol absoluto 21.50 ml
Glicerol 0.25ml
Acido acético 3.50 mi

b. Método colorimétrico para la cuantificacion de glucosa en suero.

OSolucidn amortiguadora de cloruro de sodic monobdsico 0.1 M

NaCl monobdsico anhidro (P.M. 120.01) 0.65g

Agua destilada c.b.p. 500 mi
OSolucién‘amoriguadora de cloruro de sodio dibdsico 0.1 M

NaCl dibdsico heptahidratado (P.M. 268.07) 1340 g

Agua destilada c.b.p. 500 mi
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En un matraz con agitacién se coloca la solucién de cloruro de sodio
dibdsico y se le agrega poco a poco solucidn de cloruro de sodio monobdsico
hasta ajustarla mezcia a un pH de 7.0.

OSolucidn stock de fenol

Fenol 4.48 mg
Agua destilada ¢.b.p. 100 ml

OSolucidn de enzimas 2x

Glucosa oxidasa 100 mg
Peroxidasa 16 mg
Solucion amortiguadora de fosfatos 10 ml
Glicerol ai 85% 10 mi

OSolucion de trabajo

Aminoantipiring 18.2mg
Solucion amortiguadora de fosfatos 300 mi
Solucion stock de fenol 3.75ml
Solucién de enzimas 2x 1.92 ml

En un matraz de 500 ml disolver la aminoantipiina en la solucién
amortiguadora de fosfatos. Una vez disuelta se adiciona el fenol y se agita. Por
Oltimo se agrega la solucién de enzimas 2x. Utilizar lo antes posible. Si es
necesario se puede guardar a 4 °C en un recipiente oscuro.

OPatrédn de glucosa
Glucosa 1g

Agua destilada c.b.p. 1 ml

c. Método colorimétrico para la cuantificacion de acidos grasos
libres.

Se siguieron las instrucciones y utilizaron los reactivos contenidos en el kit
comercial de Boehringer-Manheim (No. de catdlogo1383175). El Gnico reactivo
no incluido era el patron que se prepard de la siguiente manera.

Acido palmitco 100 mg
Triton X-100 c.b.p. 10 ml
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