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RESUMEN

La proteina N del virus de la rabia ha sido propuesta como una nueva clase de
inmunomodulador en ratones y en humanos. El objetivo de este estudio fue
determinar si la proteina N del virus de la rabia era capaz de estimular la
respuesta inmune humoral, celular y de proteccién, al ser adicionada en
diferentes cantidades a una vacuna inactivada de influenza aviar (IA) evaluada
en pollos. Como fuente de proteina N se usaron: vacuna antirrabica tipo
Fuenzalida (Fz), nucleocapside obtenida de cultivo celular infectado (NC) y
proteina N obtenida por un sistema de expresién en baculovirus recombinante.
{N-Bac). Por cada grupo, se inmunizaron polios de ocho dias de edad, via
subcutanea con vacuna contra IA (VIA) adicionada con Fz, y con VIA mas
diferentes cantidades de proteina N. Se tomaron muestra de suero a los dias 0,
7, 14, 21 y 33 posvacunacion. Los tratamientos que incluyeron la VIA
adicionada con la Fz y la vacuna comercial contra |IA (VC) mas la Fz (p<0.01),
asi como los grupos que contenian 20 ug de NC 6 N-Bac, respectivamente
resultaron los mas eficientes (p<0.01). Los porcentajes de proteccion también
se incrementaron, usando 20 pg de proteina N. Se determind, mediante
RT/PCR que la proteina N es un mitogeno débil al no promover el incremento
de interleucina-2 en linfocitos de pollos vacunados contra IA adicionada con la
N-Bac. Este es el primer reporte de la utilidad potencial de la proteina N del
virus de la rabia como un nuevo tipo de inmunomodulador en aves.

Palabras clave. Vacuna de influenza aviar inactivada, proteina N del virus de
la rabia, interleucina 2 de pollos (IL-2).
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ABSTRACT

Rabies virus N protein has been proposed to work as a new class of
immunomodutiator. The purpose of this study was to determine if rabies N protein,
when given to chickens together with an inactivated avian influenza virus (AlV)
preparation could stimulate humoral, cellular and protective immunity. Three
different sources of N protein were used: Fuenzalida vaccine (Fz), nucleocapsid
(NC) obtained from infected cell culture, and a recombinant protein expressed in
baculovirus (N-Bac). Groups of 8 day old chickens were vaccinated
intracutaneously with an avian influenza experimental vaccine (AlV) supplemented
with Fz and different quantities (0, 5, 10 and 20 ng) of one of these N proteins,
respectively. Sera samples were taken at 0, 7, 14, 21 and 33 days post-
vaccination. Treatments using AIV plus Fz and commercial vaccine (CV) plus Fz
showed the better immune response (p<0.01), in the same way treatments
containing AlV plus 20 pg of NC or N-Bac (p<0.01), respectively. Survivals rates
were aiso increased. A Reverse Transcriptase/Polymerase Chain Reaction
{RT/PCR) assay to detect IL-2 mRNA in lymphocytes from chickens vaccinated
showed rabies virus N protein is a weak mitogen, since treatment containing 20 pg
of N-Bac do not produce high level of RNAmM expression in comparison with AV
and CV. This is the first report on the potential utility of the rabies virus N protein as
a new kind of immunomoduiator in poultry.

Key words. Avian inactivated influenza vaccine, N rabies protein, avian interleukin

2 (IL-2).
vi
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INTRODUCCION.

Inmunomoduladores.

La palabra adyuvante proviene del! latin “adjuvare” que significa ayudar. Estas
sustancias se han utilizado para incrementar la respuesta inmune desde 1920. En
1925, Ramon demostro que era posible aumentar artificialmente la respuesta
inmune contra la difteria y el tétanos, al agregarles sustancias como: agar, sales
metalicas, lecitina o saponina (1). '

Los adyuvantes juegan un papel importante en la eficacia de las vacunas. Muchas
sustancias tienen propiedades adyuvantes y pueden ser clasificadas de diferentes
maneras, una de ellas es como inmunomoduladores (2), estimulando anticuerpos
especificos, linfocitos T cooperadores que producen citocinas y la induccién de
células T citotdxicas, todo ello dando como resultado la proteccion ante un desafio
(3). Sin embargo, los inmunomoduladores o los inmunoestimulantes tienen la
propiedad no sdélo de estimular sino también de suprimir el sistema inmune de una
manera no especifica. Se les ha {lamado también “adyuvantes inmunolégicos”, en
este rubro se encuentran generalmente moléculas pequerfias o proteinas las
cuales incrementan o disminuyen las citocinas, producidas por la rama Th1 6 por
la Th2 (2, 4, 5) .

Los inmunomoduladores son de origen natural, sintético e incluso recombinantes.
(6). Algunas de las sustancias clasificadas como inmunomoduladores son: la Quil-
A que es una fraccion purificada de las saponinas, el muramil dipéptido (MDP),
constituyente de ia pared celular de micobacterias y los copolimeros combinados
de cadenas de compuestos hidrofilicos e hidrofébicos (2, 7, 8). Las vitaminas

liposolubles también se consideran adyuvantes inmunoldgicos; en un estudio
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donde se evallo la eficiencia de estas sustancias al ser agregadas a una bacterina
de leptospira, se demostré que las vitaminas A, D, E generaron la mayor
respuesta de anticuerpos a los 90 dias posvacunacion (9). En cuanto al uso del
levamisol, antiparasitario del grupo de los imidazoles, se ha reportado que su uso
en bacterinas de Brucella abortus de la cepa 19 aumenta la respuesta inmune y la
resistencia a la enfermedad (10).

Las citocinas también han sido utilizadas para modultar la‘respuesta inmune. El
interferon gamma (IFN-y) ha demostrado su eficacia incrementando la eficacia de
vacunas contra Eimerias, se menciona que incluso podria reemplazar a los
adyuventes convencionales oleosos que a menudo provocan reacciones adversas
(11). El GM-CSF (granulocyte-macrophague colony-stimulating factor) es
empleado en tratamientos experimentales contra cancer (12). Asimismo esta
molécula ha sido reportada como un modulador de Ia respuesta inmune cuando se
adiciona a vacunas génicas contra el virus herpes simple, el herpes bovino 1y el
de la rabia en donde se vidé un incremento en la proteccién, con aumentro en la
inmunoglobulina G y las células citotoxicas (CTL). No obstante cuando el GM-CSF
se uso en vacunas de influenza humana, la proteccién no aumentd y hubo un
decremento de CTL (13, 14, 15). Mediante el uso del GM-CSF es posible
manipular |la respuesta Th1/Th2, cuando se administra un plasmido recombinante
que contiene el gen que codifica para esta citocina tres dias antes de una
vacunacién génica, se induce una respuesta Th2, mientras que al inoculario tres

dias después de la inmunizacion, la respuesta mas patente es la Th1 (16). Existen
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también reportes donde mencionan la accidn inmune moduladora de otras

_interleucinas como la 2,4, 5,6, 10, 12y 13 (17, 18).
lLos oligodeoxinucledétidos (ODN) que contienen motivos CpG actaan como
adyuvantes inmunes en ratén, promoviendo la respuesta humoral y celular cuando
son co-administrados con algan antigeno. Recientemente se establecio el efecto
inmuncestimulante de los ODN CpG adicionados a una vacuna de Leshmania
evaluada' en un modelo con primates, este modelo, permitira valorar
posteriormente su accidon en humanos (19).
En general, séilo los adyuvantes inmunomodulatorios pueden ejercer su accién
adyuvante cuando se inoculan previo al inmunégeno o en un sitio diferente de
éste, como es el caso de la proteina N del virus de la rabia, pues al ser inoculada
en ratones dos dias antes de aplicar una vacuna inactivada contra influenza
humana promovié la inmunidad humoral (20), lo mismo sucedid al inyectar la
moliécula dos dias antes que una vacuna inactivada de parainfluenza 3 bovina
21).
Astoul et al (20) y Lafon M (22) reportaron que la proteina N del virus de la rabia
promueve la induccion de célutas T y B después de una inoculacion con virus no
homdélogos con rabia (influenza humana) y la proponen como un adyuvante que

debe sus propiedades a su capacidad como superantigeno (SAg).
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Superantigenos (SAg’s).

El término superantigeno (SAg) fue propuesto por White et al (23), para describir
las propiedades de ia enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB). Si bien
este concepto ha evolucionado desde entonces, aidn se usa para designar a un
conjunto muy variado de proteinas de origen parasitario, ‘fl.’mgico, bacteriano y
viral, que tienen la propiedad de fijarse especificamente al receptor de los
linfocitos T (TCR) y causar la proliferaciéon de célutas T, pero de una manera
diferente a la de los antigenos clasicos (22, 24, 25, 26).

Los superantigenos (SAg's) no requieren el procesamiento de antigeno por las
célutas presentadoras (macrofagos, células B); sino que se unen por fuera del
surco donde se encuentran los péptidos procesados, ademas son presentados por
moléculas del complejo principal de histocompatibitidad clase Il. Por otro lado, el
haplotipo del Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) no afecta la fijacion
del SAg, por lo que el reconocimiento de las célutas T no es CPH restringido.
Asimismo, el reconocimiento de un SAg por el TCR (Figura 1) es conferida
exclusivamente por la region variable (V) que al interactuar con éste induce una

expansion clonal. Estas interacciones inducen una proliferacion masiva de células

T y una intensa produccion de citocinas (27, 28, 29, 30, 31).
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Receptor de
linfocitos T

Peéeptido
procesad®t

Céluila presentadora Célula presentadora
de antigeno de antigeno

Figura 1. Representacion esquematica de la presentacion de un antigeno y de un
superantigeno. Papageorgiou y Achaya (30).
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Lo anterior puede resumirse en la Tabla 1.

Frecuencia de células que

reaccionan

Antigeno Superantigeno
convencional
Procesamiento Si No ¢ limitado
Presentacion CPHIS6 N ; CPH |
Elementos del TCR Ve, Ja, V3, Do, ;Ja‘
que intervienen Ve
0.01—0.0’001"’ 1-40%

Tabla 1. Comparacion entre antigenos conveﬁcionales y superantigenos (Maillard

et al (32).

Mediante estudios de cristalografia con rayos X se ha observado que el sitio de
unién del SAg. el péptido del CPH y el TCR se sobreponen, ya que el SAg actua
como una cufia entre la regién V( (segmento de genes,
maduracion de los linfocitos T en el timo) del TCR y el CPH para desplazar el

péptido antigénico lejos del sitio de la combinacion del TCR (30, 31, 33) (Figura

2).
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Regiones
, /hipervariables

Cadena f3 Cadena o

Linfocito T

Figura 2. Esquema de la estructura del receptor de los linfocitos T (TCR). Astoul
et al (20).
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Segun sus propiedades funcionales, se han descrito dos categorias de SAg's:

a) Exdgenos. En esta familia se encuentran SAg's de origen diverso, los mas
estudiados son ios bacterianos, aunque también se encuentran algunos de
origen viral y parasitario (24, 25, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40) .

b) Endégenos. Corresponden al sistema denominado Mis (minoriymphocyte
stimulatory antigens), que son secuencias provirales del virus de! tumor
mamario del ratén (MMTYV) integrado al genoma murino y que se transmite

de manera vertical (41, 42, 43).

Superantigenos bacterianos.

Los superantigenos bacterianos son potentes estimuladores, caracterizados por la
activacion de una respuesta Th1 (44). Los mas estudiados son los producidos por
estafilococos, estreptococos y micoplasmas (40, 45). Los SAg's de este tipo
poseen una actividad mitogénica in vitro, diferente a la de los mitégenos T
(lectinas de plantas del tipo de la Concanavalina-A) los cuales no presentan
especificidad para un elemento particular del TCR. El prototipo de los SAg's
bacterianos son principalmente los de origen estafilococcico (enterotoxinas A, B y
E, también conocidas como SEA, SEB y SEE). Estas toxinas fueron conocidas
iniciaimente por producir intoxicaciones alimentarias. Ademas, las toxinas del
sindrome de choque toxico (TSST) producen severos signos clinicos como fiebre
alta y falla sistémica de 6rganos; otro SAg estafilococcico es el TSST-1 que se
asocia con el TSS y esta involucrado en el sindrome de Kawasaki, que produce
serias complicaciones vasculares (40, 46, 47, 48, 49) Se ha reportado que los

superantigenos estafilococcicos pueden estar involucrados con artritis y
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desdrdenes autoinmunes (26). Los SAg’s estreptococcicos son las enterotoxinas A
y C de . Streptococcus pyogenes cuyas iniciales son SPE-A-C, que se piensa
contribuyen a la patogénesis de la fiebre escarlatina (50), el péptido de la proteina
M subtipo 5 del Streptococcus equi (PePM5) (51) EIlI SAg expresado por el
Micoplasma arthritidis (MAM) esta involucrado en artritis cronica en roedores (44).
Ademas, otras bacterias que expresan SAg's son: Clostridium perfringens,
Pseudormona aeuroginosa, Yersinia (Y. enterocolitica y pseudotuberculosis) y
Mycobacterium tuberculosis (52, 53). Recientemente, se han realizado ensayos
para proteger contra los efectos que producen las toxinas de SAg's bacterianos,
para ello se han disefiado péptidos seleccionados por su capacidad de inhibir la
expresion de interleucina 2 (IL-2), interferéon gamma (IFN y) y factor de necrosis
tumoral (TNF), citocinas responsables de producir los choques toxicos. Estos
péptidos se evaluaron en un modelo de raton, en los cuales protegieron a los
animales contra el desafio de la toxina letal de SEB y TSS-1 que comparten sdélo
un 6% en su secuencias (54).

El peso molecular de los SAg’'s bacterianos caracterizados hasta la fecha, varia de
22 a 66 kDa (32). Algunas propiedades de las enterotoxinas estafilocdccicas Ay E
(SEA y SEE) son que poseen 90% de homologia en su secuencia (55); sin
embargo, cuando éstas son comparadas con SEB y SEC la homologia puede ser
de solo 30% (45).

También se han encontrado SAg en parasitos como Toxoplasma gondii (24) y

Heligmoides poligyrus (37); asi como en hongos (Candida albicans) (25).

9
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Superantigenos virales.

Entre los SAg's virales mas estudiados esta el codificado por el virus del tumor
mamario del ratéon (MMTYV). Este SAg viral se transmite de madres infectadas a su
descendencia, a través de la leche durante las dos primeras semanas de vida: EI
sitio de entrada del virus al intestino son las placas de Peyer (56), de donde invade
las células B, que son su blanco inicial, una vez que el genoma viral es transcrito
se integra al genoma celular, el SAg es expresado en la shperﬁcie de las células

B en asociacidén con el CPH clase N, lo cual produce que las células T sean
estimuladas (32, 57). El repertorio del CPH clase Il es critico para el
reconocimiento del SAg viral por las células T y afecta el resuitado de la infeccion
(43). El MMTYV tiene una organizacion estructural mucho menos homogénea que
los antigenos bacterianos, y se ha demostrado que codifica una glicoproteina
transmembranal de 320 aminoacidos, cuya particularidad es que su extremo
COOH (carboxilo) se encuentra al exterior de la célula, mientras que el extremo
NH2 (amino) se hunde en el citoplasma con sélo una region transmembranal (58).
L a docena de SAg’s codificados por estos virus tienen secuencias muy parecidas
que difieren principalmente en sus ultimos 20 6 30 aminoacidos carboxi-
terminales. Las familias organizadas en funcidn de sus homologias presentan en
esta region grupos definidos superpuestos por el espectro de las cadenas
variables B (VB) del receptor de linfocitos T (TCR) (VB) reconocidos (52, 59).

Otros superantigenos virales que han sido identificados son los del herpesvirus
saimiri que provoca linfomas T en simios y es capaz de inmortalizar linfocitos T

humanos en cultivo (35), los del citomegalovirus (CMV), un herpesvirus que es

ubicuo en la poblacion en general, también es susceptible de poseer una molécula
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superantigénica, pues se ha observado que en pacientes con SIDA, existe un
incremento de linfocitos T VB12 cuando son positivos al CMV, situacidon que no
ocurre cuando son negativos al mismo virus (60).

Continuando con la familia de virus herpes, se han observado propiedades
superantigénicas en el virus de Epstein Barr (EBV) que es infeccioso para el
hombre y puede originar linfomas T. Se ha demostrado que se induce una
activacion preferencial de linfocitos V313 maduros o que provienen de la sangre
del corddn umbilical en respuesta a linfocitos B infectados por el virus litico. Por el
contrario, una linea linfocitaria que no expresa proteinas provenientes del virus de
EBV no induce la activacion de linfocitos T V313, a menos que esta linea sea
experimentalmente infectada; este fenémeno es dependiente pero no restringido a
las moléculas del CPH (34).

Se ha propuesto la presencia de un SAg en la infeccién con el virus de la rubéoia
que es un paramixovirus ARN con polaridad negativa, no segmentado. Esta
hipdtesis fue apoyada por un estudio que puso en evidencia las modificaciones en
el repertorio de linfocitos T en nifios vacunados. Tales modificaciones se traducen
en un aumento de linfocitos T VB2 y una disminucién de los mismos después de la
vacunaciéon (61). Otras proteinas virales pueden poseer las propiedades de un
SAg, como la proteina BEL.-3 de los espumavirus, en conejo la proteina LAG de
HTLV-1 (48) y el VIH en el que la proteina Nef es vital para su patogénesis, lo que

puede deberse a sus propiedades de SA'g (62, 63).
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Generalidades del virus de la rabia.

Los virus de Ila familia Rhabdoviridae, que pertenecen al orden de los

Mononegavirales, son los mas ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya que
afectan a vertebrados, invertebrados y plantas. Los que infectan a los mamiferos
se han clasificado en tres géneros: el de los Vesiculovirus, con el virus de la
estomatitis vesicular como virus tipo, el de los Ephemerovirus con el virus de la
fiebre efimera bovina como virus tipo y el tercer género representado por los
Lyssavirus, con el virus de la rabia como virus tipo (64, 65, 66). Con base en sus
relaciones seroldégicas (67) confirmadas con anticuerpos monocionales, este
ultimo género fue dividido en cuatro serotipos (68, 69, 70, 71). Actualmente, por
secuenciacion dei gene de la nucleoproteina (proteina N) se han caracterizado

siete genotipos, los cuatro primeros corresponden a los mismos serotipos:

genotipo 1, rabia; genotipo 2, Lagos Bat; genotipo 3, Mokola; genotipo 4,

Duvenhage; genotipc 5, EBL 1 (Lyssavirus de murciélago europeo tipo 1),

genotipo 6, EBL 2 (Lyssavirus de murciélago europeo tipo 2) y mas recientemente

el genotipo 7, ABL (Lyssavirus de murciélago australiano) (72, 73, 74) (Tabla 2).
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Tabla 2. Taxonomia de los Lyssavirus utilizando criterio antigénico y molecular Tordo et al

(73).

PROTOTIPO

Rabia

Lagos bat

Mokola

Duvenhage

EBL1
Lyssavirus de
murciélago
insectivoro
europeo tipo 1

EBL2
tyssavirus de
murciélago
insectivoro
europeo tipo 2

ABL

GENOTIPO

DISTRIBUCION
GEOGRAFICA

Mundial, excepto
Nueva Zelanda,
Antartica, Japon,
Hawai, Inglaterra

Nigeria, Guinea,
Senegal, Etiopia,
Africa Central y
del Sur

Nigeria,
Camerun,
Etiopia,
Zimbabwe,
Africa Central
Sudafrica,
Zimbabwe

Europa

Europa

Australia

ESPECIES
ANIMALES

Humanos,
carnivoros,
bovinos,
murciélagos

Murciélagos
insectivoros,
gatos, perros y
humanos

Humanos,
musaranas,
roedores, perro
y gatos

Humanos,
Murciélagos
insectivoros

Humanos,
murciélago
insectivoro (E.
pipistrellus)

Humano
Murciélago
insectivoro
(Myotis)

Humano,
murciélago
frugivoro
(Pteropus)
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Ei virus de la rabia presenta forma de bala, con un diametro de 75 nm y una
longitud de 100 a 300 nm. Es de polaridad negativa, lo que significa que su
genoma no puede ser traducido directamente a proteinas virales por los
ribosomas, sino que debe haber una transcripcion previa para producir ARNm. El
genoma del virus de la rabia contiene 11932 pares de bases y codifica para una
secuencia lider y 5§ ARNm que codifican para un igual numero de proteinas, las
cuales pueden distribuirse en dos componentes principales: ia nucleocapside (NC)

y la envoltura. La NC es un complejo ribonucleoproteinico (RNP) con simetria

heticoidal, constituida por una cadena de ARN asociada a la proteina N, la

fosfoproteina (NS), y a la proteina L que constituye la transcriptasa. Las dos
proteinas de la envoltura son la M que es una proteina matriz y la proteina G
(glicoproteina), transmembranal, el unico péptido viral externo que se une al
receptor viral sobre la célula huésped (75, 76). Una particularidad del genoma del
virus de la rabia es la existencia de una regién que comprende 423 nucleétidos,

que se encuentra entre las proteinas G y L, a la que se le ha denominado

pseudogen ‘¥ (77, 78). Los ARN mensajeros presentan una cofia (CAP) y una cola

de adeninas (79, 80) (Figura 3).
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La proteina N del virus de la rabia.

Esta proteina se compone de 450 aminoacidos, es fosforilada en el aminoacido
389 y tiene un peso molecular de entre 55 a 62 kDa (72, 79). Es la primera en ser
sintetizada durante la replicacion, representa 1258 copias en la nucleocapside
purificada (80, 81, 82, 83). Su principal funcion es la de recubrir al genoma para
protegerio del ataque de las ribonucleasas (84, 85).

La proteina N tiene un papel importante en la respuesta inducida por la
vacunacion antirrabica. Montadio (86), evaluaron la concentracion de proteina N en

diferentes tipos de wvacunas antirrabicas, observando que la vacuna tipo

Fuenzalida (producida en cerebro de ratén lactante) contuvo una concentracién de
entre 5.6 a 5.8 mg/ml de proteina N libre, lo cual podria explicar la eficacia de las
vacunas poco purificadas. Experiencias repetidas /in vivo en varios modelos
animales, mostraron que la presencia de la proteina N obtenida de los cultivos
celulares infectados (NC), asi como los de las proteinas N recombinantes
aumentaban la proteccion inducida por ta vacuna. En el primer caso se demostré
que la NC fue capaz de inducir por si misma inmunidad protectora en ratones,
zorrillos y monos contra un desafio intramusculiar (87, 88, 89, 90), e incluso se
aduce que una simple inyeccién intraperitoneal con NC fue capaz de proteger a
ratones no sélo contra el virus de la rabia sino también contra otros lyssavirus (91).
La NC, se menciona también como el principal antigeno capaz de inducir células
cooperadoras, que pueden conferir proteccion cruzada en monos contra los virus
relacionados a rabia (92). En el hombre, los linfocitos de donadores vacunados
estimulados in vitro con la proteina N produjeron anticuerpos contra el virus de la
rabia (88, 93), que confirieron proteccion al desafio por via intramuscular (86, 87,
88, 89). Drings (94) sefalan que la proteina N expresada por un baculovirus
recombinante aumenta la inmunogenicidad en ratones, cuando es adicionada a la

proteina G obtenida en ese mismo sistema de expresion.
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Proteina N: un superantigeno original.
En anos recientes se ha publicado que la proteina N del virus de la rabia posee

propiedades superantigénicas en humanos y en ratones al inducir proliferacion
especifica en las cadenas V3 8 y V3 6 del TCR, respectivamente. Ademas de
unirse de una manera no restringida a las moléculas del CPH clase !l e interactuar
fuera del surco donde se unen los antigenos procesados de una manera clasica.
La proteina N no esta glicosilada ni presenta homologias a nivel de secuencias
primarias con otros SAg descritos. Las tasas de similitud maxima se observan con
el SAg de Mycoplasma artheritidis (MAM) con 52.5% y 21% de identidad (55, 95).

de la proteina N a las moléculas de clase Il del CPH ha sido

de fibroblastos

La fijacion
demostrada comparando mediante citometria [a unidon
transfectados y sin transfectar con moléculas de HLA-DR. Esta fijacion fue

confirmada por analisis de la unidn de [a proteina N recombinante sobre linfocitos

B que expresan diferencialmente varios isotipos de moléculas HLA; tal unién es

disminuida por anticuerpos dirigidos contra las moléculas de clase Il vy,

particularmente las especificas de la cadena ade HLA-DQ, a3 de HLA-DR

mientras que el tratamiento con anticuerpos anti-cadena 3 no tiene efecto alguno.
Este estudio ha permitido establecer que la proteina N se une a moléculas de
clase I, sin presentar preferencia por ninguan isotipo en particular, seguramente a
nivel de la cadena a (96).

La proteina N es pues un SAg en el humano que activa los linfocitos T V3 8+ (96).
La inyeccion de 20 pg proteina N en el cojinete plantar de ratones BALB/c
seguida del andlisis del repertorio de los linfocitos T en ganglios que estan

drenados, revelan un aumento de los blastos de linfocitos portadores de un

elemento VB 6 o Vp 7. Esto altimo aumenta en un factor de 2 para los VP 6, tres

dias después de la inyeccion. Después de diez dias, las relaciones entre las
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diferentes subpoblaciones de linfocitos decrece a su valor base, y no se pueden
observar deleciones de los linfocitos T VB 6 maduros (99).

Si la proteina N se inyecta cada tercer dia a ratones lactantes durante dos
semanas, se observa después de cuatro a ocho semanas una reduccion de
linfocitos VB3 6 en el timo y el bazo. Estos datos permiten establecer que esta
proteina es un SAg también para el raton (20, 99).

Lafon et al (99) demostraron que la proteina N es un SAg que posee la
particularidad con respecto a otros de ser un mitégeno paobre in vitro en el ratén,
ya que la sola adicion de este SAg a linfocitos sin activar no es suficiente para
provocar su proliferacion. Esta propiedad podria estar relacionada con el hecho de
que la Proteina N es un pobre inductror de IL-2, en comparacion superantigenos
bacterianos, los cuales inducen una fuerte produccién de IL-2 (97). Otra
particularidad es que no presenta ninguna identidad con las secuencias de otros
SAg, por lo que representa una moliécula aparte dentro de esta familia; asimismo
activa un numero limitado de Vp y también por sus propiedades exclusivamente

estimuladoras sobre la respuesta especifica inducida por la vacunacion

antirrabica.

En 1996, se notifica que este SAg puede ser un buen candidato como adyuvante
debido a su capacidad de estimular la produccién de anticuerpos especificos
contra una vacuna preparada con un virus no homologo al de la rabia, el virus de

la influenza humana. ya que demostraron la presencia de anticuerpos y el

establecimiento de memoria inmunologica en ratones (20, 95).

Influenza aviar.
El virus de la influenza aviar pertenece al igual que el de la influenza humana al

tipo A de la familia Orthomixoviridae. E! virus de la influenza aviar se encuentra
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diseminado a nivel mundial y afecta una amplia variedad de aves. En general, las
silvestres se consideran los reservorios de la enfermedad y es en estas aves
donde ocurre la recombinacion antigénica de los virus. En Gran Bretana, se
asevera existe un riesgo potencial de ingreso de cepas de alta patogenicidad a
través de patos y gansos silvestres (100). Existen publicaciones que notifican a
estas aves como los transmisores de la enfermedad a las aves domeésticas (101.
102, 103, 104). ’

En las aves domésticas, produce manifestaciones clinicas dependiendo de la
especie afectada, la edad, el subtipo y la virulencia del aislado. Los signos en las
aves enfermas varian desde infecciones leves del tracto respiratorio, digestivo,
reproductor y nervioso que causan baja en la produccién de huevo hasta
manifestaciones generalizadas previas a la muerte (105).

El genoma de los virus de influenza A consiste en ocho genes que codifican para
diez proteinas: las polimerasas PB1, PB2, y PA, las proteina HA, NP, NA, M1, M2,
NS1 y NS2 (Figura 4) (106).

La hemaglutinina (H) es una glicoproteina y representa el principal antigeno de la
superficie del virus. Actualmente se conocen 15 subtipos de hemaglutininas
antigénicamente diferentes H1-H15, de las cuales la H5 y la H7 han demostrado la
capacidad de llegar a ser de alta virulencia, causando alta morbilidad y mortalidad
(107, 108). En un analisis restrospectivo realizado en mercados de aves vivas en
los Estados Unidos durante los afios de 1993 al 2000, se encontraron virus HS5 y

H7, lo cual podria ser una alerta, ya que se sabe que subtipos de baja virulencia

pueden mutar a subtipos de aita (109, 110).
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Figura 4. Esquema de la estructura del virus de la influenza. Lamb y Krug (106).




La neuraminidasa (N), es también una glicoproteina integrada a la envoltura del
virus y gl segundo antigeno principal de la superficie. Se conocen nueve subtipos
de N (N1-N9) que carecen de reactividad seroldgica cruzada (106, 111).

En México, en Noviembre de 1993 se presentaron problemas respiratorios en
pollos del centro del pais, y aproximadamente un afno después se confirmo la
presencia seroldgica de un virus de la influenza de baja virulencia en once estados
del pais. En Noviembre de 1994, en el area de Tehuacan, Puebla enfermaron
alrededor de un millén y medio de aves ponedoras por un virus que se comportaba
diferente a los aislamientos anteriores. En Enero de 1995, en el Estado de
Querétaro se caracterizd una cepa de alta virulencia, que obligd a tomar medidas
preventivas, como restringir el movimiento de las aves y sus productos sin control
oficial, monitoreo serolégico y viroldgico, asi como educaciéon para la salud dirigida
a veterinarios, granjeros y publico en general (105, 112).

Mexico fue el primer pais en donde la vacunacion fue el método de eleccion para
el control de la influenza aviar, ya que posterior al aislamiento de una cepa de alta
virulecia, las autoridades permitieron que algunos laboratorios manufacturaran una
vacuna inactivada emulsionada en aceite, todo esto siguiendo un protocolo oficial.
Esta vacuna unicamente puede ser empleada previo permiso oficial, el cual se
otorga cuando las autoridades sanitarias consideran que la explotacion solicitante
se encuentra en una zona de riesgo (112). Otra de las vacunas que han sido
aplicadas en el pais es una vacuna recombinante de viruela aviar que contiene el
gen HS del virus de IA. Este inmunogeno es capaz de proteger pollos contra cepas
mexicanas H5N2 de baja y alta virulencia, con la ventaja de que la diseminacion

del virus de IA a través de heces de pollos desafiados con un virus de baja
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virulencia se ve reducida, ademas los animales desafiados con una cepa de alta
virulencia se protegen y previene la diseminacion del virus si se mezclian
individuos vacunados y no vacunados (113). Ademas de México, otro pais que
hizo frente a un brote de influenza producido por un virus de alta virulencia (H7N3)
fue Pakistan en 1996 (114).

En 1997, el virus de |A de aita virulencia HSN1 fue aistado en Hong Kong, a partir
de un 20% de polios aparentemente sanos que eran vendidos en los mercados. El
virus HON2 fue el segundo mas prevalente durante ese brote, ya que se aislo de
un 5% de los pollos muestreados (115). En este brote, la principal medida de
contro! fue el sacrificio de las aves, asi como medidas cuarentenarias.

Estudios realizados a nivel experimental para evaluar una vacuna recombinante
comercial y una inactivada experimental, con la cepas de desafio A/HK/156/97 de
IA vy la A/HK/483/97 aislada de un caso fatal de humano, muestran que la
proteccion conferida (>80%) no fue consistente, atribuyendo este hecho a las
diferencias antigénicas que existen en la hemaglutinina de las vacunas evaluadas
y las cepas de desafio (117).

En Italia, de Marzo a Diciembre de 1999 se presentaron 199 brotes causados por
un virus de influenza de baja virulencia H7N1, posteriormente en el mes de
Diciembre se identifica un virus de alta virulencia H7N1, que afecté alrededor de
13 millones de aves, lo cual causd severas pérdidas econdmicas a la industria
avicola italiana (108). Si bien, en ese momento la vacunacién no fue permitida
no se descarta la

debido a que puede enmascarar infecciones de campo,

posibilidad de que se utilice en futuros brotes (118).
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La vacunacién contra influenza aviar esta prohibida en los Estados Unidos y en
Europa, por considerar a esta enfermedad como de presentacion regional y tener
el inconveniente de no permitir una vigilancia epidemiologica adecuada, pues al
realizar monitoreos serolégicos no se sabria si los anticuerpos detectados son
vacunales o por infeccidon (118), no obstante en aigunos casos la vacunacién se
ha utilizado para programas de control durante ciertos brotes en pavos, es asi
como entre 1979 a 1997, se han empleado 22 millones de dosis s6lo en el estado
de Minnesota (119).

A nivel experimental, han sido evaluadas diferentes tipos de vacunas. Las
emulsionadas en aceite, que confieren un rango de proteccion mayor al 80% (120,
121). Las vacunas producidas con la tecnologia del ADN recombinante, la mayoria
de las cuales contienen al gen de la hemagiutinina del virus de influenza aviar, una
de ellas clonada en un vector de virus vaccinia de polio (Canarypox), demostréo
conferir proteccion ante el desafio con virus de alta virulencia de influenza aviar;
sin embargo cuando los pollos fueron pre-inmunizados con una vacuna de viruela
aviar, esta vacuna recombinante no confirié la proteccion adecuada contra este
poxvirus (122). Al expresar los subtipos H5 y H7 en un sistema recombinante de
Baculovirus, se observéd que 0.2 ng de las proteinas expresadas fueron capaces
de proteger 100% ante un desafio, aunque los anticuerpos producidos no

sobrepasaron un titulo de 256 (123). La hemaglutinina ha sido expresada en

plasmidos (vacunacién génica) y se reporta que un ug de ADN proporcionado en
dos 6 mas ocasiones protege 100%; al inyectar una sola dosis de 10 a 100 ng

confiere esta misma proteccion; aunque al realizar el desafio no se detectd

W
W
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incrementé en el nivel de anticuerpos, sugiriendo una inhibicion de la replicacion

del virus después del reto (124).

JUSTIFICACION.

Por las caracteristicas de la proteina N del virus de la rabia como superantigeno:
como [a de ser un mitdgeno débil, potenciador de la formacidén de anticuerpos
contra la rabia y de algunos elementos del sistema inmune contra virus no
homdlogos como el virus de la influenza humana (19, 94) permitia pensar en esta
molécula como un adyuvante eficaz para el virus de la influenza aviar, &€l cual a
partir de 1994 ha presentado interés en la produccion pecuaria (125, 126). Sin
embargo, con excepcién del modelo del ratdn no se conoce qué tipo de respuesta
inmune se produce al aplicar la nucleocapside (constituida en un 90% por la
proteina N) como potenciador de la misma. Por otro lado, es de interés evaluar ia
respuesta de diferentes fuentes de la proteina N, como lo seria la contenida en
una vacuna tipo Fuenzalida y la obtenida mediante un sistema recombinante como
el del baculovirus (127), ya que con los métodos reportados se obtiene poca
cantidad y no es econdmico (92).

La obtencidn de un buen adyuvante para vacunas que se emplean contra la
influenza aviar aumentaria la eficacia de estos productos. Dichos estudios son de
importancia en la industria de produccién de bioldogicos veterinarios, ya que un
buen adyuvante es bien cotizado.

En el presente trabajo se evalud a la proteina N al ser utilizada como potenciador

de la respuesta inmune.
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HIPOTESIS

La proteina N del virus de la rabia aumentara la respuesta inmune humoral, celular

y protectora en aves inoculadas con el virus de la IA,

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la proteina N del virus de |a rabia estimula la respuesta inmune
humoral, celular y la protectora al ser empleada en vacunas contra el virus de

influenza aviar en aves.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar si la vacuna tipo Fuenzalida (Fz) que contiene mayores cantidades

de proteina N que las producidas en cultivo celular, es capaz de potenciar la

respuesta inmune humorai contra el virus de influenza en aves.

- Obtener nucleocapside a partir de cultivos celulares infectados para ser evaluada

como adyuvante en las vacunas contra el virus de influenza en aves.
- Purificar la proteina N obtenida a partir del sistema recombinante del Baculiovirus.

- Comparar la eficiencia de la NC obtenida a partir de cultivos celulares infectados
y la proteina recombinante, como inmunomodulador en vacunas de influenza aviar

en aves, evaluando la respuesta inmune humoral y celular.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares.

Células BHK-21(In vitro, D. F., México).- Se utilizaron para la produccion de la NC,
esta linea celular fue obtenida originalmente de cultivos de rifiones de hamsters
recién nacidos. Las células fueron cultivadas a 37° C en monocapa, para su
crecimiento se empled el medio minimo de Eagle (MEM) (/n vitro, D, F., México),
suplementado con 10% de suero feta!l bovino (/n vitro, D. F.,México).

Sf9, Spodoptora frugiperda (Gibco, BRL, N.Y., USA).- Esta linea se uso para la
expresion de la proteina N recombinante, se cultivaron en monocapa a 28° C, para
su crecimiento se utilizé el medio SF Il (Gibco, BRL, N. Y., USA).

Virus.

Rabia.- La vacuna antirrabica tipo Fuenzalida (Fz) ya no se utiliza en México, este
biologico era producido con 3 cepas de virus rabico: 51, 91 y CVS; sin embargo
para la elaboracion de la vacuna tipo Fz se utilizd la metodologia reportada por
Diaz (128). En este estudio sdlo se utilizé el virus estandar (CVS) que se emplea
para realizar pruebas de titulacion de anticuerpos y para desafiar en ensayos de
protecciéon. Inicialmente, el CVS fue obtenido del Centro de Control y Prevencion
de las Enfermedades (CDC, Atlanta, Georgia EUA).

Influenza aviar.- La vacuna experimental contra la influenza aviar se prepard
inoculando huevos embrionados de 9 dias, con la cepa A/Ck/ICPA-238/94(H5N2)
de baja virulencia (donada por Laboratorios AVIMEX, México), segtn el protocolo
de Barret e Inglis (129). El mismo virus se empled para la activacion de linfocitos
en el ensayo de proliferacion. Para el desafio se utilizo la cepa de alta virulencia
(H5N2) A/Ck/Qro/14588-19/95 (donado por el Dr. Juan Garcia G, INIFAP, México).
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Produccién y purificacion de la nucleocapside (NC) del virus de la rabia.

La nucleocapside del virus de la rabia, se obtuvo a partir de cultivos infectados de
células BHK-21, con virus PV (Pasteur virus) (10* DL50), utilizando dos diferentes
meétodos: 1) Método de Perrin (130), en el cual los monoestratos infectados se
incubaron a 37° C durante 48 h. Transcurrido este tiempo se desechd el
sobrenadante, y se iavaron los monoestratos con solucion NT (Tris-Cloruro de
sodio, pH 7.6. Las células se separaron del plastico, utilizando perlas de vidrio
estériles y solucion NT. Los monoestratos obtenidos de todas las botellas se
colocaron en un tubo, que se centrifugd a 500xg durante 15 min a 4° C. EI
sobrenadante se elimind y el sedimento se lavé dos veces con NT.
Posteriormente, se agregd agua destilada que se dejoé en contacto durante 60 min,
se macerd en un mortero de Dounce, para luego centrifugario a 4,500xg durante
10 min., a 4° C. 2) Método de Sokol ( 131), cuyas principales diferencias con el
método anterior es que la solucidn para enjuagar los monoestratos es PBS, pH
7.4. A continuacion de centrifugar el sedimento se lavé dos veces con PBS, se
agregd agua destilada que se dejo durante diez min, para proceder después a
macerar en un mortero de Dounce, y centrifugar a 4500xg durante diez min, a 4°
C.

Para la purificacion se emplearon gradientes de cloruro de cesio (CsCl), para ello
se adicionaron 2 g de CsCl a 4.5 m! del sobrenadante obtenido, mezclando
suavemente. Se centrifugo durante 24 h a 150,000 g, en un rotor Beckman SW50,
al finalizar la centrifugacion se obtuvo la banda que correspondid a la

nucleocapside, y se dializd (Gibco BRL, NY, USA) contra amortiguador NT.
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Produccién y purificacion de la proteina N recombinante (N-Bac)

El baculovirus recombinante fue una donacion de los Dres. Tordo y Jacob dei
Instituto Pasteur en Paris, Francia. Para la produccion de la proteina N
recombinante se udtilizaron ceéiulas de insecto Sf-9 (Gibco, BRL, N.Y., USA)
crecidas en medio Sf-900 Il SFM (Gibco, BRL, NY., USA) en monoestrato
infectadas a un indice de multiplicidad (MOI) de 1. Después de la infeccion, las
células se cosecharon a ias 48 h, y se procesaron en la misma forma que la NC

obtenida de cultivos celulares infectados (130). El procedimiento para la

purificacion fue el mismo que para la NC.

Cuantificacion y analisis electroforético de la NC y la N-Bac.

Las proteinas dializadas se cuantificaron mediante el método de lowry (132),
posteriormente se sometid a electroforesis en geles de poliacrilamida (12.5%) en
presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), bajo condiciones reductoras,
de acuerdo al método descrito por Laemmli (133). La separacién electroforética se
efectud a 120 V. Los geles se tifieron con azul de Coomasie al 0.5% y se
destifieron con una mezcla de acido acético al 10% (134). Asimismo, se realizd
una curva de albumina bovina para utilizarla como estandar de la cantidad de
proteina, tanto los geles de las proteinas problema, como el de ia curva de

albumina se analizaron en un densitometro CDS-200 (Beckman, Brea, Ca, USA).
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Animales.

Para la preparacion de la vacuna tipo Fz, se emplearon ratones albinos cepa CD-
21 de entre 1 a 3 dias de edad. Los animales fueron mantenidos en instalaciones
adecuadas y se les proporciond leche materna ad libitum.

fPara evaluar la inmunidad humoral, celular y protectora, se adquirieron huevos
embrionados, en la compania Aves Libres de Patégenos - Especificos (ALPES)
(Puebla, México) que se incubaron hasta el nacimiento. Las aves fueron nutridas
con alimento comercial y agua ad /libitum, se alojaron en jaulas convencionales
con calefaccion local, en unidades de aislamiento que contaban con sistema de
filtracion con presion negativa, filtros absolutos y una cortina de luz ultravioleta a la
salida del aire, ubicadas en el Centro Nacional de Microbiologia Veterinaria-
INIFAP en Mexico D, F. Las edades de los animales se detallan en cada uno de
los ensayos realizados.

Disefo experimental.

Para determinar si la vacuna antirrabica tipo Fz era capaz de promover la
respuesta inmune humoral, celular y protectora en pollos, se formaron seis grupos
con nueve pollos de ocho dias de edad. Los grupos fueron los siguientes:

Grupo 1. Vacuna de influenza experimental (VIA).

Grupo 2. VIA mas vacuna antirrabica tipo Fuenzalida (Fz).

Grupo 3. Vacuna de influenza aviar comercial (VC).

Grupo 4. VC mas Fz.

Grupo 5. Testigo. Fz sola.

Grupo 6. Testigo, Liquido alantoideo sin infectar (LASI).
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Cada animal fﬁe inyectado por via subcutanea en la tabla del cuello con 0.5 ml de
VIA, v lo correspondiente a 20 ng de vacuna Fz.

Por otrb lado "para determinar la cantidad de proteina N del virus de la rabia,
obtemda de cultivos celulares infectados (NC) mas adecuada para promover la
lnmunldad humoral y celular, asi como la proteccion al desafio, se formaron siete
grupos con nueve pollos de ocho dias de edad. Los grupos fueron los siguientes:
Grupo 1.‘VIA.

Grupo 2. VlA mas 5 ng de NC.

Grupo 3. VIA més 10 pg de NC.

Grupo 4. V]A mas 20 pg de NC.

Grupo 5"."VC.

Grupo 6 Testigo, inoculados con 20 ng de NC sola.

Grupo 7. Testigo, inoculados con LASI.

Para determinar qué cantidad de proteina N del virus de la rabia recombinante
expresada en un sistema baculovirus (N-Bac) era la mas adecuada para promover
la inmunidad humoral y celular, asi como la proteccion al desafio, se formaron
siete grupos con nueve pollos de ocho dias de edad. Los grupos fueron los
mismos que los descritos para la NC obtenida a partir de cultivos celulares
infectados:

Grupo 1. VIA,

Grupo 2. VIA mas 5 ng de proteina N recombinante (N-Bac).

Grupo 3. VIA mas 10 ug de N-Bac.

Grupo 4. VIA mas 20 ug de N-Bac.
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Grupo 5. VCl.

Grupo 6. Testigo, inoculados con 20 g de N-Bac sola.

Grupo 7. Testigo, inoculados con LASI.

Cada animal fue inyectado por via subcutanea en ia tabla del cuello con 0.5 ml de
VIA, y los ul correspondiente a 5, 10 y 20 ug de NC y N-Bac.

Cada experimento fue realizado en tres ocasiones diferentes. Las muestras de
suero se tomaron a los dias 0, 7, 14 y 21 dias posvacunaciér;. El desafio se llevé a
cabo al dia 21 post-vacunacion por medio de la inoculacidon por via intranasal de
10%° DLEP5¢/0.2 ml de virus de IA de alta virulencia cepa A/Ck/Querétaro/14588-
1995). Un dltimo sangrado se realizé 12 dias después del desafio (dia 33
posvacunacion).

Evaluacion de la respuesta humoral.

La respuesta humoral fue detectada mediante la prueba de inhibicion de ia
hemagiutinacion, segun Alexander & Aillan (135) y Randall et al (136).
Brevemente, se prepararon diluciones dobles de suero usando PBS como
diluyente en placas de 96 pozos (Corning Inc, Corning USA) a las que se
agregaron 4 unidades hemoaglutinantes, y se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente. Se agregaron eritrocitos de pollo al 0.56% en PBS. La aglutinaciéon
producida se evalud mediante examen visual, después de 1 h.

Evaluacion de {a inmunidad celular.

La inmunidad celular fue evaluada mediante un ensayo de proliferacién celular y

mediante la deteccién por RT/PCR de la IL-2 de pollo, para ello se procedié a lo

siguiente:
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Extraccion de Iiﬁfocifos.

Todos los ensayos se lievaron a cabo por triplicado, usando tres animales
vacunados con cada uno de los grupos descritos para cada una de las fuentes de
la proteina N del virus de la rabia: Fz, NC y N-Bac. Los animales fueron
sacrificados humanitariamente a los diez dias posvacunacion (pv).

Los bazos de los tres animales de cada grupo se obtuvieron en condiciones
asépticas, se cortaron con tijeras estériles y se trituraron a través de una criba,
empleando solucion de Hanks (/n vitro, D,F., México). Posteriormente, las células
esplénicas se separaron usando Nycoprep 1.077 (Nycomed Pharma, Oslo,
Norway). Las células fueron lavadas dos veces y resuspendidas en medio RPMI
1640, adicionado con 10% de suero fetal bovino y antibidticos (estreptomicina 100
ng y penicilina 100 Ul/ml). Como testigo negativo se usaron ceélulas de pollos sin
vacunar y sin estimular in vitro, mientras que los testigos positivos fueron células
de pollos sin vacunar estimuladas in vitro con 10 ng/ml de Concanavalina A. Las
suspensiones de linfocitos provenientes de cada grupo fueron estimuladas in vitro

con 5 pug de virus de la influenza aviar. Se utilizé una concentracion de 2 x 10°

células por pozo.
Ensayo de proliferacion celular.

Para determinar la proliferacion celular se empled el ensayo colorimeétrico de MTT
(sal de metil-tetrazolio), segun lo describe Bounous et al (137). Brevemente, el
ensayo se llevé a cabo de la manera siguiente: a cada pozo se agregaron 20 ul de
una solucidn de MTT (5 mg/ml, Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), se

incubaron durante 4 h. Las placas de 96 pozos (Corning inc, Corning USA)se
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centrifugaron 10 min. a 400xg, el sobrenadante se descarté cuidadosamente y se
agregaron 100 ul de dimetil sulfoxido (DMSO) durante 10 min., en tanto que las
placas permanecieron en movimiento orbital. La reduccion del MTT se evalio
mediante un lector de ELISA a una longitud de onda de 570 nm y una longitud de
onda de referencia de 630 nm. El indice de proliferacién puede ser determinado
usando Gnicamente una longitud de onda de 570 nm; sin embargo para mejores
resuitados se recomienda sustraer la DO obtenida al leer a 630nm a la de 570 nm

(138).
Establecimiento de un ensayo de RT/PCR para deteccion del gen de la (IL-2 de

pollos.

Para estandarizar este ensayo, se obtuvieron esplenocitos de pollo de la manera
descrita previamente. Las células se sembraron a razénde 1 x 10°y 1 x 10”7 y se
activaron con 5§ y 10 y 30 pg/ml de Concanavalina A, durante 24 y 48 h. Las
células fueron incubadas a 40° C, en una atmosfera con 5% de COa.
Posteriormente, se les retird el medio de cultivo y se centrifugaron a 900g durante
10 min., el botdén de células se congeld a —70° C hasta su uso.

Extraccion de ARN..

El ARN total se extrajo utilizando el método del TRIzol (Invitrogen, Ca, USA),
segun el protocolo del laboratorio productor. ElI ARN se cuantificé en un
espectrofotdbmetro (Genequant Il, Pharmacia, NJ, USA) y se almacentd a —70° C.
Sintesis del ADN complementario (ADNCc).

El ADNc fue obtenido agregando 2 ug de ARN a un volumen total de 20 pi de una

mezcila que contenia 0.5 mM de oligo (dT) (Invitrogen, Ca, USA), 3 mM de
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MgCL,, 10 mM de cada ANTP, 20 U de RNAsin (Promega, Wi, USA) y 200
unidades de M-MLV transcrptasa reversa (Invitrogen, Ca, USA).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccidon en cadena de la polimerasa se llevé a cabo agregando 100 ng de
ADNCc a una mezcla que contenia 10 mM de Tris-HCL (pH 8.3), 50 mM de KCli, 1.5
mM de MgCl;, 0.001% de gelatina (Invitrogen, Ca, USA), 0.2 mM de cada uno de
los dNTPs. Los iniciadores se agregaron a razén de 0.15 uM de cada uno. Como
control se usé un segmento del gen de la {3 actina de pollo.

La secuencia de cada uno de los iniciadores se obtuvo con el programa OLIGO, el
tamarfio del producto y el niumero de acceso al banco de genes aparecen en la
Tabla 3.

Todas las reacciones se llevaron a cabo usando el siguiente programa: 92°, C 75
seg, 1 ciclo; 92° C, 45 seg.; 50° C, 60 seg.; 72° C, 60 seg.; 30 ciclos; con una
extension final a 72° C, 7 min. Los productos de PCR se visualizaron en geles de

poliacrilamida al 6%, los cuales se tifleron con bromuro de etidio (0.5 ug/mil) (139).
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Tabla 3. Secuencias de los iniciadores utilizados para establecer e! ensayo de

RT/PCR para detectar los genes de la IL-2 y la }-actina de pollo (139).

Citocina Secuencia 5°-3° Tamanfio del producto
-2 (+) 45) atg étg tgc aaa gta ctg atc (65) - Acceso GenBank
A ‘. AF017645
-2 (<) :‘ (354) gat tta gac ccg taa gac tc t (375) - ~ 331 pb
u.? ™ ottacc tag g T (268) T Acceso GenBank
: AF017645
u.‘-zk(-) ; 460 pb

f3-actina (+) Acceso Genbank

LO8165

p-actina (-) (1048) cag gtg gcg caa tga tct tg (1028) 569 pb

Analisis estadistico.

Las diferencias entre pollos vacunados y controles se establecieron por la prueba
exacta de Fisher. Para la proliferacion celular, las DO se sometieron a analisis de
varianza y al la prueba de Kruskail-Walllis . En el ensayo de proteccion, se utilizo la

prueba de Chi-cuadrada (140).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

35




RESULTADOS

EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA NC DEL VIRUS DE LA RABIA,
OBTENIDA DE CULTIVOS CELULARES INFECTADOS.

Para la extraccion de la NC, se empled inicialmente |la técnica reportada por Sokol
(131). La Figura 5, muestra la NC obtenida por este procedimiento analizada en
geles de poliacrilamida-SDS en donde se observan bandas inespecificas. Por esta
razon, se siguid el método reportado por Perrin (130), que se describe en la
seccion de Material y Métodos, en el cual durante la extraccion se utiliza buffer NT,
en vez de PBS para lavar los monoestratos y mantener al lisado celular obtenido
en contacto con agua destilada fria durante una h, en vez de 10 min., como lo
plantea el método de Sokol (130). La proteina N fluctua entre 58 a 62 kDa.

Posterior a la extraccidon se procedidé a purificar a las proteinas obtenidas por

ambos métodos usando CsCl.
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Figura 5. Purificacion de la proteina N del virus de la rabia, obtenida de cultivos
celulares infectados, y analisis en geles de poliacrilamida-SDS al 12.5%. Panel A.
Carril 1. Proteina N (NC) obtenida con el método reportado por Sokol (130). Panel
B. Carril 3. NC producida mediante el método referido por Perrin. (131). Los pesos
moleculares se incluyen en los carriles 2y 4 .
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OBTENCION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA N RECOMBINANTE (N-Bac)
Para identificar a la N-Bac expresada por un sistema Baculovirus (Autographa
californica) en células Sf9, se procedio a realizar la prueba de inmunofluorescencia
indirecta, empleando un anticuerpo monoclonal anti-N (donado por los Dres.
Carlos y Cecilia de Mattos del COC Ga, USA) y un anti IgG de ratén conjugado
con fluoresceina (Sigma Chemical, Mo, USA), diluido en PBS con azul de Evans
(0.05%). En la Figura 6.A y B se observan células de insecto sin infectar y células

que expresaron la proteina N recombinante, respectivamente.

A B

Figura 6. ldentificacion de la proteina N recombinante en células Sf9. Panel A.
Células de insecto Sf9 (Spodoptora frugiperda) no infectadas por el Baculovirus
recombinante que expresaba la proteina N del virus de la Rabia. 6.Panel B.
Ceélulas Sf9 que expresan a la proteina N del virus de la Rabia, tefiidas por
inmunofluorescencia indirecta
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La extraccién de la N-Bac se efectudé empleando el método de Perrin (130), la
purificacién se realizé de la misma manera que para la proteina N obtenida de

cultivos celulares infectados (Figura 7).

205
+— 116

P

N : -—
62kDa ————> FAWY 66 -

Figura 7. Purificacion de la N-Bac y analisis en geles de poliacrilamida-SDS al
12.5%. Carril 1. Proteina N obtenida de células de insecto Sf9, infectados por un
sistema de expresion de Baculovirus; carril 2. Marcadores de peso molecular.
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CUANTIFICACION DE LA PROTEINA N.

Las proteinas obtenidas fueron cuantificadas mediante el método de Lowry et al
(132). Se determind que la proteina N extraida a partir de cultivos celulares
infectados elaborada segin el método de Sokol (131) obtuvo una concentracion
promedio de 1920 pg/l, pero al analizar esta proteina presentaba multiples bandas
en el gel de poliacrilamida-SDS; mientras que la NC obtenida con la técnica
reportada por Perrin (130) presentd un promedio de 800 ug/l. En relacion a la N-
Bac, los lotes que se produjeron presentaron un promedio de 2400 pg/l .

Ademas, como analisis complementario se realizé densitometria a tres lotes de
proteina N. En la Figura 8, panel a se observa la densitometria realizada a un lote
de NC obtenida por el método de Sokol (131); en el panel b de esta misma figura,
se observa el resuitado de la proteina N del virus de la rabia obtenida de cultivo
celular infectado, en el panel c, se observa a ila N-Bac, las dos ultimas obtenidas
por el método de Perrin (131). . ’

Con este andlisis se confirmo que el método de Perrin (131) resulté mas atil para
evaluar la accidn de la proteina N del virus de la rabia como inmunomodulador, ya
que se obtuvo en una forma mas pura para su posterior cuantificaciéon y adicidén a

los lotes de vacuna contra IA.
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Figura 8. Analisis de pureza de la proteina N del virus de la rabia, realizado por
densitometria. a. Proteina N obtenida de cultivos celulares infectados por el
método de Sokol (131). b. Proteina N obtenida de cultivos celulares infectados por
el método de Perrin (130). c. Proteina N recombinante (N-Bac), expresada por un
baculovirus.
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Para cuantificar a la proteina N se realizé una curva de albumina bovina fraccién V
con cantidades conocidas de esta proteina, para posteriormente hacer
comparaciones antes de adicionar las diferentes cantidades de proteina N que se

probaron en las vacunas contra IA para estudiar su efecto como inmunomodulador

(Figura 9).

Figura 9. Cuantificacién de albamina bovina usando diferentes cantidades de la
proteina. Carril 1, 65.5 ug; carril 2, 31.25 ug; carril 3, 15.62 ug; carril 4, 7.81 nug;
carril 5, 3.9 ug; carril 6, 1.95 ug; carril 7, PM.
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RESPUESTA' INMUNE HUMORAL, CELULAR Y PROTECTORA DE UNA LA
VACUNA ‘TIPFOV Fz "ADICIONADA A UNA VACUNA EXPERIMENTAL DE

INFLUENZA AVIAR. -

ne,hu)ho;a/.
érpos fue evaluada mediante la prueba de inhibicidn de la

ros obtenidos de pollos vacunados con los siguientes

tratamientos:. grupo VIA; grupo 2 VIA mas Fz; grupo 3 VC; grupo 4, VC mas Fz ;

grupd'S'F‘z LASI. Cada inmunogeno se inoculd a razén de 0.5 ml via SC

en la téblamr cuello‘en nueve pollos de ocho dias de edad, realizando cada

experi}néhtq 'por'trfﬁlicado. por lo que los resultados se presentan con un total de
27 ammalesLos sueros se obtuvieron a los dias 0, 7, 14, 21 y 33 pv. El desafio
se Ilevé‘a cabt;) ?l dia 21 pv, con una cepa de alta virulencia A/Ck/Qro/14588-1995.
En la Gr.;iﬁa 1 _se observan los niveles de anticuerpos que se presentaron a partir
del dia 14 pv. Al dia 21 pv, los titulos de anticuerpos de los grupos que fueron
inmunizados con la VC (grupo 3) y la VIA mas Fz (grupo 4) indujeron los titulos
mas altos (p<0.05). Después del desafio, los niveles de anticuerpos de todos
animales inmunizados contra 1A (grupos del 1 al 4) se incrementaron. La
respuesta humoral de los grupos 2 (VIA mas Fz ) y 4 (VC mas Fz) fue la mejor
(p<0.01); seguida por los grupos inoculados con VIA (grupo 1) y con la VC (grupo
3 (VC) en comparacion con los grupos testigo (5 y 6) (p<0.05). En los animales de

los grupos testigo: grupo 5, Fz y grupo 6, LASI, no se detectaron anticuerpos

especificos contra influenza aviar.
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GRUPO 1
VIA 3 8 36s p<0.05
GRUPO 2
VIA +Fz 3.8 145" 825 p<0.01
GRUPO 3
Ve -4 11 471 p<0.05
GRUPGC 4
VvC + Fz 4.7 185 824 p<0.01
GRUPO §
Fz SOLA 1 1 [s] -
GRUPO &
LASI 1 1 ) -
VIA, Vacuna de influenza aviar experimental. Fz, Vacuna tipo Fuenzalida.

VC, Vacuna comercial de influenza aviar. LASI, Liquido alantoideo sin infectar.

Grifica 1. Respuesta de anticuerpos séricos inhibidores de la hemaglutinacién en
pollos vacunados y desafiados con virus de influenza aviar. La VIA fue adicionada con
una vacuna Fz. Los anticuerpos se detectaron a los 0, 7, 14, 21 y 33 dias pv. “p<0.05.
El desafio se realizé el dia 21 pv con una cepa de ailta virulencia
(A/Ck/Querétaro/14588-1995).
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Respuesta inmune celular.

En cuanto a la inmunidad celular, en la Tabla 4 se muestran los resultados
obtenidos midiendo la proliferacion celular mediante el ensayo colorimétrico de
MTT (reduccion de la sal de metil-tetrazolio). Los linfocitos provenian de tres
individuos de cada grupo y se obtuvieron al dia 1Opv. En ia segunda columna se
incluyen los resultados en valores de absorbancia, después de realizar el analisis
estadistico se observdé que existido una mayor proliferacién celular entre los
linfocitos obtenidos de los grupos vacunados contra |IA (grupos del 1 al 4) y los
tinfocitos de los grupos testigo inyectados con Fz sola y LASI (grupos 5 y 6),
respectivamente. Sin embargo, la proliferacién de los linfocitos procedentes de
bazos de polios del grupo 1 inmunizados con VIA vy los del grupo 3 vacunados con
la VC fue estadisticamente menor (p<0.05) a la que presentd el grupo 2 (VIA mas
Fz) (p<0.01); mientras que el grupo 4, linfocitos de pollos vacunados con la VC
adicionada con Fz como fuente de proteina N dei virus de la rabia, presentaron
una proliferacion altamente significativa (p<0.001), con respecto a los linfocitos
obtenidos de pollos inyectados con LASIH (grupo 6).

Los resultados de la tercera columna representan el indice de estimulaciéon (1. E),
que constituye el nimero de veces que se incrementa la proliferaciéon celular de
linfocitos activados en comparaciéon con las células que no han sido activadas.
Este indice se obtiene mediante la siguiente formula: [(absorbancia media del
cultivo estimulado) — (absorbancia media del cuitivo sin estimular)/absorbancia
media del cultivo sin estimular] (137). El I. E. fue mayor para los linfocitos de los

grupos de animales vacunados contra |A, siendo los grupos 2, VIA mas Fzy 4 VC
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mas Fz, los que presentaron las proliferaciones mas altas (p<0.01 y p<0.001),

respectivamente.

En este ensayo se realizé un control positivo empleando linfocitos obtenidos de

pollo sin vacunar estimulados in vitro con Con-A (5 pg/ml) cuyas densidades

opticas (DO) (575/630) fueron .343+.0157.

Tratamientos VA t e.e.m”. 1. E® pc
1. VIA 461 * .00956 2.01 0.05
2. VIA +Fz 614 = .00422 3.01 0.01
3.VvC 537 + .00963 250 0.05
4.VC + Fz 772 £ .0469 4.04 i 2.,0.001
5. Fz k 271 £.0312 0.77 —
6. LASI 153 = .00738 0 -
VIA, Vacuna de influenza aviar experimental. Fz, Vacuna tipo Fuenzalida.

VC. Vacuna comercial contra influenza aviar. LASI, Liquido alantoideo sin infectar.

‘Tabla 4. Proliferacion de linfocitos de pollos vacunados contra influenza aviar,
usando vacuna Fz como inmunomodulador. Los datos fueron tomados a los 10
dias pv (n=3, cada muestra fue sembrada por triplicado). Los linfocitos fueron

estimulados in vitro con virus de IA A. VA. Valores de absorbancia £ e. €. m. error
estandar de la media; B. I. E. indice de estimulacién. C. Diferencia estadistica.

Respuesta inmune protectora.

En relacion a la proteccion, la vacuna de IA presentd un 78% de proteccion,
cuando se le adiciond la vacuna Fz, este porcentaje se elevéo un 11%. En los
animales inmunizados con la VC, la proteccidon fue de 93%, al adicionarie la
vacuna Fz la sobrevivencia fue de un 100%, es decir, el porcentaje de proteccion

7%. Aunque mediante la prueba de Chi-cuadrada no se
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detectaron diferencias estadisticas (p>0.05) entre los grupos vacunados
Concerniente a los controles negativos, todos los animales inyectados con la
vacuna Fz y con el LASI (grupos § y 6) murieron entre los dias 3 al 6 posdesafio,

confirmando la virulencia de la cepa (Grifica 2).

100+
90-]
80+

60+
% 50-J
404
30
20+

lgj

1 2 3 4 s 6

Tratamientos

[m1 ViA m2 VIA + Fz 03 VC 004 VC + Fz B 5 Fz sola @6 LASI |

VIA, Vacuna de influenza aviar experimental. Fz, Vacuna tipo Fuenzalida. VC, Vacuna comercial
contra influenza aviar. LASI, Liquido alantoideo sin infectar.

Grifica 2. Porcentaje de proteccion conferida a pollos vacunados contra influenza

aviar, utilizando una vacuna antirrabica tipo Fuenzalida como inmunomodulador.
El desafio se realizé al dia 21 posvacunacion con una cepa de aita virulencia
(A/Ck/Querétaro/14588-1995), por via intranasal con 10 © DLEP §0/0.2 ml. Los
grupos testigo murieron entre los dias 3 y 6 posdesafio.
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RESPUESTA INMUNE HUMORAL, CELUILAR Y PROTECTORA, PRODUCIDA
POR LA ADICION DE LA PROTEINA N DEL VIRUS DE LA RABIA (NC),
OBTENIDA A PARTIR DE CULTIVOS CELULARES INFECTADOS

Respuesta inmune humoral. ’

La respuesta de anticu‘erpos fue evaluada mediante la prueba de inhibicidén de la
hemaglutinacion, eh sueros obtenidos de pollos vacunados con los siguientes
tratamientos: grupo 1, VIA; grupo 2, VIA mas 5 ug de NC; grupo 3, VIA mas 10 ug
de NC; grupo 4, VIA mas 20 ng de NC; grupo 5 VC; grupo 6, 20 ug de NC; grupo
7. Liquido alantoideo sin infectar (LASI), que posteriormente seran mencionados
como los tratamientos citados. Cada inmunégeno se inoculd a razén de 0.5 ml via
SC en la tabla del cuello en nueve pollos de ocho dias de edad, realizando cada
experimento por triplicado, por lo que los resuitados se presentan con un total de
27 animales. Los sueros se obtuvieron a los dias 0, 7, 14, 21 y 33 pv. El desafio
se llevo a cabo al dia 21 pv, con una cepa de aita virulencia A/Ck/Qro/14588-1995.
l.os resultados de la respuesta humoral utilizando diferentes cantidades de NC
como fuente de virus rabico se observan en la Grdfica 3. Los niveles de
anticuerpos se presentaron a partir del dia 14 pv. La respuesta humoral producida
por la VC a los dias 14 y 21 pv fue la mas elevada en comparacion con los otros
tratamientos (p<0.05). La cepa A/Ck/Querétaro/14588-1995 es la que emplea para

la evaluaciéon de lotes de vacunas comerciales en México. Al dia 12 pd (33 pv) los
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anticuerpos se detectéron en todos los grupos vacunados (1 al 5). Los grupos 1,
AlV; 2, AIV mas 5 ng y 3 AlV mas 10 ug de NC, incrementaron sus niveles de
anticuerpos con respecto a los testigos de manera significativa (p<0.05); sin
embargo, los grupos 4 (VIA adicionada con 20ug de NC) y § (VC) resultaron con
un titulo de anticuerpos aun mas alto (p<0-01). En los grupos controles 6 y 7,
correspondientes a los tratamientos que contenian sélo NC y LASI no se

detectaron anticuerpos especificos contra |A.
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Reciproca deltitulo de anticuerpos

o

14 21 33

: Dias posvacunacion

GRUPO 1
ViA 2.5 53 320 P<0.05

GRUPO 2

VIA + 5 ug NC 1.6 32 341 P<0.05
GRUPO 3

VIA_+ 10 ig NC 1 2.9 375 £<0.05
GRUPO 4

VIA + 20 1g NC 1.1 2.5 555 P<0.01
GRUPO S5

vC 4.1° 8.5~ 585 P<0.01
GRUPO 6 -
NC 20 ig 1 1 o
GRUPO 7 =
LAS! 1
VIA, Vacuna de influenza aviar experimental.
infectado. VC. Vacuna comercial de influenza aviar. LASL, Liquido alantoideo sin infectar.

1 2]
NC. Proteina N dei virus de Ja rabia obtenida de cultivo celular

Grifica 3. Respuesta de anticuerpos séricos inhibidores de la hemagilutinacion en
pollos vacunados y desafiados contra influenza aviar, adicionando diferentes
cantidades de NC del virus de la rabia como inmunomodulador. Los anticuerpos se
detectaron a los dias 0, 7, 14, 21 y 33 dias posvacunaciéon. *p<0.05. Los animales
fueron desafiados al dia 21 pv con una cepa de alta Vvirulencia

(A/Ck/Querétaro/14588-1995).
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En la Tabla 5 se observa el resultado de la proliferacion de linfocitos obtenidos de
bazos de pollos, 10 dias después de la vacunacion con los tratamientos citados.
Esta proliferacion fue evaluada mediante el ensayo colorimétrico del MTT. Como
se muestra en esta tabla, los resultados se expresan en valores de absorbancia,
asi como en indices de estimulacién. Todos los grupos de los pollos que incluian
algun tratamiento con la vacuna contra influenza aviar mostraron una proliferacion
mayor a los grupos testigo. Los grupos 1, VIA; 2, VIA + 5 ;(g de NC y 3, VIA + 10
1ng de NC, manifestaron una proliferacion celular diferente a los grupos testigo
(p<0.05); mientras que los grupos que incluyeron a la VIA adicionada con 20 ug de
NC y a la VC exhibieron una proliferacidn mas elevada(p<0.01). Asi mismo, se
manifestd una proliferacion especifica al VIA, pues en los linfocitos del grupo 6,
animales inyectados unicamente con NC no presentaron proliferacion significativa
al ser activados con el virus de 1A in vitro. En este ensayo también se utilizaron
dos controles adicionales, en el primero los linfocitos obtenidos de polio sin
vacunar fueron estimulados in vitro con Con-A (5 pg/ml) alcanzando valores de
absorbancia de .302 + .0186, en el segundo linfocitos similares se estimularon in

vitro con el virus de IA (5 ug/pozo) obteniendo una densidad Optica de 280 + .159.
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Tratamientos : VAze.e.m.” 1. E® pc
1. VIA 462 + 112 . . 2.27 o 0.05
ZVIA+5ugde NC. | 327 £.0847 | . 132 . .| . . 0.05

3. VIA +10 ug de NC 429 %17 | 204

4. VIA +20 ng de NC 643 137 | - .3.56 .

5.VC 674 £ 134 — 378

6. 20 g NC 219 + .0378 0.55

7. LASI 41 % .0207 ) ' -

VIA, Vacuna de influenza aviar experimental. NC, Proteina N del virus de larabia obtenida de cultivo celular
infectado. VC, Vacuna comercial de influenza aviar. LASI, tiquido alantoideo sin infectar.

Tabla 5. Proliferacion de linfocitos de polio vacunados contra el virus de influenza
aviar, usando NC del virus de la rabia como inmunomodulador. Los datos fueron
tomados a los 10 dias pv (n=3, cada muestra fue sembrada por triplicado). Los
linfocitos fueron estimulados in vitro con virus de IA. A. VAte.e.m. Valores de
absorbancialterror estandar de la media (575/630nm). B. LE. Iindice de
estimulacion. C. Diferencia estadistica.

Respuesta inmune protectora.

La inmunidad protectora se observa en la Grifica 4, |la mayor proteccién se
presenté en los grupos que incluian la vacuna comercial con un 93% de
sobrevivencia y con la vacuna de |A experimental adicionada con 20 ng de NC con
un 100%, representando un 11 y un 18% de incremento en comparacion con ia

VIA que no contuvo adyuvante.
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Tratamientos

31 VIA W2 ViA+5ug NC 03 VIA+10ug NC 34 VIA+20ug NC
mS5ve W6 NC, 20ug M7 LASI

VIA, Vacuna de influenza aviar experimental. NC, Proteina N del virus de la rabia obtenida de
cultivo celutar infectado. VC, Vacuna comercial de influenza aviar. LASI, Liquido alantoideo sin
infectar.,

Grifica 4. Porcentaje de proteccién conferida por una vacuna de influenza aviar,
adicionada con diferentes cantidades de NC del virus de la rabia. El desafio se
realizé al dia 21 posvacunacibn con una cepa de alta virulencia
(A/Ck/Querétaro/14588-1995), por via intranasal con 10 ® DLEP 50/0.2 mi. Los
grupos testigo murieron entre los dias 3 y 6 posdesafio.
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RESPUESTA INMUNE HUMORAL, CELULAR Y PROTECTORA, PRODUCIDA
POR LA ADICION DE LA PROTEINA N DEL VIRUS DE LA RABIA
RECOMBINANTE OBTENIDA EN UN SISTEMA BACULOVIRUS

Respuesta inmune humoral.

En la Grafica 5§ se observa la respuesta de anticuerpos séricos inhibidores de la
hemaglutinacién en pollos vacunados usando la proteina N producida en
baculovirus como inmunomodulador. La VC promovid el titulo de anticuerpos mas
alto desde los 14 dia en que comenzaron a detectarse los anticuerpos, en
comparaciéon con los otros tratamientos (p<0.05). Al dia 21 pv no se encontraron
diferencias estadisticas entre los grupos 1, VIA; 3, VIA + 5 ng N-Bac; 4, 10 ng N-
Bac y 5 VC, en contraste con el grupo 2 donde la respuesta humoral fue la mas
baja (p>0.05). El desafio se realizd al dia 21 pv con una cepa de alta virulencia
(A/CK/Querétaro/14588-19/95). Posterior al desafio en todos los grupos
inmunizados con la vacuna de influenza aviar se detecté un incremento de los
titulos de anticuerpos, la respuesta sérica mas alta ocurrido en los animales
inmunizados con vacuna de influenza adicionada con 20 ug de N-Bac (grupo 4)
(p<0.05). En los grupos 6 (NC, 20 ng de N-Bac) y 7 (LASI) no se detectaron

anticuerpos especificos contra influenza.
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Reciproca del titulo de anticuerpos (MG)
- - N N w w > &
8888388838

0
o
i

o

21
Dias posvacunacion

GRUPO 1
VIA

25

&

337

P<0.05

GRUPO 2 VIA +
S5ug N-Bac

24

2.9

289

P<0.05

GRUPO 3

1.6

5.1

350

P<0.05

ViA + 10 ug N-Bac
GRUPO 4
VIA + 20 1g N-Bac

1.2

5.6°

420

P<0.01

RUPO &
ve

4.2

5.5

360

P<0.05

GRUPO &
N-Bac, 20 ug

1

4

[s]

GRUPO 7

LAS)

1

1

o

VIA, Vacuna de influenza aviar experimental. N-Bac, Proteina N del virus de la rabia obtenida en un sistema

de expresién en baculovirus. VC, Vacuna comercial de influenza aviar. LASI, Liquido alantoideo sin infectar.

Grifica 5. Respuesta de anticuerpos séricos inhibidores de la hemaglutinacion en

pollos vacunados y desafiados contra

influenza aviar,

adicionando diferentes

cantidades de N-Bac como inmunomodulador. Los anticuerpos se detectaron a los
dias 0, 7, 14, 21 y 33 dias posvacunacion. *p<0.05. Los animales fueron desafiados al
dia 21 pv con una cepa de alta virulencia (A/Ck/Querétaro/14588-1995).
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Respuesta inmune celular.

Los resultados de la proliferacion celular detectada en los esplenocitos activados
in vitro con virus de lA de los diferentes tratamientos se observan en la Tabla 6, en
donde los grupos 1, VIA; 2, VIA + 5 ung N-Bac y 3, VIA + 10 ng N-Bac presentaron
diferencias estadisticas (p<0.05). En los grupos 4 VIA + 20 ng N-Bac y 5, VC, la
proliferacion celular fue la mas alta (p<0.01) con respecto a los grupos 6, 20 pg N-
Bac y 7, LASI, que fueron los testigos. En este ensayo también se utilizaron dos
controles adicionales, en el primero los linfocitos obtenidos de pollo sin vacunar

fueron estimulados in vitro con Con-A (5 ug/ml) alcanzando valores de

absorbancia de .347 + .0186, en el segundo linfocitos de pollo sin vacunar se

estimularon /in vitro con el virus de 1A (5 ng/pozo) obteniendo una densidad éptica

de 260 + .059.
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Tratamientos VA te.e.m* 1. E® o e
1. ViA 408 £.0762 272 . [ —F=0.05
2. VIA + 5 ng N-Bac 354 £.0849 T
3. VIA + 10 ig N-Bac 438 £.106
4. VIA + 20 jig N-Bac 687 = .168
5.VC 690 % .138
6. 20 ng N-Bac 228 = .0369 66 ' -
7. LASI 37 £.0182 ) -

blenlda‘a en un sistema

VIA, Vacuna de influenza aviar experimental. N-Bac, Proteina N del virus de la rabia o
de expresion en baculovirus. VC, Vacuna comercial de influenza aviar, LASI, Liquido alantoideo sin infectar.

Tabla 6. Proliferacién de linfocitos de pollo vacunados contra el virus de influenza
aviar, usando N-Bac del virus de la rabia como inmunomodulador. Los datos
fueron tomados a los 10 dias pv (n=3, cada muestra fue sembrada por triplicado).
Los linfocitos fueron estimulados in vitro con virus de 1A. A. VA + e.e.m. Valores de
absorbanciaterror estandar de la media. B. indice de estimulacion. B. I. E. indice
de estimulacion. C. Diferencia estadistica

En la Grdfica 6 se presentan los resultados en valores de absorbancia de la
proliferacion celular detectada en los linfocitos provenientes de los animales
inyectados con los tratamientos citados, como ya se menciond, las células que
provenian de animales vacunados con el virus de {A tuvieron una prolif'eracién
mas alta que los grupos controles que incluian el grupo 6 de animales inyectados
con 20 ng de NC 6 20 ug de N-Bac y el grupo 7, animales que habian sido
inyectados con liquido alantoideo sin infectar. EIl aumento de proliferacion fue
notable (p<0.01) en los grupos 4, linfocitos de animales inyectados con la vacuna

de IA adicionado con 20 ng de proteina N (NC 6 N-Bac) y el grupo 5, linfocitos de
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animales inmunizados con la vacuna comercial que contiene un adyuvante oleoso.

La proliferacion al usar NC 6 N-Bac no fue diferente (p>0.01).
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Tratamientos

1. VIA 2. VIA+5.q N-Bac 3. VIA+10ug N-Bac 4. VIA+20uqg N-Bac

5. vC 6. 20 ug N-Bac 7. LASI

Grifica 6. Comparacién de ja proliferacion de linfocitos de animales vacunados con
virus de influenza aviar, adicionado con dos diferentes fuentes de proteina N del
virus de Ila rabia, utilizada como inmunomodulador. Las barras blancas
representan la proliferacion producida en el ensayo donde se empleo la NC
obtenida de cultivos celulares infectados. Las barras negras corresponden a los
resultados obtenidos con el ensayo donde se utilizé la proteina N elaborada en un
sistema de baculovirus recombinante. Los esplenocitos de cada uno de los
ensayos fueron estimulados in vitro con el virus de la IA (5 ng/pozo). *p<0.05,

**p<0.01.
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Respuesta inmune protectora.

El ensayo de proteccidn correspondiente a la utilizacion de N-Bac como
inmunomodulador se muestra en la Grifica 7 donde se observan los porcentajes
de sobrevivencia que fluctuaron desde 78% en los grupos 1, VIA y 2, VIA + 5§ ng
de N-Bac y 82% para el grupo 3, 10 ug de N-Bac . Los grupos 4, VIA + 20 ug de
N-Bac y 5, VC, presentaron el mayor porcentaje de proteccidn al sobrevivir el 97%
de los poillos desafiados para ambos grupos, representando un incremento de
19% en comparacion con la VIA a la cual no se le adiciono ningin
inmunomodulador. Sin embargo, no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p>0.05). Todos los individuos de los grupos controles,

6, 20 ng de N-Bac y 7, LASI, murieron entre los dias 3 al 6 pd.
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100+

% S04

1 2 3 4 5 6 7

Tratamicntos

o1 VIA W2 VIA+ 5 ug N-Bac O3 VIA + 10 ug N-Bac
14 VIA + 20 ug N-Bac E5 VC W6 20 ug N-Bac
M7 LAS)

VIA, Vacuna de influenza aviar experimental. N-Bac, Proteina N del virus de la rabia obtenida
en un sistema de expresion en baculovirus. VC, Vacuna comercial de influenza aviar,
LASI, Liquido atantoideo sin infectar.

Grdfica 7. Porcentaje de proteccidn conferida por una vacuna de influenza aviar,
adicionada con diferentes cantidades de N-Bac del virus de la rabia El desafio se
realizé al dia 21 pv con una cepa altamente virulenta (A/Ck/Querétaro/14588-
1995)(H5N2), por via intranasal con 10° DLEPsy/0.2ml. Los grupos testigo
murieron entre los dias 3 y 6 posdesafio.
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ESTABLECIMIENTO DE LA PRUEBA DE RT/PCR PARA LA DETECCION DEL
ARNmMm DE UN FRAGMENTO DEL GEN DE LA IL-2 DE POLLO.

En el transcurso de este estudio se estandarizé un ensayo de RT/PCR para
detectar el ARNmM de la IL-2, asl como el de la B-actina empleada como gen
constutitutivo {(control). En la seccién de Materiales y Métodos se describen las
condiciones y el programa que resuitaron idoneos para el establecimiento de esta
técnica.

En la Figura 10 se observa un producto de amplificacién de 569 pb, que
corresponde al gen de la B-actina de pollo. El producto de amplificacion fue corrido

en un gel de acrilamida al 6% y tefido con bromuro de etidio.

[[[*

569pb — [——— 800 pb

[
[ 1oL

l

l4—— 400 pb

Figura 10. Deteccion mediante RT/PCR del ARNmM de p-actina de pollo obtenida de
linfocitos activados con 10 pg/ml de Concanavalina-A durante 24 horas. En el carril

1, Gen de la B-actina; carril 2, marcadores de peso molecular de 100 pb; carril 3,

marcadores de bajo peso molecuiar.
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Para estandarizar ta RT/PCR para la deteccién del ARNm de la IL-2 de pollo se
probaron en un inicio un par de cebadores cuyo producto esperado era de 331 pb,
sin embargo, una vez establecidas tanto las condiciones como el programa el
producto que se obtenia era de aproximadamente 368 pb, por este motivo se
decidié disefiar otro par de cebadores cuyo producto esperado era de 469 pb.
Para estandarizar las condiciones oOptimas se evaluaron tres diferentes
temperaturas de alineacién: 45, 50 y 55° C, seleccionandose la de 50° C, pues
fue la que mostré mejor la diferencia de sintesis de ARN entre los linfocitos
activados con Con-A y los controles (linfocitos sin activar) (Figura 11).

Al ensayar con dos diferentes cantidades de linfocitos, se establecio que la banda
obtenida era mas definida al usar 1 x 107 células, y que el tiempo de activacion
adecuado fue de 24 h. Cabe mencionar que al momento en que este estudio se

llevo a cabo, no existia ninguna publicacion donde se reportara algun ensayo

relacionado con el RT/PCR de estas moléculas en aves.
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Figura 11. Expresion del ARNm del gen de la IL-2 de pollo, a diferentes
temperaturas de alineacion. En el gel se observa la temperatura de alineacién
6ptima para establecer la diferencia de sintesis de ARNm entre linfocitos activados
y sin activar. Carril 1, marcadores de bajo peso molecular; carriles 2, 5y 8,
productos de PCR obtenidos de linfocitos no activados con Con-A a temperaturas
de alineacion de 45, 50 y 55° C, respectivamente; carriles 3, 6 y 9 productos de
PCR de linfocitos de polio activados con Con-A, 10 ng/mi 24 h a temperaturas de
alineacion de 45, 50 y 55° C, respectivamente; carriles 4, 7 y 10 contenian agua.

Para poder establecer la cinética de sintesis de ARNmM, se eligieron los
tratamientos de: VIA, VIA mas 20 pg de N-Bac, VC y linfocitos de pollo sin
inmunizar, ademas se incluyé un testige positivo de linfocitos activados con 10 ug
de Con-A. Una vez establecidas las condiciones idéneas para Hevar a cabo la
RT/PCR, se procedié a extraer ARN de los tratamientos detallados en el parrafo
anterior. Estos grupos se seleccionaron de acuerdo a los resultados de la
proliferacién celular obtenida por el ensayo del MTT. El grupo de VIA mas 20 ug
de N-Bac se eligi6, debido a que en el ensayo de proliferacion celular no existieron
diferencias estadisticas entre la proliferacion obtenida entre la NC y la N.Bac En
la Figura 12 panel A., se observa el nivel del ARNm del gen de la p-actina, usado

como control. En la Figura 12, panel B se muestra la sintesis de ARNm del gen de
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la IL-2 obtenida de linfocitos de bazos de pollos a los diez dias posvacunacién con

los tratamientos ensayados.

600 pb
500 pb™™

500 pb odd | +——469 pb

—_—
400 pb >

Figura 12. Deteccion del ARNm del gen de ia B-actina y la IL-2 de pollo, obtenido a
los 10 dias posvacunacion. Panel A. Deteccion de! gen de la p-actina en geles de
acrilamida. Carrit 1, pesos moleculares de 100 pb; carrii 2, ARNm de linfocitos
obtenidos de pollos vacunados con VIA mas 20 pg de N-Bac; carril 3, ARNm de
linfocitos de polios vacunados con VC; carril 4, ARNm de linfocitos de pollos
vacunados con VIA; carril 5, ARNm de linfocitos de pollos no vacunados; carril 6,
agua. Panel B. Deteccion del gen de la IL-2 de pollo. Los carriles 1 al 6 son los
mismos que para el panel A; carril 7, ARNm de linfocitos obtenidos de pollos sin
vacunar estimulados in vitro con 10 ug /ml de Con-A, durante 24 hrs.

Para cuantificar e! nivel de cada uno de los productos de PCR obtenidos de los
diferentes grupos, las imagenes fueron documentadas en un analizador de geles
Edas-120 (Kodak) y su intensidad fue determinada utilizando el programa del
National Institutes of Health (www.cdc.gov./iceec). En |la Grifica 8 se observan la

expresion reiativa del ARNm de cada una de las muestras tomadas a los dias 0, 1,

64




4 y 10 pv de los pollos inmunizados con los diferentes tratamientos, asi como de
células de animales sin vacunar y sin activar in vitro (control negativo), asi como
de linfocitos activados con 10 pug de Con-A (control positivo). La expresion relativa
del ARNmMm de cada una de las muestras se representaron como la proporcion 6
relacién de la intensidad de la banda del producto del RT/PCR de la IL-2 sobre el
producto del RT/PCR de la p-actina. Como puede observarse, las vacunas contra
influenza aviar tanto experimental como comercial incrementaron la expresion del
del gen de la IL-2 en comparacion con el testigo, llegando a su maximo al dia 4 pv
y se mantuvo cercano al dia 10 pv. La expresion de la IL-2 de la vacuna contra
influenza aviar adicionada con la N-Bac fue menor el dia 1 en comparacién con el
comportamiento de los otros tratamientos; al dia 4 y 10 el radio de expresion se

incrementd a niveles similares a la de los linfocitos obtenidos con las vacunas de

IA (VIA) y la VC.
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Proporcion 1L-2/Beta-actina

8 VIA B VIA+20 ug N-Bac B VC @ Testigo |

VIA, Vacuna de influenza aviar expenmental. N-Bac, Proteina N del virus de ia rabia
obtenida en un sistema de expresion en baculovirus. VC, Vacuna comercial de influenza
aviar. Testigo. LAS!, Liquido alantoideo sin infectar.

Grdfica 8. Cinética de la sintesis del ARNm de la IL-2 de polio, obtenida de
linfocitos de animales vacunados con los tratamientos citados. Los linfocitos fueron
aislados a los 1, 4 y 10 dias pv, de tres diferentes animales. El control positivo
fueron linfocitos activados con 10 ng/mi de Con-A durante 24 h.




DISCUSION

En este estudio se investigd el papel de la proteina N de! virus de la rabia como
inmunomodulador, adicionado a una vacuna inactivada contra la influenza aviar,
evaluando la respuesta inmune humoral, celular y la proteccion ante un desafio
con una cepa de alta virulencia. Las condiciones de inmunizacion empleadas
fueron las utilizadas para la vacunacidn y constatacion de biologicos contra el virus
de IA a nivel de campo. La proteina N fue obtenida de tres diferentes fuentes:de
una vacuna antirrabica tipo Fuenzalida (Fz) elaborada en cerebros de ratones
lactantes, de nucleocapside obtenida de cultivo de células BHK-21 infectado con
virus de la rabia (NC), y proteina N expresada en un sistema de baculovirus
recombinante (N-Bac).

La vacuna tipo Fz es la responsable de buena parte del control de la rabia en el
ser humano, aunque en Meéxico el uitimo lote se produjo en 1992, existen aun
varios paises en desarrollo donde se produce y experimenta con ella, su principal
inconveniente es producir en algunos casos el sindrome de Guillian-Barré (141,
142, 143, 144). Como se observa en la Grafica 1, el adicionar vacuna tipo
Fuenzalida a la vacuna experimental y comercial contra IA produjo un incremento
en el titulo de anticuerpos, esto confirma reportes anteriores en el sentido de que
la vacuna antirrabica tipo Fuenzalida es un adyuivante para la respuesta humoral
(145).

Al agregar la vacuna tipo Fz, a las vacunas contra el virus de IA, tanto
experimental como comercial (Grafica 2) la protecciéon aumento al menos un 11%,
de manera similar De Paz et al (145) al afadir una dosis de wvacuna tipo
Fuenzalida a un inmunégeno contra el virus de Parainfluenza-3 (PI1-3) bovina,
evaluado en hamsters obtuvieron un incremento en la respuesta humoral y en la

proteccion contra un desafio via aérea. Estas observaciones podrian resultar muy

TESIS CON 7
FALLA DE ORIGEN




utiles en paises como Brasil donde aun se utilizan este tipo de vacunas (146, 147,
148).

En relacidn al ensayo de proliferacion celular (Tabla 1), el tratamiento que mejores
resultados produjo fue el de vacuna comercial de |IA mas la vacuna Fz. Existen
estudios por separado sobre inmunidad celular para el virus de la influenza aviar,
evaluandola mediante ensayos de citotoxicidad (116). En el caso de vacunas
antirrdbicas tipo Fz, se han empleado ensayos de proliferacion celular al activar
con virus de rabia a linfocitos de bazo provenientes de ratones inmunizados contra
este agente (141). Los resultados de proliferacion celular encontrados en la
presente investigacion, pudieran explicarse por la abundancia de la NC en
vacunas de este tipo (86).

La proteina N pura se obtuvo al utilizar el método descrito por Perrin (130) ya que
en nuestras manos cuando se empled el método reportado por Sokol (131) la
pureza de la NC no fue adecuada, pues en el gel se apreciaban varias bandas
(Figura 5. panel A). Ambos procedimientos son muy similares, con la diferencia
que en el primero, el boton de células es sometido a agua destilada fria durante
una hora, mientras que en el otro el boton sélo se mantiene en contacto con agua
10 min, lo que podria ocasionar que las membranas celulares se rompan mas
eficientemente, lo que provocaria ia liberacidon de la proteina N de una manera
mas eficiente. Por otro lado, para la purificacion de la N-Bac, se han utilizado los
métodos de cromatografia de alta presidn y centrifugacidn en gradientes de
sacarosa, respectivamente (149, 150); sin embargo en este estudio se utilizé la
centrifugacidn isopicnica con cloruro de cesio, empleada también para obtener la
NC.

Para cuantificar la proteina N (NC y N-Bac) se utilizé la densitometria de la

proteina separada por lectroforesis en gel de poliacriltamida, que se ha reportado
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como un método rapido, facil y econémico para cuantificar proteinas, e incluso se
empled también para cuantificar proteina N de virus de la rabia (134, 149, 151).

La utilizacién de una proteina recombinante (N-Bac) en este estudio se debio a
que este sistema de expresion presenta varias ventajas, algunas de las cuales
son: 1) este virus es patdgeno sélo para insectos, de este modo se elimina el
peligro de infeccion al laboratorista, 2) produce una alta expresion de la proteina
de interés (152), lo cual fue confirmado en este estudio pues de cada uno de los
dos lotes producidos se obtuvo un promedio de 2400 ng/l de cultivo estacionario,
mientras que de la NC obtenida en células BHK-21 se consiguieron 800 ng/i,
y 3) a diferencia de otros sistemas de expresion conserva la propiedad de producir
modificaciones post-traduccionales.

En relacion al efecto detectado en la inmunidad humoral por la NC y la N-Bac, Fu
et al (153) mencionan que al comparar la inmunogenicidad en ratones valorada al
inocular intraperitonealmente diferentes cantidades (0.2, 1 y 5 ng) de NC y
proteina N recombinante producida en baculovirus acompafiadas con adyuvante
completo de Freund, la respuesta de anticuerpos usando 5 ug fue ligeramente
menor en los sueros de los animales inmunizados con esta altima moléecula. En
contraste, la sobrevivencia se incremento a 90% usando !a proteina N
recombinante, en comparacion con la NC que protegio un 80%. Al realizar un
ensayo de estimulacidon de hibridomas de células T especificas para la proteina N
del virus de la rabia usando la técnica de incorporacion de la timidina tritiada, no
encontraron diferencias entre ambas fuentes de proteina N. En esta tesis también
se analizaron los mismos parametros (inmunidad humoral, celular y proteccion)
pero empleando estas dos proteinas como inmunomoduladores hacia un virus no
relacionado (IA). A pesar de ello la proteccion fue de 100% al emplear |la NC, y
de 97% usando la N-Bac, lo cual no implica una diferencia significativa. Este

resultado puede explicarse por el hecho de que las proteinas recombinantes
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purificadas conservan sus propiedades antigénicas € inmunogénicas similares a
las de ia NC (149).

La inmunidad humoral evaluada en este estudio, revelo que todos los animales de
ios grupos vacunados contra IA indujeron anticuerpos que se detectaron a partir
del dia 14 pv; mientras que en los animales de los grupos control no se detectaron
anticuerpos especificos contra influenza. Sistematicamente, 1a mayor respuesta
sérica detectada en esta investigacion fue la producida por ia vacuna comercial,
un producto inactivado y emulisionado en aceite. Mahan et al (154) mencionan que
con el uso de una vacuna emuisionada contra Cowdria ruminatum ia proteccion no
correlaciona con la respuesta humoral sugiriendo que la inmunidad celular es la
principal involucrada en la proteccion contra este agente. Aucouturier et al (1),
mediante citometria de flujo detectaron un incremento significativo de CD8+ en
células obtenidas después de la inmunizacidn con una vacuna emulsionada, por
ello sugieren la participacion de este tipo de productos en la induccion de la
respuesta protectora por células T citotoxicas. En México, el uso de la vacuna
emulsionada contra IA, junto con medidas de bioseguridad adoptadas en las
granjas afectadas durante el brote de 1995, fueron los principales factores
responsables de haber eliminado el virus de alta patogenicidad que afectd a la
avicultura del pais (112). De igual modo, se reporta la efectividad de estos
inmunogenos para prevenir las pérdidas ocasionadas por influenza aviar, debido a
un alto nivel de proteccion (90 a 100%) (120, 154, 155). Estos resultados
coinciden con lo observado en este trabajo, pues las evaluaciones realizadas
muestran a la vacuna comercial como un producto que protegio mas del 90% (93 y
97 %, respectivamente).

Por otro lado, convencionalmente, un bajo titulo de anticuerpos indicaria una baja
o nuia protecciéon, sin embargo, aunque en este estudio se promovieron bajos

titulos de anticuerpos después de la vacunacién, muchos de los animales
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quedaron protegidos. Esta misma situacion ha podido observarse con diferentes
virus, como el de la rabia (91), Newcastle (157) y con el virus de influenza aviar
en donde se han realizado diferentes experimentos evaluando tanto la
seroconversion como la proteccidon conferida por vacunas oleosas contra este
virus (158, 159, 160). Esta condicidén puede relacionarse con la masa antigénica
presente en las vacunas inactivadas contra influenza aviar (161). Asimismo,
estos resultados podrian relacionarse con la edad de los individuos utilizados, ya
que tanto en jobvenes como en viejos, la respuesta humoral puede ser un pobre
indicador de la eficacia de las vacunas (161, 162, 163, 164, 165). En el presente
trabajo, se usaron individuos jovenes pues se siguié el calendario que se utiliza
para evaluar vacunas contra influenza aviar en México para pollos de engorda
(158, 159).

Otra observacion acerca de los resultados obtenidos en la evaluacidn de la
inmunidad humoral, es que ésta puede estar asociada con la especie animal, a la
par de este estudio se realizé otro, cuyo objetivo fue evaluar la respuesta de

anticuerpos producida con la proteina N del virus de la rabia adicionada en

diferentes cantidades a una vacuna experimental de Parainfluenza-3 bovina
evaluada en hamsters. En el experimento citado, el titulo de anticuerpos mas alito
fue el promovido por el grupo vacunado contra Pi-3 adicionado con 20 ng de NC,
el grupo inyectado con 20 pug de NC tres dias antes de la vacunacion, y el
inoculado con 20 ng de N-Bac mas ia vacuna experimental de PI-3, estos grupos
resultaron mejores en comparacién a la vacuna de PI-3 sin proteina N y a la
comercial; los anticuerpos se detectaron desde los 7 dias posvacunacion (21).
Astoul et al (20), reporta en ratones un incremento dramatico de anticuerpos
detectados por la técnica de IH a partir del dia 7 cuando aplicaron 20 ng de NC
adicionados a una vacuna de influenza humana, estos autores comprobaron en

esta especie el estimulo de células Th2 debido a la NC. Otros autores, al emplear
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2 ng de NC, observaron que el aumento de la respuesta humoral no fue diferente
al aplicar la vacuna de influenza sola, sugiriendo la existencia de una respuesta
dosis dependiente (95). Concerniente a la dosis, existen publicaciones que difieren
de lo anterior, Mata (166) senala que al usar 20 ng de NC en ratones lactantes,
éstos mueren; en contraste, al inicio de este estudio se utilizaron dosis de 40, 60 y
120 pg de NC adicionadas a la vacuna contra IA, dosis con las cuales no se
presentaron muertes; sin embargo, en vez de incrementar. la respuesta inmune,
ésta disminuyd (Loza-Rubio, datos no publicados), esto podria ser explicado por la
acciodn de células supresoras generalmente inducidas por altas concentraciones
de antigeno. Un mecanismo de accion de estas células es por un exceso en la
produccion de citocinas inhibitorias, como lo es el TGF-f3, un poderoso inhibidor de
la proliferacion de las células T y B, de esta manera un exceso de TGF-p3 puede
inhibir la respuesta inmune, y activar a las células supresoras. Ademas algunas de
ellas pueden matar a otras células involucradas en la respuesta inmune (12). Por
otro lado, tanto linfocitos CD8+ y algunos CD4+ pueden lisar células blanco unidas
a antigenos estimulados en asociacion con moléculas del CPH (clase | y I,
respectivamente). Esta lisis resulta en interacciones de Fas ligando y Fas y en la
secrecion de citocinas como el TNF (12). Como es sabido las céiulas linfoides
expresan Fas, y en linfocitos los niveles de esta proteina incrementa la
estimulacién por el antigeno (12).

En el presente estudio, la inmunidad protectora conferida por cada uno de los
tratamientos fue evaluada al desafiar a todos los animales con una cepa de alta
virulencia (A/Ck/Queretaro/14588-19/1995) (H5N2), la cual es empleada en la
evaluacién de vacunas comerciales en Meéxico (159, 167, 168). Después del
desafio, la vacuna experimental fue efectiva por si misma presentando un rango
de protecciéon de 78 a 82% lo cual esta dentro de los requisitos minimos para lotes

de vacuna (169); respecto a los grupos adicionados con 5 y 10 ng de proteina N,
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se observé un aumento en la proteccion de acuerdo con la dosis, pues los
tratamientos que presentaron los valores mas altos de sobrevivencia fueron los
que contuvieron 20 pug de proteina N, siendo de 100 y 97% para la NC y para la
recombinante, respectivamente. Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Fu et al (153), aunque este grupo obtuvo una mejor sobrevida usando la
recombinante, con un 90%, que con la NC con un 80%. Como ya se menciond,
estos trabajos fueron realizados con virus de la rabia y virus relacionados, y no
con virus no relacionados como en el presente trabajo.

No obstante, de una baja respuesta humoral detectada hasta el dia 21, posterior al
desafio, la tasa de anticuerpos séricos se incrementd posiblemente debido al
mecanismo conocido como ayuda intermolecular o intraestructural (cross help),
descrito para el virus de influenza humana, y mas recientemente para la proteina
VP& de rotavirus (170, 171, 172). El principio de este mecanismo es que las
células T de memoria reconocen algun componente interno del virus, que es
capaz de cooperar con las células B especificas para la superficie de una proteina,

y asi estimular la produccion de anticuerpos dirigidos contra la superficie de esta

molécula (Figusra 13).
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INMUNIZACION con antigeno viral interno
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Figura 13. Mecanismo de ayuda intermolecular. Drings (150).
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En relacion a la inmunidad celular, se utilizé el ensayo colorimeétrico del MTT
basado en la reduccién mitocondrial de [a sal soluble de tetrazolio por las células
viables. EI producto reducido, formazan, es disuelto y medido por
espectrofotometria, bajo estas condiciones la cantidad de formazan obtenido es
proporcional al numero viable de células. Este método ha demostrado una buena
correlacion con el método de incorporacion de la [°H] timidina tritiada y presenta la
ventaja de no requerir radioisotopos, o contador gamma, pudiéndo establecerse
en cualquier laboratorio (137, 173, 174, 175), como se demostré en este estudio.
En esta investigacion, la blastogénesis fue mayor en los linfocitos de los animales
vacunados contra influenza aviar, que en los de los testigos inyectados con
proteina N y con liquido alantoideo sin infectar. Los grupos con mayor proliferaciéon
fueron los inmunizados con la VIA mas 20 ug de proteina N, sin importar el origen
de la misma, asi como con la vacuna comercial emulsionada. Esto sugiere la
presencia de linfocitos activados en el bazo, pues la inmunizacion desencadena
numerosos mecanismos de amplificacién, que incrementan el nimero de células
respondedoras al antigeno (12). La proliferacion celular fue especifica para el virus
de influenza, pues los linfocitos de pollos controles no proliferaron
significativamente al activarios in vitro con virus de IA.

Por otra parte, aunque los SAg's son efectivos a muy bajas concentraciones e
inducen una fuerte respuesta en rango nanomolar, lo cual los hace potentes
mitdégenos (41); el SAg del virus de la rabia ha sido propuesto como un mitégeno
débil in vitro, pues la adicion de la proteina N a linfocitos obtenidos de ratones sin
inocular no fue suficiente para provocar su proliferacion (20, 22). Por el contrario,
en presencia de linfocitos sensibilizados por algun antigeno, la proliferacion
aumenta tanto en humanos como en ratones (95). La proteina N presenta la
propiedad de no tener secuencias en comdn con otros SAQ's, y activar un namero

restringido de V3, de este modo sdlo estimula la respuesta inmune especifica. Asi
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mismo, la proteina N de rabia se diferencia de otros SAg’'s por su capacidad de
estimular una respuesta Th2 en ratones y en humanos. Segun estos autores, ésta
propiedad podria explicar su capacidad para inducir interacciones de células B-T,
conduciendo a la produccion de anticuerpos en ratones, por e€llo lo proponen
como un inmunoestimulante (20, 99). Sin embargo, en pollos no pudo verse
claramente la respuesta humoral, sino hasta después del desafio, a diferencia de
lo observado en hamsters por De Paz et al (145) y Loza-Rubio et al (21). En
dichos experimentos se notdé una rapida y contundente respuesta humoral. Esto
podria atribuirse a diferencias existentes entre esta especie y los mamiferos (176).
Actualmente,
evaluados como adyuvantes con buenos resultados, por ejemplo, el uso de la

SAg's bacterianos clasificados como potentes estan siendo

enterotoxina B de Staphylococcus aureus (SEB) inyectada 1 y 2 dias antes de
aplicar una vacuna contra L monocytogenes, demostréd conferir proteccion a
ratones desafiados contra esta bacteria, pero no contra S pyogenes (177).
Recientemente, Gampfer et al (178) proponen la utiizacion de TSST-1 como
inmunégeno para proteger del sindrome del choque téxico, al probar en conejos
diferentes candidatos a vacuna, los animales quedan protegidos contra una dosis
letal de este SAg. Estos eventos pueden explicarse porque la activacion de
células T autorreactivas es necesaria, pero no suficiente para desarrollar un
evento autoinmune, otros requisitos para ello son: existencia de una suficiente
expansion clonal de las céjulas T autorreactivas., induccion de un fenotipo
funcional (por ejemplo: perfil de citocinas) que haga a las células T patogenas.,
entrada de células T autorreactivas hacia el drgano blanco, y suficientes niveles de
expresidon de moléculas del CPH y moléculas coestimulatorias sobre ceélulas
presentadoras de antigeno en el érgano blanco (179).

Otras moléculas importantes para la respuesta inmune son las citocinas que son

responsables de Ila expansion clonal y subsecuente
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diferenciacion de un relativo pequefio nimero de leucocitos en una poblacion
respondedora a un antigeno dado durante una respuesta inmune. Estos
mensajeros solubles juegan un papel critico en la diferenciacion de mecanismos
efectores requeridos para erradicar los microorganismos invasores del huésped.
Aungue mucha informacion se ha obtenido usando lineas celulares, la expresion
de citocinas puede ser observada en células tomadas directamente del huésped.
Sin embargo, es evidente que existen numerosos obstaculos para lograr
informacion /in vivo sobre la expresion de estas moiéculas, a menudo los genes de
las citocinas son expresados a bajos niveles por el nimero limitado de células que
pueden obtenerse de un huésped infectado. En aves solo ocho citocinas han sido
caracterizadas a nivel molecular, el IFN tipo | y I, el MGF, el TGF-§3, la IL-6, la IL |
B, el IFNy y la IL.-2 (180, 181, 182, 183, 184, 185, 186). Los principales problemas
para clonar citocinas de aves es que existe poca o no hay reaccion cruzada entre
sus anticuerpos y los de los mamiferos. De hecho, ninguna interleucina de la
rama Th2 (IL-4, IL-5 6 IL-10) ha sido clonada en aves (187).

Ante la imposibilidad de realizar un ensayo bioldgico, para identificar la cantidad
de IL-2 producida por la proteina N del virus de la rabia, la cual se reporta como un
inductor débil de esta citocina, en comparacion con SAg's bacterianos (22, 99), en
este estudio se estandarizo un ensayo de RT/PCR para detectar la expresion del
ARNM del gen de la IL-2 de pollo, con la finalidad de analizar su cinética de
expresién en linfocitos de pollos inmunizados contra la vacuna experimental
contra A, la VIA adicionada con 20 ug de N-Bac y una VC. Para ello se disefiaron
iniciadores de secuencias especificas para la pB-actina y la iL-2 de pollo. En el
desarrollo de este estudio se observo que el numero de células es critico para
poder amplificar la expresion del gen de la IL-2. Al tratar de utilizar tratamientos
con un miilén de células por vial, la amplificacion no fue eficiente, situacion que

concuerda con Murphy et al (188) donde sefiatan que no siempre es posible
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cuantificar la cantidad de ARNmM obtenido de 1x10° ceélulas. Por su parte
Thiagarajan et al (189) al comparar diferentes concentraciones de linfocitos

mencionan que 1x10’ proporciona mejores resultados, lo cual coincide con

nuestro estudio (139).

Dado que existian publicaciones donde Ila activacidn de linfocitos de otras
especies se realizaba a diferentes concentraciones de Con-A (189, 190, 191), en
este estudio se probaron tres diferentes concentraciones (5, 10 y 30 ug )
obteniendo mejores resultados al usar 10 ug de Con-A para diferenciar los niveles
de ARNmM para IL-2 entre los linfocitos activados y los controles (linfocitos sin
activar) (139), lo cual coincide con otros investigadores (190, 191, 192, 193).

Otro parametro estandarizado fue el tiempo de activacion que producia mejores
resultados en cuanto a la expresion del ARNm del fragmento amplificado del gen
de la IL-2, con respecto a ello se evaluaron tres diferentes tiempos: 5, 24 y 48 h.
En este estudio, al igual que en el experimento de Sundick y Gill (190), el ARNm
de la IL-2 de pollo fue detectado desde las 5 h, sin embargo éste se manifesté en
forma débil. Los mejores resuitados se obtuvieron en los linfocitos activados
durante 24 h, lo cual coincide con otras publicaciones (189, 192, 194).

En cuanto a ia cinética de expresion obtenida a los dias O, 1, 4 y 10, un suceso
remarcable es que en los linfocitos de pollos inyectados con la vacuna contra 1A
adicionada con la proteina N del virus de la rabia, se observo que la expresion del
ARNmM fue menor a la detectada en los linfocitos de los animales inmunizados con
la vacuna experimental sola y por la comercial, incluso al primer dia la expresion
fue similar al grupo testigo (animales no vacunados). Si bien a los dias 4 y 10
presentd una mayor expresion, este comportamiento podria ser un factor
relacionado con la induccidn de anticuerpos séricos detectados al dia 14 pv, ya

que esta bien documentado ei papel de la IL-2 para actuar como un factor de
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crecimiento y por lo tanto como un estimulo para la produccion de anticuerpos, asi
como para estimular una respuesta de las células T citoxicas (11, 194).

A través del desarrollo de este proyecto se encontraron algunas discrepancias
con otros autores, Bernstein et al (195) mencionan que son pocos los estudios que
caracterizan la respuesta inmune celular y la humoral en ei mismo trabajo,
evitando valorar las relaciones entre ambas; sin embargo pensamos que estos
contrastes pueden explicarse debido a la accién de otras .moléculas integrantes
de! sistema inmune, como las células NK (natural killers), las CTL y otras
interleucinas, o bien a las diferencias existentes entre el sistema inmune de los
mamiferos y el de los pollos. A diferencia de los mamiferos, en la especie aviar no
hay evidencia del paradigma Th1-Th2, ni de un equivalente directo de los
eosindfilos, no hay evidencia para IgE y el equivalente a las IgG's, las IgY¥Y no
tienen diferentes subclases (176).

Eil efecto inmunomodulador de la proteina N ha sido observado previamente, y
este evento se ha relacionado con las caracteristicas de SAg que presenta la
proteina N, cuyo efecto ha sido explicado por la estimulacion inespecifica de las
cadenas V8 (humano) y V36 (ratones) del receptor de linfocitos T (TCR). Sin
embargo, en este reporte no se aprecid una respuesta de anticuerpos tangible
como ha ocurrido en otra especies, sino hasta después del desafio,
probablemente a diferencia de otras especies, en pollos la respuesta celular sea la
principal implicada, debido al incremento de la proliferacidn celular. Asimismo, el
hecho de que las propiedades de la proteina N hayan podido ser observadas en
pollos y no solamente en mamiferos como ya habia sido reportado (humano, raton
Yy mono), sugiere que la accidon de este superantigeno es un efecto de amplio
espectro. Sin embargo se deberan realizar mas estudios acerca de su aplicacion

practica, pues para usario de manera comercial tal vez no resulte muy util, aunque
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a nivel experimental adn podrian resolverse muchas interrogantes que se

generaron durante el desarrollo de esta tesis.
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CONCLUSIONES

La proteina N del virus de la rabia, obtenida de diferentes fuentes puede

ser utilizada como inmunomodulador en aves.

En general, la respuesta inmune humoral, celular y protectora fue dosis

dependiente, y se presentd al usar 20 ng de proteina N.

La expresion de la IL-2 en pollos vacunados contra |A adicionada con 20
pug de N-Bac es menor a la que se presenta con la vacuna de A
experimental y la comercial, lo cual es una evidencia de que la proteina
N del virus de la rabia es un mitégeno débil que tal vez genera una
respuesta diferente, pues la proteccidon conferida por la vacuna que la

contuvo aumento en comparacion con la vacuna experimental.
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PERSPECTIVAS.

a)

b)

<)

d)

Antes de utilizar la proteina N como inmunomodulador de manera
comercial, se recomienda estudiar su respuesta en comparacién con

otros adyuvantes de diferentes origenes.

Probar el efecto de la proteina N adicionado a vacunas de influenza
aviar en pollos de diferentes edades, para ratificar si la edad de los
animales fue un factor determinante en los resultados obtenidos en

este estudio.

Clonar y expresar el gen N deil virus de la rabia en un sistema
bacteriano, lo cual resultaria mas econdmico y sencillo que el
sistema de expresiéon en baculovirus, o que la obtenida de cultivos

celulares infectados.

Estandarizar la prueba de RT/PCR para otras de las interleucinas
que ya estan secuenciadas y vislumbrar una perspectiva mas amplia
sobre el efecto que el SAg de rabia ejerce en el sistema inmune de
los pollos, o bien esclarecer mecanismos de proteccion conferidos

por otras vacunas en esta especie
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