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RESUMEN.
Identificacion de la Proteina G del Virus de la Rabia en Plantas Transgénicas de
Maiz, y su Evaluacién como Inmundgeno Oral en Ratones. Tesista: Luis Gomez

Nufez. Asesor: Dra. Elizabeth Loza Rubio.

La proteina G del virus de la rabia, ha mostrado tener propiedades inmunogénicas,
siendo capaz de inducir una respuesta inmune en animales y conferir proteccion
contra la infeccidn del virus. Se identificé la proteina G realizando un Western blot
de semillas de maiz transformadas con dos plasmidos PWR-21/pUBI y PGHCNS-
MARS. Los cuales contenian al gen que codifica para la proteina G del virus de la
rabia, bajo el promotor de ubiquitina y el terminador 35S del virus del mosaico de
la coliflor, en el primero; mientras que el segundo plasmido presentaba ademas
una secuencia que codificaba para una region de adherencia a membrana
(MARS). La cuantificacion de la proteina G recombinante se realiz6 mediante una
densitometria determinando la cantidad de proteina G recombinante por gramo de
peso seco y el porcentaje de expresion de la proteina heteréloga en el sistema
vegetal. Para la evaluacion de la inmunidad humoral, se formaron 4 grupos de 10
ratones cepa CD-1, inmunizados con los siguientes tratamientos: Grupo 1.- 50 ug
de la proteina G recombinante (MTG); 2.- 50 ug de la proteina G recombinante + 5
pHg de adyuvante oral (MTG+TC); 3.- 300 pl de vacuna de virus activo
recombinante por via intramuscular (V-RG), y 4.- maiz no transformado (MNT) por
via oral. La deteccion de anticuerpos se realizé mediante la técnica rapida de
inhibicién de focos fluorescentes (RIFFT), a los dias 15, 30, 45, 60, 75, 90 post-

inmunizacion.



En los grupos inmunizados; excepto en el control negativo (MNT), se detect6 la
presencia de anticuerpos neutralizantes especificos contra el virus de la rabia, en
concentraciones mayores de 0.5 Ul, recomendado por la OMS. Para determinar la
inmunidad protectora que confiri6 la vacuna comestible, los animales fueron
desafiados al dia 90 post-inmunizacién, utilizando entre 50-100 DLsgy cON una
cepa de origen vampiro. Para el dia 15 post—inmunizacion los animales que no
presentaron signologia de la enfermedad de rabia se consideraron protegidos. El
grupo inmunizado con la vacuna oral (MTG) y la vacuna de virus activo
recombinante (V-RG), presentaron una inmunidad protectora del 100%, mientras
gue el grupo inmunizado con el adyuvante (MTG+TC), murieron al igual que el

grupo control negativo (MNT).
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2. Introduccidn

En la actualidad la vacunacién constituye una de las principales prioridades de
muchos paises para prevenir un sin numero de enfermedades tanto en humanos
como en animales. Gracias a la adecuada aplicacion de vacunas, existen
enfermedades cuya incidencia ha disminuido de manera notable en paises en vias
de desarrollo. En general las vacunas comestibles proveen un promisorio ejemplo
de nuevas estrategias que combinan la innovacion en la ciencia médica y la
biologia en plantas para la creacion y disposicion de nuevos productos
farmacéuticos. En el campo de la zoonosis, la proteina G y la proteina N del virus
de la rabia, han sido expresadas en diversos vegetales y se han realizado varios
ensayos de inmunizacion tanto en humanos como en ratones; sin embargo
apenas se inician pruebas para producir una vacuna comestible contra la rabia
bovina, padecimiento que en Ameérica Latina causa severas pérdidas economicas.
En el presente estudio se evaluo a la proteina G del virus de la rabia expresada en
plantas transgénicas de maiz como inmundgeno oral en ratones. Considerando la
induccion de anticuerpos neutralizantes especificos para el virus de la rabia, y el
nivel de proteccion reflejado en el porcentaje de sobrevivencia post-desafio. En
base a los resultados obtenidos se confirmé que el empleo de plantas
transgénicas es un sistema seguro para la produccion de vacunas, que a futuro
podria convertirse en una alternativa atractiva para el desarrollo de nuevas

vacunas en nuestro pais y otros paises con problemas similares.



2.1 Generalidades de la Rabia

La rabia es una infeccion aguda del sistema nervioso central casi siempre mortal,
se identifica como una enfermedad letal en especies de sangre caliente,
incluyendo al género humano, radicando su importancia, en la alta letalidad
presentada en los enfermos. Pasteur a finales del siglo XIX ensaya la primera
vacunacion antirrabica en José Meister'. La vacunacién constituye hasta nuestros
dias el Unico tratamiento para la prevencion post-exposicion. En la década de los
90’s descendieron los casos de rabia en humanos transmitida por perros; sin
embargo, las agresiones ocasionadas por especies silvestres se han

incrementado en paises en vias de desarrollo.?

La rabia en los murciélagos hematdéfagos o vampiros es un problema limitado a
América Latina, Trinidad y Tobago, la infeccion ha sido comprobada en las tres
especies de hematofagos: Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata y Diaemus
youngi, pero solamente la primera especie posee importancia epidemiolégica. La
distribucion de los murciélagos hematofagos Desmodus rotundus comprende un
area que se extiende desde México hasta la parte central de Argentina. El
Desmodus rotundus es responsable de pérdidas en la ganaderia latinoamericana
por la rabia bovina, que ha impedido el desarrollo de nuevas regiones del Tropico
Americano. Se ha estimado que la mortalidad anual producida por esta especie en
Latinoamérica es cercana a las 50,000 cabezas de ganado, lo que sumado a
perdidas indirectas de carne, leche y la devaluacién de pieles por mordeduras de

vampiros, significa una pérdida anual superior a los US $ 44 millones.?



2.1.1 Clasificacion del Virus de la Rabia

El virus de la rabia pertenece al orden de los Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Su genoma RNA conformado por 11,932
nucledtidos, es no segmentado, unicadena y de polaridad negativa. Su morfologia
es cilindrica y presenta una forma caracteristica de bala de fusil, la longitud
promedio es de 180 nm y su diametro de 75 nm. El género Lyssavirus, se ha
clasificado por el analisis de las secuencias del genoma viral permitiendo definir 7
genotipos®. El genotipo 1 comprende al virus de la rabia clasica, que se encuentra
distribuido a nivel mundial, excepto en algunas islas como Japén, Nueva Zelanda,
Hawai, Irlanda, Reino Unido, Antartida y Escandinavia. El genotipo 2 corresponde
al virus Lagos bat, 3 al virus Mokola, 4 al virus Duvenhage que estan presentes en
el continente africano, en paises como Nigeria, Republica Centroafricana, Africa
del Sur, Zimbabwe, Guinea, Senegal, Etiopia y Cameran. El genotipo 5y 6
representan a los Lyssavirus de murciélagos europeos tipo EBL 1y EBL 2.> ° El
virus aislado en Australia, proveniente de un murciélago frugivoro (Pteropus

alecto) conocido como zorra voladora fue clasificado como genotipo 7”8,

Cuatro nuevos Lyssavirus fueron descubiertos a través de una vigilancia activa de
rabia en murciélagos de Eurasia. El virus de Aravan (ARAV), fue aislado del
cerebro de un murciélago (Myotis blythi) al sur de Kyrgyzstan en 1991°. El virus
Khujand (KHUV), se aislé en el 2001 cerca de la ciudad de Khujand, al norte de
Tajikistan, del cerebro de un murciélago (Myotis mystacinus)'®. En el 2002, se aislé
al tercer virus llamado Irkut (IRKV) al norte de Liberia en la ciudad de Iskutsk de un

murciélago (Murina leucogaster).



Por dltimo se aislé al virus Caucéasico del Oeste (WCBV) de un murciélago
(Miniopterus schereibersi) capturado cerca de una cueva en las montafias
caucasicas™. Inocularon por via intracerebral una mezcla de los cuatro cerebros
de los murciélagos en ratones, los cuales comenzaron a paralizarse y murieron.
Las impresiones de los cerebros de ratdn resultaron positivas a la prueba directa
de anticuerpos fluorescentes contra el virus de la rabia®® . La caracterizacién de
estos aislados reveld que eran distintos antigénica y genéticamente, de los

Lyssavirus conocidos*?.

El virion esta compuesto por 5 genes: n, ns, m, g, |, que codifican para el mismo
namero de proteinas. Los genes estan separados por secuencias cortas que
representan las regiones intergénicas del genoma. Estas regiones estan
localizadas entre los genes n y ns (2 nucleétidos) y entre los genes ns y m (5
nucledtidos en cada uno). La region restante entre los genes g y | contiene 423

nucleétidos de longitud y no codifica para ninguna proteina’ (Figura 1).

2.1.2 Proteinas Virales

La proteina N, conformada por 450 amino&cidos, tiene un peso molecular de
57,000 Da. Es el principal componente del virus de la rabia, esta asociada con el
RNA viral protegiéndolo de ribonucleasas y manteniéndolo en una configuracion
adecuada para la transcripcion, activa la polimerasa viral para que se pueda llevar
a cabo la replicacion. Su interés inmunoldgico radica, en que induce la respuesta

de células T cooperadoras otorgando proteccién al desafié contra la rabia®®.
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La fosfoproteina (P, M1 6 NS), conformada por 297 aminoacidos, esta asociada
con la ribonucleoproteina (RNP) e interactia con la polimerasa regulando la
replicacion del genoma viral. Sirve como un estabilizador de la proteina L

colocandola en el complejo de la polimerasa™.

La proteina L (RNA polimerasa asociada al virién), conformada por 2,142
aminoacidos, es responsable de la transcripcion y replicacion del RNA viral. Las
proteinas N, NS, L asociadas al RNA viral constituyen la nucleocapside o centro

RNP?°,

La proteina M esta conformada por 202 aminoacidos. Sus propiedades
funcionales incluyen sub-regulacion de la transcripcion del RNA viral,
condensacion del centro NC helicoidal a espirales plegadas fuertemente,
asociacion con la bicapa lipidica e involucramiento en la cipatogénesis de células

infectadas?’.

La proteina G conformada de 505 aminoécidos, tiene un peso molecular de 65,000
Da, se encuentra localizada en la envoltura viral, es transmembranal y forma en la
superficie del virus espiculas homotriméricas ancladas a la membrana®* . Es
importante en la patogenicidad y el neurotropismo del virus in vivo, siendo
responsable de la induccidén de anticuerpos neutralizantes y la estimulacion de
linfocitos T cooperadores y citotoxicos. Esta involucrada en el reconocimiento del
receptor celular especifico y a pH bajo induce la fusién de la envoltura viral con la

membrana celular 2 %,
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Se ha secuenciado el gen de la proteina G de cuatro diferentes cepas Evelyn
Rockitmicki Abelseth (ERA); virus estandar de desafié (CVS); virus Pasteur (PV) y
virus de alto pasaje en huevos embrionados (Flury HEP). La proteina G recién
sintetizada contienen cuatro dominios: 1) el péptido sefial de corte de la region
aminoterminal (19 aminoacidos hidrofébicos) responsable de la translocacién de la
proteina a través del reticulo endoplasmico rugoso; 2) el ectodominio (438
aminodacidos) orientado hacia el exterior, posee los sitios de glicosilacién de la
proteina los cuales difieren para cada cepa®® y los determinantes para la
inmunogenicidad (sitios antigénicos para los linfocitos B, T cooperadores y
citotoxicos), de la hemoaglutinacion, la patogenicidad y del neurotropismo?’, 3) el
dominio transmembranal (22 aminoacidos hidrofébicos) responsable de la
interaccion con los lipidos de la membrana y; 4) el dominio citoplasmatico (44

aminoacidos) comprometido con la interaccién con las proteinas del interior?.

S S S S5 S
Promotor de polimerizacion
N (M1 ﬁ G ] L s
Promotor de encapsidacion 23 4 s |6
P P =
N AP P P Pl &
n 2
. Corto M2 —
I: Inicio | o,
P: Paro {poliadenilacion) Largo M2 G | g
e /)

Figura 1.- Mapa Gendmico del Virus de la Rabia. Cortesia del DR. Noé Tordo, Instituto
Pasteur, Francia
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2.1.3 Mecanismo de Transmision

El mecanismo de transmision del virus rabico es a través de la mordedura de un
animal infectado, que libera el virus por la saliva a uno susceptible. El virus es
mantenido y transmitido por varias especies dependiendo de la zona geografica,
en los paises de Europa Occidental los zorros rojos®®, en América del Norte los
mapaches, zorrillos y los murciélagos no hematéfagos® *!. En América Latina los
principales reservorios son los perros y a Ultimas fechas los murciélagos

32.33 'y los no hematéfagos * *°. En México se conocen

hemato6fagos (vampiros)
tres ciclos epidemiolégicos: el terrestre representado por los perros®®, y el silvestre
por los murciélagos hematéfagos**y un ciclo que circula en zorrillos, sin embargo;
las vacunas disponibles en el pais son capaces de proteger adecuadamente ante

un desafi6 contra cualquiera de las tres variantes genéticas™ *°.

2.1.4 Replicacion del Virus.

El virus de la rabia se une a las células por medio de sus espigas de glicoproteina;
el receptor nicotinico de la acetilcolina sirve como receptor celular para el virus de
la rabia. EI genoma de RNA de una sola cadena es transcrito por la RNA
polimerasa vinculada con el virion a cinco especies de mRNA. La plantilla para la
transcripcion es el genoma de RNA en forma de ribonucleoproteina (RNP)
(encerrado en la proteina N y el cual contiene la transcriptasa viral). El mRNA
policistronico codifica las cinco proteinas del virion: nucleocapside (N), polimerasa
(L, NS), matriz (M) y glucoproteina (G). EI genoma RNP es una plantilla para el
RNA complementario de sentido positivo que se encarga de la generacion de la

progenie de RNA de sentido negativo >°.
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Las mismas proteinas virales sirven como polimerasa para la replicacion del RNA
viral y también para la transcripcion. Se requiere la traduccion simultdnea para la
replicacion, particularmente de las proteinas virales N y P. El RNA gendmico
recién formado se une a la transcriptasa viral y a la nucleoproteina para formar el
centro RNP en el citoplasma. Las particulas adquieren una envoltura por
gemacion a través de la membrana plasmatica. La proteina viral matriz forma una
capa sobre la zona interna de la envoltura, en tanto que la glicoproteina viral se

encuentra sobre la capa externa y forma las espigas®’.

2.1.5 Patogenia

El virus se distribuye ampliamente dentro del animal infectado, sobre todo en el
sistema nervioso, saliva, orina, linfa, leche y sangre. La recuperaciéon de la
infeccion es rara excepto en ciertos murciélagos, en los cuales el virus muestra
una adaptacion peculiar en las glandulas salivales. Los murciélagos hematéfagos
pueden transmitir el virus durante meses sin que ellos mismos muestren signos de
enfermedad®. El virus de la rabia se replica en el musculo; en el sitio de la
inoculacion y después penetra a los nervios periféricos en las uniones
neuromusculares y se propaga por los nervios al sistema nervioso central. Es
posible que algunos virus de la rabia penetren directamente al sistema nervioso
sin replicacidon local. Se replica en el cerebro y después puede diseminarse a
través de los nervios periféricos hacia las glandulas salivales y otros tejidos. El
organo con los mayores titulos de virus es la glandula salival submaxilar. Otros
organos donde se encuentra el virus de la rabia incluyen pancreas, rifién, corazén,

retina y cérnea *°
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La susceptibilidad a la infeccion y el periodo de incubacién de la rabia es de lo
mas variable, dependen de la edad del huésped, de los antecedentes genéticos y
del estado de inmunidad, de la cepa viral implicada, de la cantidad del indculo, de
la gravedad de las heridas, y de la distancia que el virus debe viajar desde su sitio

de entrada hasta el sistema nervioso central®®.

2.1.6 Histopatologia de la Rabia

En el estudio histopatolégico de la rabia se observan lesiones tipicas de una
encefalomielitis no supurativa, coman en todas las infecciones virales del sistema
nervioso, es decir la reaccion inflamatoria esta constituida por una infiltracion
perivascular de linfocitos, gliosis focal o difusa (nédulos de Babes), hemorragia
perivascular y diversos grados de degeneracion neuronal, y los caracteristicos
corpusculos de Negri. Estas inclusiones se consideran patognomonicas de la rabia
y se localizan principalmente en las neuronas, axones y dendritas del hipocampo;
células piramidales de la corteza cerebral; en las células de Purkinje del cerebelo y
ganglio de Glasser. Los cuerpos de Negri generalmente son redondos, pero
pueden adoptar formas ovales, esferoideas, ameboides, alargadas, etc. La
caracteristica mas importante de los cuerpos de Negri es su estructura interna en
la que se basa el criterio indispensable para una identificacion segura, dentro de la
matriz acidofila aparecen granulos baséfilos, de color azul oscuro a negro, en

ndmero y distribucion variable “°.
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2.1.7 Aspectos clinicos

En humanos la enfermedad se divide en cinco fases: periodo de incubacién, fase
prodromica, fase neuroldgica, coma y muerte. El periodo de incubacién de la rabia
es de lo mas variable de uno a dos meses pero puede ser tan breve como una
semana o tan prolongado como varios afios (seis afios o mas). El periodo
prodromico dura de 2 a 10 dias y puede mostrar cualquiera de los siguientes
sintomas inespecificos: malestar, anorexia, cefalea, fotofobia, nausea, vomito y
malestar faringeo*’. Durante la fase neurolégica aguda los pacientes muestran
signos de disfuncién del sistema nervioso, aprension y alucinaciones. Se observa
sobreactividad simpatica general, la cual incluye lagrimeo, dilatacién pupilar, e
incrementos de la salivacion y sudacion. El acto de la deglucion desencadena un
espasmo doloroso de los musculos faringeos. Esta fase va seguida de
convulsiones, coma y muerte, en general 2 a 7 dias después del inicio, la principal

causa de muerte es la pardlisis respiratoria®®.

En el ganado se presenta tres fases: prodromal, de excitacion y paralitica. La
manifestacion inicial es la pérdida de apetito y secrecién de leche en vacas
lecheras, inquietud, miedo y un cambio en la conducta (temperamento). Seguida
en uno o dos dias por inquietud, excitacion, salivacién, vocalizacion atipica,
pateando el piso, etc. El animal rabioso se vuelve tranquilo e inestable como
resultado de la paralisis progresiva. Se observa dificultad en tragar, acompafiada
por salivacién excesiva. La emaciacion ocurre rapidamente y las patas posteriores
se paralizan. El animal progresa a no poder levantarse, desarrolla convulsiones,

coma y muere de 4-6 dias luego de observados los primeros sintomas clinicos*.
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La rabia en los perros se caracteriza por cambios en el comportamiento asociados
con el sistema nervioso central. El curso clinico de la enfermedad se describe en
tres fases: La fase prodrémica es un periodo corto, cerca de tres dias, en la cual
se detectan anormalidades en el sistema nervioso central. Los animales pueden
aparentar estar anoréxicos. La fase de excitacion ocurre después, no todos los
animales experimentan esta fase, los perros pueden tornarse agresivos,
extremadamente alertas, con pupilas dilatadas. Pueden romperse los dientes al
morder las barras de su jaula, pueden atacar a otros animales o a sus duefos.
Pueden agredir objetos inanimados. La fase paralitica es la dltima etapa de la
rabia, se evidencia la pardlisis de los musculos asociados con tragar y masticar.
Se puede observar salivacion profusa, perdiendo el animal la capacidad de tragar.
En perros se ve frecuentemente la paralisis de la mandibula al igual que el

prolapso del tercer parpado. La paralisis progresiva desenlaza en la muerte®.

2.2 Situacion de la Rabia en Paises de América Latina

2.2.1 Rabia Humana

Durante el periodo 1993-2002, los paises de América Latina notificaron un
descenso del 82% en el numero de casos humanos. Reduciendo de 216 casos en
1993 a 39 en el afio de 2002. De los 39 casos reportados en este afio, en 37 de
ellos se contaba con informacion de la especie agresora, reconociendo a los
perros como transmisor de 22 casos distribuidos en 5 paises: Brasil (6 casos);

Haiti (5); El Salvador (5); Paraguay (4); y Bolivia (2)**
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Murciélagos de diferentes especies son considerados el segundo transmisor de la
rabia al humano, aproximadamente el 14.7% de los casos estudiados durante los
altimos 10 afios. En América Latina, en el periodo de 1993-2002, 62 casos de
rabia en humano fue transmitida por el murciélago hematéfago Desmodus
rotundus. La mayoria de los casos (45), se reportaron en Peru, 8 de ellos en 1996.
Los otros fueron en: Brasil (6); México (4); Colombia (3); Panama (2); El Salvador
(1) y Nicaragua (1). En este mismo periodo, se reportaron 27 casos de rabia,
teniendo como transmisores a varias especies de murciélagos no hematéfagas.
Diecinueve de estos casos ocurrieron en los Estados Unidos. En los ultimos 20
afios se redujo el 90% de los casos de rabia en el Continente Americano, teniendo
en el afio 2005, 20 casos de rabia humana en Haiti, Bolivia, Paraguay, El
Salvador, México; etc. Atendiendo a 1 millon de personas agredidas por animales

recibiendo 25% de ellas tratamiento®.

2.2.2 Rabia Canina.

Durante el periodo 1993-2002, 37,377 casos de rabia en perros fueron reportados.
En la region de América Latina, la rabia canina disminuyo un 81% durante este
periodo (de 6,716 casos en 1993 a 1,311 casos en el 2002). En el 2005 se redujo
la presentacion de casos de rabia canina en 17 paises de la regién entre los
principales se encuentran: Brasil (457), Bolivia (108), México (105). Ademas se
administraron 44 millones de vacunas anualmente, y se procesaron 74,000
muestras de caninos para diagndstico de rabia. Cabe sefialar que América Latina
es el unico continente que presenta un programa global para el control y

erradicacion de enfermedades, entre las cuales se incluye la rabia*®.
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2.2.3 Rabia Bovina

Diariamente en Latinoamérica son mordidos por murciélagos hematéfagos
Desmodus rotundus del 1 al 3% de la poblacién de bovinos en un area de 5
millones de cabezas. Al aumentar la poblacion de bovinos en una zona geografica,
se incrementa de igual forma la poblacién de murciélagos hematéfagos*’. Como
resultado del uso irracional de los recursos naturales llevado a cabo por el
hombre, afectando el habitat natural de diversas especies silvestres, entre las
cuales se encuentran los murciélagos insectivoros, nectivoros y hematofagos,
presentandose un desequilibrio en la biodiversidad y con ello la presencia de la

rabia en el lugar®®.

2.2.4 Situacion Epidemiol6gica de la Rabia Canina en México

Antes de Octubre del 2005 se habian diagnosticado en laboratorio 85 casos de
rabia canina en México, 73 de los casos mencionados se encontraron en el Estado
de México, presentandose un brote de 53 casos en el municipio de Ecatepec de
Morelos (Sierra de Guadalupe), los cuales procedian de perros que no habian sido
vacunados y cuyas edades oscilaban entre 0-8 afios de edad. Los Estados que
actualmente se encuentran afectados por rabia canina son 14, existiendo 17

entidades certificadas como libres de rabia canina hasta el 2004°.

2.2.5 Situacion Epidemioldgica de la Rabia Paralitica en México.
La rabia paralitica bovina o derriengue actualmente se presenta en 23 Entidades
Federativas. Hasta el mes de Octubre del 2005 se notificaron 139 casos positivos

diagnosticados por inmunofluorescencia y 1 caso por medio de histopatologia®.
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En el Estado de San Luis Potosi se reporta el 60% de los focos de rabia paralitica
bovina. La distribucion de los brotes de derriengue coincide con el habitat de las
poblaciones del murciélago hematéfago Desmodus rotundus. Esta especie se
alimenta principalmente de sangre del ganado bovino, equino o porcino,
mordiendo a sus victimas en las regiones de los hombros, espalda, base de los
cuernos, orejas, patas, pezufias y region anal, el efecto anticoagulante presente
en la saliva de los murciélagos, permite el flujo de la sangre a través del canal del

labio inferior®®.

En la actualidad el Desmodus rotundus, ha podido modificar su capacidad de
adaptacion a zonas geograficas mayores a 2,000 metros sobre nivel del mar
(msnm), aumentando el territorio de exposicion en México y siendo responsable
de grandes pérdidas en la ganaderia. Se estima que anualmente mueren entre 15
a 20 mil bovinos, con una poblacion de bovinos en riesgo superior a los 10

millones de cabezas de ganado®?.

La incidencia de la rabia transmitida por estos mamiferos se incrementa conforme
se acrecienta la ganaderia en el pais. Aunque se han realizado numerosos
esfuerzos para controlar la enfermedad en los animales domésticos, muchas de
las medidas manejadas para el control han sido inadecuadas, lo que ha llevado a
pérdidas econémicas y la disminucion de poblaciones de quirGpteros benéficos
para los ecosistemas, sin necesariamente controlar el ciclo silvestre de la

enfermedad®3.
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2.3 Vacunas Antirrabicas

A partir de la primera vacuna antirrabica desarrollada por Luis Pasteur en 1885,
que consistia en inoculaciones subcutdneas de una suspension desecada de
médula espinal de conejos rabiosos, se han desarrollado diferentes generaciones
de vacunas. Las vacunas de primera generacion se producen en tejido nervioso
de diferentes animales inoculados con el virus de la rabia e inactivadas con fenol,
formol, luz ultravioleta, y R-propiolactona®. A pesar de los graves efectos que
pueden producir las vacunas de este tipo a partir de cerebro de cabra y borrego
(tipo Semple) y en cerebro de raton lactante (tipo Fuenzalida) se siguen utilizando
en muchos paises en vias de desarrollo ya que son faciles de preparar®. En los
50°s las vacunas de embrién de pato y la Flury de alto pasaje ingresaron al
mercado y permanecieron hasta los afios 80, siendo retiradas del mercado porque
a menudo causaban reacciones adversas. En el aflo 1967 marca una fecha
importante cuando una nueva generacion de vacunas elaboradas en cultivo celular
comenzo a ser utilizadas en humanos, siendo las mas comunes las producidas en

células diploides y células VERO®.

En el campo veterinario de paises desarrollados, donde la rabia silvestre es la que

|57

prevalece se emplea con éxito la vacunacion oral®’, con las vacunas Raboral™? V-

RG (virus recombinante de la vaccinia que expresa la proteina G)*°, y con
RabigenV® SAG-2 (cepa doble mutante avirulenta cepa SAG2)>°. Esta estrategia

ha conducido a la casi total erradicacion de la rabia silvestre en Europa

|62

Occidental®, y tiene éxito en el control de la misma en Canada, Estados Unidos,

asi como en otros paises %% .
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Mas recientemente se ha notificado el disefio y evaluacion de vacunas génicas en
ratones®, primates® y perros®®, obteniendo buenos resultados en la induccién de

anticuerpos neutralizantes y el nivel de proteccion post-desafio.

En México las vacunas disponibles de interés veterinario se puede dividir en dos
grupos: a) inactivadas y b) de virus activo modificado. Las ventajas de las vacunas
derivadas de cultivos celulares sobre las derivadas de tejidos nerviosos, incluyen
mayor pureza, adecuada estabilidad a temperatura ambiente, carencia de
proteinas encefalitogénicas, disminucion de proteinas extrafias reduciendo la
probabilidad de anafilaxia y un incremento en su potencial para ser empleadas con
adyuvantes® %’ A pesar de que por lo general las vacunas que se producen en
el pais presentan buena calidad al salir de los diferentes laboratorios, la
conservacion de bioldgicos tradicionales, especialmente en paises en vias de
desarrollo en ocasiones impide la aplicacion adecuada de campafas preventivas,
ya que se requiere de un complejo mecanismo de distribucion acompafado de
sistemas de refrigeracion (cadena fria), cuestiones no siempre faciles de llevar a

cabo en los diferentes territorios que componen el pais.

La biologia molecular y la ingenieria genética se han convertido en una
herramienta importante para desarrollar estrategias que controlen la rabia a nivel
mundial. El desarrollo mas importante ha sido el aislamiento de proteinas
inmunogénicas y el empleo de virus de animales y plantas como vectores de
clonacion y expresion de proteinas heterélogas jetivo de producir vacunas

de facil distribucién y estables a cualquier tipo de clima®®.
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La proteina G del virus de la rabia ha sido producida en plantas de jitomate®,
tabaco’®, zanahoria’ y maiz "*"3. La evaluacion de la proteina G del virus de la
rabia expresada en plantas transgénicas de maiz, como inmundgeno oral en
ratones, permitiria posteriormente una inmunizaciébn oral en bovinos, cuya
poblacién en riesgo de adquirir la rabia paralitica bovina es superior a 10 millones
de cabezas de ganado, evitando serios dafios a la ganaderia nacional y pérdidas

econdmicas de millones de pesos®.

2.3.1 Respuesta Inmune ala Vacunacion

El antigeno administrado por via oral, al pasar por la lamina propia debe ser
fagocitado y procesado por células presentadoras de antigeno (APC), que
estimulan la amplificacion de linfocitos especificos generando mediadores de la
inmunidad humoral y celular’®. Ratones vacunados por via intradermal con un
virus modificado cepa ERA, produjo acumulacién de linfocitos en nédulos linfaticos
al tercer dia después de la vacunacion. Los niveles de anticuerpos neutralizantes
inducidos alcanzaron los niveles maximos al 12 dia en suero. La respuesta celular
desaparecio al 20 dia post-inoculacion, sin embargo, los niveles de anticuerpos
neutralizantes se mantuvieron altos. Revacunaron a los 30 dias como resultado se
observo un incremento en la respuesta de linfocitos y en los niveles de anticuerpos
neutralizantes contra el antigeno viral. El pico de la respuesta celular se identifico
al segundo dia y disminuyeron estos niveles al 16 dia después de la infeccién,

conservandose altos los niveles de anticuerpos circulantes’ .
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2.3.2 Inmunidad de Mucosas

Las superficies mucosales estan constantemente expuestas a una innumerable
cantidad de antigenos. Relativamente pocas moléculas altamente inmunogénicas,
al entrar en contacto con la superficie mucosal, generan una respuesta humoral.
Las vacunas efectivas contra infecciones deben estimular el sistema inmune para
la produccion de IgAs en las superficies mucosales del sistema respiratorio y
digestivo. La respuesta inmune mucosal es inducida por via oral mas que
parenteral. En comparacion a la inmunizacién parenteral, la inmunizacion oral usa
antigenos solubles o antigenos subunitarios via IM. Por otra parte, los antigenos
liberados en plantas comestibles permanecen estables al paso del estomago en
cantidades suficientes para activar el sistema inmune. Se considera que las
paredes externas de las células vegetales sirven como proteccién a los antigenos
manteniéndolos aislados de las secreciones gastricas y liberandolos de manera

gradual en los intestinos’®.

2.3.3 Reacciones Adversas ala Vacunacién

Un factor importante para el tipo de respuesta inducida por un antigeno es la via
de administracién, debido a que en un mismo animal, puede ocurrir tolerancia,
desarrollo de hipersensibilidad e induccion de anticuerpos con memoria
inmunoldgica. La respuesta inmunoldgica se dirige contra fragmentos de superficie
del antigeno, definidos como determinantes antigénicos, los cuales difieren para
cada antigeno. La produccién de anticuerpos es especifica contra el antigeno,
siendo capaz de neutralizar al virus, inducir la fagocitosis y/o provocar

hipersensibilidad de tipo mediato.
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La inmunidad especifica ligada a células depende principalmente de linfocitos T,
qgue tienen la propiedad de actuar de manera especifica, asi como producir
citotoxicidad’’. La induccién de la respuesta inmune o la aparicién de tolerancia,
por via mucosas depende de diversos factores incluidos: la especie, genética,
edad del animal, dosis, forma (soluble vs. particula, y activo vs. inactivado), la ruta
y secuencia de administracion del antigeno. Ademas, el uso de adyuvantes puede
acentuar la inmunidad o la tolerancia. El efecto tolerogénico del antigeno
administrado por mucosas se manifiesta exclusivamente por supresién de la

respuesta de células T8

2.4 La Utilizacion de Plantas como Bioreactores en la Expresion de Proteinas
Heterdlogas para la Produccién de Vacunas Comestibles

Una planta transgénica es aquella que ha sido modificada genéticamente, es
decir, se ha introducido un nuevo gen que pasa a constituir parte de su genoma,
dicho gen (transgen) puede provenir tanto de una especie emparentada u otra
totalmente distinta. La razén que explica que se puedan construir plantas
transgénicas es la presencia universal de ADN en las células de todos los
organismos vivos. Los genes son segmentos de ADN que codifican la informacién
necesaria para conjuntar una proteina especifica. Las proteinas funcionan
entonces como enzimas que catalizan reacciones bioquimicas, 0 como unidades
estructurales o de almacenamiento de una célula, y contribuyen a la expresion de
una caracteristica de la planta. Los procesos de transcripcion y traduccion son
controlados por un conjunto de mecanismos reguladores, de tal modo que se

produce una determinada proteina sélo cuando y donde sea necesaria’®.
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Una vez que se ha aislado y clonado un gen, debe ser sometido a varias
modificaciones antes de que pueda ser efectivamente insertado en una planta®.
Es preciso agregar una secuencia promotora para que el gen se exprese
correctamente, el promotor es la llave de encendido y apagado que controla
cuando y donde se expresara dicho gen en la planta. La mayoria de los
promotores en las variedades de cultivos transgénicos son constitutivos, el
promotor comunmente utilizado es el CaMV35S, del virus del mosaico de la
coliflor, que produce un alto grado de expresién en la planta. La secuencia de
terminacion indica a la maquinaria celular que se ha alcanzado el final de la

secuencia génica®'

El método de biobalistica, ha sido especialmente util en la transformacion de
especies de monocotiledoneas como el maiz y el arroz. Después del proceso de
insercion del gen con un marcador, los tejidos de la planta son transferidos a un
medio selectivo que contiene un antibidtico o un herbicida. Para la obtencién de
plantas completas a partir de tejidos transgénicos como los embriones inmaduros,
se cultivan estos en condiciones ambientales controladas en una serie de medios
que contienen nutrimentos y hormonas®. Una vez que se generan plantas
completas y éstas producen semillas, comienza la evaluacion de la progenie
mediante técnicas como Southern blot y reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR), para verificar que las plantas obtenidas al final del proceso han integrado al
gen de manera estable, no basta con asumir que las plantas que han sobrevivido
el proceso de seleccidn con antibidticos es porque integraron los genes deseados

a su genoma®> %
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2.4.1 Vacunas Comestibles

En la actualidad la vacunacion constituye una de las principales prioridades de
muchos paises para prevenir un sin numero de enfermedades tanto en humanos
como en animales. Gracias a la adecuada aplicacion de vacunas, existen
enfermedades cuya incidencia ha disminuido de manera notable en paises del
tercer mundo. Idealmente la vacuna debe ser oral, de bajo costo y facil
distribucion®®. La definicion de una vacuna comestible hecha por Arntzen®, se
otorgo a los productos comestibles, derivados de plantas, que contienen una
subunidad recombinante activa administrada oralmente con la capacidad de
proteger al individuo de la enfermedad. Se deben considerar tres aspectos
importantes para la produccion de inmunoégenos: 1) El sistema de expresién debe
producir proteinas que sean antigénicas, es decir; que sean reconocidas por
anticuerpos del huésped en respuesta a un desafio; 2) las proteinas producidas
deben ser inmunogénicas, es decir; que induzcan la produccién de anticuerpos; y
3) que brinden proteccion a prueba de retos subsecuentes, contra los agentes
patdbgenos que causan la enfermedad®’. Diversos grupos de investigacion han
transformado plantas para utilizarlas como “bioreactores”, ya que se pueden
expresar proteinas de alto valor de origen bacteriano, viral, humanos o animal,
como encefalinas®, anticuerpos®®, seroalbtimina humana® o interferén humano®'.
También se ha reportado que las plantas pueden ser empleadas para la
produccion y aplicacion de vacunas orales debido a que las proteinas
recombinantes conservan sus propiedades nativas (peso molecular vy

antigenicidad) %% %9,
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Las ventajas que pueden ofrecer la inmunizacion oral empleando plantas que
expresen el gen de interés son entre otras *:

1. Menores costos de produccion.

2. Facilidad de aplicacion de la vacunas.

3. Mayor estabilidad de los biologicos.

4. Facilidad de distribucion sin requerir refrigeracion.

5. La relativa facil manipulacion genética, y

6. La modificacion post-traduccional de proteinas eucariontes.

Estas caracteristicas son requeridas en la busqueda de nuevos bioldgicos, para
establecer programas de vacunacidén masiva, que tengan un impacto relevante en
la salud publica y veterinaria de nuestro pais, y en otros paises con problemas

similares®.

2.4.2 El Maiz como Sistema de Produccion de Vacunas Comestibles

Los cereales son plantas potenciales para la produccidén de vacunas comestibles.
Las ventajas que proporcionan son: 1) Forman parte de la dieta de animales
domésticos, silvestres e incluso humano; 2) contenido proteico del 8 al 10% de
peso seco, lo que permite mejorar los niveles de expresidon de la proteina
recombinante; 3) almacenamiento de la proteina heterdloga durante largos
periodos de tiempo; 4) procesamiento industrial y tecnologia de produccién
ampliamente establecida. Las desventajas son: 1) El calor o la coccion puede
causar desnaturalizacion y pobre inmunidad (la harina de maiz es la excepcion); 2)

potencial de entrecruzamiento en campo para algunas especies®’.
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La antigledad del maiz data desde hace 7,000 afos. Las culturas
mesoamericanas basaban su economia en el cultivo de este cereal. Su
composicién quimica esta formada por un 8-10% de proteinas (zeina, edestina,
maisina a, By v, etc.); 60 y 70% de almidon y azucares, y del 4 al 8% de materias

grasas, el resto hasta 100 % es agua, celulosa y sustancias minerales®.

2.6 Justificacion

Se considera el maiz como una opcion viable para la produccion de una vacuna
comestible contra el virus de la rabia, debido a que este cereal proporciona
diversas ventajas en cuanto a contenido proteinico, asi como se caracteriza por
ser un excelente sistema portador de antigeno. El contar con una vacuna
transgénica de maiz contra el virus de la rabia proporcionaria una alternativa de
inmunizacion, para reducir los costos de produccion de bioldgicos, y permitir a las
personas de bajos recursos el vacunar a sus animales y con ello disminuir las
pérdidas econdmicas que cada afio son mayores por esta enfermedad, ya que no
requiere de complejos sistemas de refrigeracion para la conservacion de la
proteina recombinante, facilitando campafas masivas de inmunizacién en
cualquier territorio del pais, sin la preocupacion de que el inmundgeno pueda
inactivarse o no contar con los titulos necesarios para proteger a los animales ante

un desafié contra un virus de vampiro, principal transmisor de la rabia en México.
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IIl. HIPOTESIS Y

OBJETIVOS
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3.1 HIPOTESIS
» La proteina G del virus de la rabia expresada en semillas de maiz
transgénico, funcionard como inmundégeno oral en ratones, confiriendo
proteccion ante el desafio con un virus de origen vampiro; principal

transmisor de la rabia en México.

3.2 OBJETIVO GENERAL
» Evaluar la respuesta inmune humoral y protectora de la proteina G del virus
de la rabia en semillas transgénicas de maiz, mediante su administracion

oral en ratones.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar un Western blot, para identificar la presencia de la proteina G del
virus de la rabia en semillas transgénicas de maiz.

» Realizar una densitometria para cuantificar la proteina G recombinante y
determinar el porcentaje de expresion en semillas de maiz transgénico, por
gramo de peso seco.

» Realizar la prueba de inhibicion de focos fluorescentes (RIFFT) para
evaluar la inmunidad humoral mediante la deteccibn de anticuerpos
neutralizantes contra el virus de la rabia en sueros.

» Desafio con un virus proveniente de vampiro al dia 90 post- inmunizacion,
para evaluar el indice de proteccion que confiere la proteina G

recombinante cuando es administrada por via oral en ratones.<
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4 Materiales y Métodos
La fase experimental de esta tesis, se llevo a cabo en el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP-CENID Microbiologia

Animal), con financiamiento del proyecto CONACYT N°G34635B.

4.1 Material Bioldgico

Semillas de maiz transformadas por biobalistica con los pldsmidos: PWR-21/pUBI
gue contiene al gen que codifica para la proteina G del virus de la rabia bajo el
promotor de ubiquitina y el terminador 35S del virus del mosaico de la coliflor y
PGHCNS-MARS con el mismo promotor, gen y terminador pero ademas una
secuencia que codificaba para una region de adherencia a la membrana (MARS).
Otorgadas por el Laboratorio de Plantas Tropicales y Salud Humana del
Departamento de Ingenieria Genética del Centro de Investigacion y Estudios

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional Unidad Irapuato’?.

4.2 ldentificacion de la Proteina G del Virus de la Rabia en Semillas
Transgénicas de Maiz

La identificacion de la proteina G del virus de la rabia se realiz6 a partir de una
mezcla de los granos de maiz obtenidos de la transformacion con los plasmidos
PWR-21/pUBI y PGHCNS-MARS. Los granos de maiz transgénico (MTG), y no
transformado (MNT) control negativo, fueron molidos en nitrégeno liquido, hasta
obtener una harina fina y homogénea. Se pesaron 200 mg de harina de MTG y
MNT y se colocaron en tubos previamente rotulados, a cada tubo se le afiadié 400

ul de un amortiguador de lisis para proteinas en una proporcién 2:1.
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El tejido vegetal se homogeniz6 perfectamente por medio de agitacion en
mezclador (vortex), y se centrifugo a 100 xg por 15 minutos a 4° C, se recupero el
sobrenadante y se depositaron en tubos nuevos. Nuevamente se centrifugaron
bajo las mismas condiciones descritas anteriormente para obtener la mayor

cantidad de proteinas solubles totales (PST).

Las proteinas solubles totales de las muestras MTG, MNT vy virus de la rabia (VR)
control positivo, se cuantificaron por medio de la técnica de Bradford para
determinar la cantidad de pg/ul de cada uno de los extractos. Como referencia se
utilizé una curva de albumina sérica bovina (ASB), conociendo previamente las
concentraciones contenidas. Las muestras fueron colocadas por triplicado para
disminuir el grado de error en el programa de computo Microplate version 5.0MF

leidas con un filtro de 595 nm.

Las absorbancias de los extractos MTG, MTN y VR; asi como las concentraciones
de referencia de ASB 0, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5 pg se promediaron y por
medio de regresion se calculo la cantidad de proteina soluble total pg/ul, para
cada extracto. Las proteinas solubles totales fueron separadas por técnicas de
electroféresis en un SDS-PAGE, seguido de transferencia tipo Western blot, se
preparé un gel de poliacrilamida al 10% (ver anexol) y se cargaron 40 ug de
proteina soluble total de los extractos de MTG y MTN en diferentes pozos, para el

control positivo (VR), solamente se colocé 1.5 pug de proteinas virales.

Biorad Protein Assay™®
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La razon de solamente colocar 1.5 pg de las proteinas virales se debié a que en la
particula viral se esperaba comparar la proteina G viral, cuya expresién es mayor,
comparada con la proteina recombinante. Los extractos de las proteinas solubles
totales de MTG, MNT y VR; se mezclaron con una solucion reguladora con azul de
bromofenol el cual funciona como un trazador, ya que presenta una movilidad
electroféretica mayor al de algunas proteinas. Una vez que las muestras habian
penetrado en el pozo correspondiente, el gel se corrié a 100 volts manteniendo el
voltaje constante, hasta que el colorante alcanzd una distancia de 0.5 cm del
borde del gel. La tincién del gel se realiz6 con azul de Coomasie durante 8 horas.
Terminada la fijacion y tincién el gel se coloco en un recipiente limpio y se
procedié a destefirlo con una solucién decolorante compuesta de metanol, agua
bidestilada y acido acético glacial. Eliminado el exceso del colorante, el gel se

enjuago con agua y se seco para su fotodocumentacion.

Ademas se realiz6 un gel de poliacrilamida al 10%, en el cual se encontraban
concentraciones determinadas de albumina sérica bovina (ASB), para cuantificar
la proteina recombinante mediante densitometria y el analisis del programa Kodak
1D MR El gel de ASB contenia concentraciones descendentes colocadas en los
pozos en el siguiente orden: 1) 2.25; 2) 2.0; 3) 1.75; 4) 1.5; 5) 1.25; 6) 1.0; 7) 0.75;
8) 0.50, y 9) 0.25 ug, estas concentraciones se utilizaron como referencia para
establecer la relacion directa entre la cantidad en pg de proteina y el area de la
banda. Al momento que se determino dicha relacién se procedié a cuantificar la
proteina G recombinante, determinando que en las semillas de maiz transgénico

la concentracion era de 50 pg de proteina recombinante por gramo de peso seco.
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4.3 Transferencia de las Proteinas Separadas en el Gel de Poliacrilamida a la
Membrana de Nitrocelulosa (Western blot)

Para la transferencia tipo Western blot, se corrié un gel de poliacrilamida al 10%,
bajo las mismas condiciones de corrimiento (100 volts) descritas anteriormente
para la realizacion del SDS-PAGE. Al término de la electroforesis se equilibraron
con una solucion de corrimiento al 20% de metanol durante 10 minutos los
siguientes componentes: gel de poliacrilamida, membrana de nitrocelulosa y dos
cojinetes de papel filtro. En el aparato de transferencia, primeramente fue
colocado uno de los dos cojinetes de papel filtro, encima coloc6 la membrana de
nitrocelulosa, seguido del gel de poliacrilamida, y por ultimo en la parte superior se
instal6 el cojinete sobrante. Durante la formacion del sdndwich se evitdé que entre
los componentes (cojinete-membrana; membrana-gel; gel, cojinete), existiera la
presencia de burbujas de aire con la intencién de que el material proteico del gel
se transfiriera adecuadamente a la membrana de nitrocelulosa. La transferencia se

llevé a cabo a 20 volts durante 45 minutos.

Posteriormente se retird el cojinete superior, se tomo el gel y se colocé en un
recipiente con colorante azul de coomasie para tefirlo con el objetivo de verificar
la transferencia de material proteico del gel a la membrana de nitrocelulosa. Por
otra parte la membrana de nitrocelulosa se coloc6 en un recipiente limpio y se
agrego 40 ml de buffer de blogueo al 3% de leche descremada en PBS, dejandolo
en agitacion toda la noche a 4°C con la intencion de bloquear los sitios donde no
se transfirid material proteico y para evitar la unién inespecifica de anticuerpos

anti-proteina G.
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Al siguiente dia la membrana se lavd en tres ocasiones, con solucion de lavado
PBS Tween 0.2 % 10 minutos c/u en agitacién constante. Al término se preparo el
primer anticuerpo (suero hiperinmune de humano) en una concentracion 1:250,
diluido en PBS al 1% de leche descremada en 40 ml, se incubo la membrana en

una camara huimeda a 37°C durante 90 minutos.

A continuacién se enjuag6 nuevamente la membrana en tres ocasiones durante 10
minutos con la solucién de lavado y se prepar6 el segundo anticuerpo anti-lgG de
humano conjugado a peroxidasa, concentracion 1: 6,000 diluido en PBS al 1% de
leche descremada en 40 ml, el periodo de incubacion fue de 1 hora a 37°C. La
membrana se lavdé nuevamente en tres ocasiones durante 10 minutos c/u con
solucion de lavado y un ultimo lavado con PBS 1X, durante este lavado se preparé
la solucién de revelado (Apéndice 1), la cual se verti6 sobre la membrana en
agitacion. Hasta que se observo la reaccion cromogénica en la membrana, fue
retirada de la solucién de revelado y enjuagada con agua corriente, posteriormente

se coloco en un trozo de papel absorbente para su posterior fotodocumentacion.

4.4 Preparacion de la Pastilla de Inmunizacion

Se busco el método apropiado para la administracion de la harina de maiz
transgénica y no transformada para inmunizar oralmente a los ratones,
determinando 50 pg de proteina G recombinante como dosis de inmunizacion. Las
muestras se pesaron para cada uno de los grupos e individuos y se procedi6 a
preparar las pastillas con la harina de maiz, la cual fue introducida en una jeringa

de 5 ml y posteriormente se le agrego 1 ml. agua estéril, por medio de presién con

37



el embolo se elimino el excedente de agua quedando formada la pastilla. La

inmunizacion oral se realiz6 al siguiente dia, almacenando las pastillas a 4°C.

4.5 Inmunizacion de los Animales por Via Oral con la Proteina G
Recombinante del Virus de la Rabia Expresada en Maiz Transgénico

Previo a la inmunizacion se restringiéo el alimento, agua y los animales fueron
separados en jaulas de manera individual para tener la certeza de que cada
animal consumiera completamente la pastilla de maiz que contenia los 50 ug de la
proteina G recombinante utilizada como dosis de inmunizacién. Ademas se
administré una solucién de bicarbonato de sodio al 4% en agua destilada estéril 60
ul/animal, con la finalidad de disminuir la accion de las enzimas digestivas, y
permitir la llegada integra de la proteina G recombinante, al intestino delgado,
mejorando su absorcidon y reconocimiento como antigeno. Los cuatro grupos
estaban conformados por 10 ratones CD-1, hembras, de 11 semanas de edad,
proporcionados por el Bioterio México para la evaluacion de la inmunidad humoral
mediante la deteccidn de anticuerpos neutralizantes y determinando la inmunidad
protectora reflejado en el indice de sobrevivencia conferida por la vacuna

comestible.

SIGMAR
AMRESCOR
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4.6 Analisis Estadistico

El disefio experimental que se utilizo en este estudié fue completamente al azar.
Para evaluar la respuesta humoral mediante la induccion de anticuerpos
neutralizantes, los datos fueron analizados mediante ANOVA (p>0.5)
implementado en el programa de computo Stadistic GTM. Para la inmunidad
protectora se realizdé una gréfica de sobrevivencia con el mismo programa, para
evaluar el indice de proteccion que conferia la vacuna comestible. Asi mismo se
corroboro los resultados mediante la prueba de Kruskall Wallis y Mann Whitney
entre los tratamientos, para comprobar que las variables son significativamente

diferentes entre ellas.

TRATAMIENTO:
1. Una pastilla de harina de maiz transgénico por via oral con 50 ug de

proteina G recombinante en una sola dosis, al inicio del experimento.

2. Una pastilla de harina de maiz transgénico via oral con 50 pg de proteina G

recombinante + 5 pg de toxina de colera (SIGMA C-8052) como adyuvante

oral en una sola dosis, al inicio del experimento.

3. Vacuna de virus activo modificado cepa ERA; una sola dosis (300 pl) por

via intramuscular, al inicio del experimento (control positivo).

4. Una pastilla de harina de maiz no transformada en una sola dosis al inicio

del experimento (control negativo).
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La toma de muestras para la parte seroldgica, se realizé a los dias 15, 30, 45, 60,
75 y 90 post-inmunizacién, para medir los titulos de anticuerpos neutralizantes en
unidades internacionales (Ul) para cada tratamiento. Las muestras serolégicas se
obtuvieron a partir de 0.5 ml de sangre, la cual se centrifugd a 100 xg por 15
minutos, identificadas con el niamero de animal y el dia del muestreo. A
continuacion el suero recolectado se trasfirid a un tubo nuevo con los datos del
animal y el grupo al que pertenecia. Los sueros se almacenaron a -20 °C, para
realizarles la prueba rapida de inhibicion de anticuerpos neutralizantes (RIFFT), y

determinar el titulo de anticuerpos Ul inducidos por la vacuna oral.

4.7 Anestesia de los Animales para la Toma de Muestras Sanguineas

El anestésico utilizado para la toma de las muestras sanguineas fue el éter
dietilico, por lo tanto se seleccion6 un area ventilada y en ausencias de flamas u
otras fuentes de ignicion, como medida de seguridad para el operador. El animal
fue colocado en un receptaculo cerrado, que contenia un algodén empapado con
anestésico, vigilando el estado fisico del animal durante la anestesia. Con el
animal anestesiado se tomo la muestra con un tubo capilar el cual se introdujo en
la comisura del ojo realizando movimientos circulares para facilitar la salida de la
muestra a través del tubo capilar, del otro extremo del tubo capilar se encontraba
un tubo ependorff previamente identificado con los datos de la muestra. Al término
de la toma de la muestra el animal fue regresado a su jaula y se confirmé que se

encontrara en perfecto estado de salud posterior a la anestesia®.
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4.8 Condiciones de Alojamiento para los Grupos Experimentales

El espacio vital por animal proporcionado fue de 97 cm?, satisfaciendo las
necesidades fisiologicas (alimentacién, defecacion, miccibn u otros), vy
conductuales, permitiendo movimientos normales y ajustes posturales
caracteristicos de la especie. La temperatura del encierro primario oscilo entre 20
a 24°C, con una humedad relativa aproximada de 50 a 70%. Diariamente se
proporciond agua limpia y fresca; y alimento comercial ad libitum, el cual satisfacia

las necesidades nutricionales de los animales empleados en este estudio %% 1%

102,103

4.9 Prueba Rapida de Inhibicibn de Focos Fluorescentes para la
Determinacion de Anticuerpos Neutralizantes del Virus de la Rabia (RIFFT)

Los sueros almacenados a -20° C (150 ul), fueron descongelados e inactivados a
56°C durante 30 minutos. Para determinar el titulo de anticuerpos neutralizantes
presentes en suero, se realizé la prueba rapida de inhibicion de focos
fluorescentes (RIFFT), para cada una de las muestras, tal como lo describe Smith
et al, 1996; Murrieta GF, 2004*°* 1% 3 |as 24 horas después se realizé la lectura
de las placas y se determind el titulo de anticuerpos en Ul presentes en suero para

cada tratamiento.
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V. RESULTADOS
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5.1 Identificacion de la Proteina G del Virus de la Rabia en Semillas
Transgénicas de Maiz

Resultado de la separacion de las proteinas solubles totales mediante SDS-PAGE
se identifico una banda correspondiente a la proteina G recombinante (carril 3), de
similar peso molecular al de la proteina viral (carril 4), la cual no se encuentra
presente en el control negativo MNT (carril 2). EI peso molecular de la proteina G
recombinante presento una ligera migracién incrementando su peso molecular en
comparaciéon con la proteina viral. El anadlisis de estas bandas mediante el

programa de computo Kodak 1DV

, mostré que la proteina G recombinante tenia
un peso molecular de 75 kDa, mientras que el de la proteina viral fue de 74 kDa.
Con estos datos podemos deducir que la proteina G expresada en semillas
transgénicas de maiz, no se observa altamente modificada por los procesos de

transcripcion en el tejido vegetal, lo que pudiera afectar sus propiedades

bioldgicas.

5.2 Cuantificacién de la Proteina G Recombinante Expresada en Semillas
Transgénicas de Maiz

La cuantificacion de la proteina G recombinante se realizd6 mediante una
densitometria, para determinar la cantidad de la proteina G recombinante y el
porcentaje de expresion en el sistema vegetal. Los resultados indicaron que un
gramo de peso seco, contenia 50 ug de proteina G recombinante. Por lo tanto el
porcentaje de expresion fue del 0.5% de la proteina soluble total del maiz. Estos

datos fueron corroborados mediante el programa de cémputo Kodak 1D MR.
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La diferencia entre ambos analisis fue que la densitometria determiné el tamafio
del area de la banda, mientras que el programa de computo proporcion¢ los datos
en pixeles de acuerdo a la luminiscencia que transmite. Lo relevante del segundo
analisis es la estimacién de los pesos moleculares de la proteina G recombinante
(MTG), asi como la proteina viral (VR). Cabe resaltar; que se analizé solamente la
region del gel en donde se identifico la presencia de la proteina G recombinante,
en esta region se observaron cuatro bandas en el carril 3, donde la segunda
banda marcada de rojo presento un peso similar al de la proteina G viral. En el
carril 2 control negativo solamente se observé la presencia de tres bandas, las

cuales tenian pesos similares con las tres proteinas restantes del tercer carril

(Figura2).
Carril 1 2 3 4
Pesos
Moleculares
82.2 kDa —e
64.2 kDa o—eo .'_.

Figura 2. En el gel se observa la separacion de las proteinas de acuerdo a su peso molecular.
Carril 1.- Marcador Benchmark Protein Ladder; 2- Proteinas de maiz no transformado; 3.- Proteinas
de maiz transgénico; 4.- Proteina G viral. En el segundo y tercer carril se marcan el area donde se
encuentra la proteina G recombinante (rojo), ausente en el carril 2 (MNT), y de peso similar a la
proteina presente en el carril 4 (VR).
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La cuantificacion se llevo a cabo mediante una densitometria utilizando como
referencia un gel de poliacrilamida con cantidades decrecientes de albumina

sérica bovina, la cual fungié como proteina control (Figura 3).

Carril 1 2 3 4 5 o6 7 8 9

Figura 3.- Gel de poliacrilamida con concentraciones descendentes de albumina sérica
bovina (ASB). Carril 1.- 2.25 ug, 2.- 2.0 ug, 3.- 1.75 ug, 4.- 1.5 ug, 5.- 1.25 ug, 6.- 1.0 ug, 7.- 0.75
Mg, 8.- 0.50 pg, 9.- 0.25 ug.

5.3 Transferencia de las Proteinas Separadas en el Gel de Poliacrilamida a la
Membrana de Nitrocelulosa (Western blot)

Como resultado del Western blot realizado para la identificacion de la proteina G
del virus de la rabia en semillas de maiz transgénico, se corroboro la presencia de
la banda identificada anteriormente mediante el SDS-PAGE. Confirmando la
expresion de la proteina G del virus de la rabia en semillas de maiz transgénico,
siendo reconocida por los anticuerpos especificos para dicha proteina y

conservando el peso molecular y sus propiedades biologicas (Figura 4).
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En la membrana se identificaron dos proteinas, una de ellas corresponde al peso
molecular de 75 kDa (color rojo), reconocida por anticuerpos especificos para la
proteina G del virus de la rabia (carril 4). Mientras que en el control negativo (carril
3), podemos ver la presencia de una sola banda de similar peso molecular a la
restante del carril. En la transferencia se observa la misma relacion entre los
pesos moleculares de la proteina viral y recombinante, se reconocido que la
proteina recombinante presentaba una ligera migracion, por lo cual incrementaba
su peso molecular, este incremento comparado con la proteina viral no fue

significativo (Figura 4).

WESTERN BLOT DE MAIZ TRANSGENICO

Carril 1 2 3 4

Peso Molecular

82.2 kDa

64.2 kDa

Figura 4.- Western blot Carril 1.- Marcador peso molecular, 2.- Proteina G viral (control
positivo), 3.- Proteinas de maiz no transformado (control negativo), 4.- Proteina G
recombinante de semillas de maiz transgénico. Se observa la presencia de una banda cuyo
peso aproximado de 75 kDa solamente se encuentra en el MTG (color rojo), y de peso similar

al de la proteina G viral.
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A continuacion se presentan los datos recopilados en el programa Kodak 1DMR,

Los recuadros proporcionan los pesos moleculares de las proteinas del gel

(PAGE-SDS), asi como el area en pixeles de cada una de ellas. Los datos mas

relevantes es la ausencia de la proteina G recombinante del virus de la rabia en el

maiz no transformado (MNT), cabe sefalar que las demas proteinas presentan

pesos moleculares similares para el maiz transgénico (MTG) como, para el no

transformado (Tabla 1).

ANALISIS DE LOS PESOS MOLECULARES DE LAS PROTEINAS EN EL

PROGRAMA KODAK 1DMR

Marcador de Peso Maiz no Maiz Transformado | Proteina G del Virus
Molecular Transformado Proteina G de la Rabia Cepa Era
(MNT) (MTG)
Banda kDa Area kDa Area KDa Area kDa Area
(pix) (pix) (pix) (pix)
1 181.1 882 79.89 686 80.55 784 74.26 1127
2 115.5 1127 | ausente | ausente | 75.59 539
3 82.2 1127 72.28 784 73.27 441
4 48.8 1176 65.67 1372 65.33 1078

Tabla 1.- Pesos moleculares aproximados de las proteinas analizadas por medio del programa

Kodak 1DMR. En la sexta columna se observa el peso aproximado de la proteina G recombinante

del virus de la rabia expresada en el maiz transgénico (MTG). Las proteinas no subrayadas, se

identificaron como proteinas en comun para el maiz transgénico como para el no transformado

(MNT). En la octava columna se determiné el peso molecular de la proteina G viral (VR).
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5.4 Prueba Rapida de Inhibicibn de Focos Fluorescentes para la
Determinacion de Anticuerpos Neutralizantes del Virus de la Rabia (RIFFT)

La deteccidn de los niveles de anticuerpos neutralizantes contra el virus de la rabia
se realizd mediante la prueba de inhibicion de focos fluorescentes con los sueros
recolectados de los diferentes tratamientos a los 15, 30, 45, 60, 75, y 90 dias post-
inmunizacion. Los resultados obtenidos fueron comparados mediante el analisis
estadistico ANOVA (p<0.05) implementado en el programa de computo Stadistic
GTM, para determinar las diferencias estadisticas entre la induccion de
anticuerpos neutralizantes para cada tratamiento y los dias post-vacunacion en los
que se llevo a cabo la deteccion serologica. En los grupos inmunizados con
MTG+TC y VR-G se detectaron los niveles de anticuerpos con titulos mayores a
0.5 Ul (minimo recomendado por la OMS), a partir del dia 15 post-inmunizacién.
Mientras que para el grupo inmunizado con MTG se detectaron los mismos niveles
en los sueros del dia 30. El grupo inmunizado con MTG+TC alcanzé el pico de
anticuerpos al dia 60 post-inmunizacion con una media de 0.8 Ul, pero en dos
ultimos muestreos del dia 75 y 90 se noté una disminucion en los niveles de
anticuerpos neutralizantes hasta alcanzar las 0.5 Ul. Los animales inmunizados
con la vacuna tradicional VR-G a comparacion de los demas grupos siempre
presentaron altos niveles de anticuerpos, por encima de las 0.5 Ul. ElI grupo
inmunizado con MTG presento al dia 30 post-inmunizacién las 0.5 Ul manteniendo
estos niveles hasta el dia 45; posteriormente en los sueros de los dias 60, 75, 90
se identifica un incremento en los niveles de anticuerpos neutralizantes

alcanzando 1.0 Ul.
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El grupo control negativo (MNT); como se esperaba no se observo la presencia de
anticuerpos neutralizantes, a causa de que los animales no estuvieron en contacto

con el antigeno (Figura 5).

PRODUCCION DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES
POR UNA VACUNA ORAL (MAiZ TRANSGENICO)
EN RATONES

25

Maiz transgénico

4 Maiz transgénico
+ Adyuvante

®  Vacuna tradicional

Maiz sin transformar
(control -)

UNIDADES INTERNACIONALES

DIAS

Figura 5.- Determinacion de anticuerpos neutralizantes producidos por una vacuna comestible. 1)
Maiz transformado con la proteina G del virus de la rabia (color rojo); 2) Maiz transformado con la
proteina G del virus de la rabia + Adyuvante (color café); 3) Vacuna tradicional de virus vivo
modificado; y 4) Control negativo (MNT).

Ademas en el mismo programa se realizO un analisis para observar las
interacciones entre medias interpretando el comportamiento de cada tratamiento
en relacion con la induccién de anticuerpos neutralizantes para el virus de la rabia
en Ul. Al observar la grafica el grupo inmunizado con MTG (color azul) presenta la
misma induccion de anticuerpos neutralizantes al dia 60 comparado con el grupo

con adyuvante MTG+TC (color rojo).
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En los muestreos consecutivos para el tratamiento MTG se incrementa los niveles
de anticuerpos hasta alcanzar 1.0 Ul, mientras que en el segundo caso los niveles
de anticuerpos disminuyen hasta alcanzar los valores minimos recomendados por
la OMS. Otro dato importante es que el nivel de anticuerpos para el tratamiento
con MTG es menor a los obtenidos en una inmunizacibn con una vacuna
tradicional VR-G durante toda la fase experimental (color verde), este resultado
puede deberse a que en la dosis administrada con la vacuna tradicional 300
pl/animal, contenian mas de 50 ug de proteina G pura. Por ultimo el grupo control
negativo no presento respuesta inmunoldgica, como se muestra en la grafica

(color rosa) (Figura 6).

INTERACCIONES ENTRE MEDIAS
1.8

1.6

1.4

1.2

1.0

0.8

MEDIAS

0.6

0.4

MT
MT_TC
VT
MNT

0.2

éoﬂ#

0.0

DIAS

Figura 6. En la gréfica se puede observar las interacciones entre medias para cada tratamiento en
relacion con la induccidon de anticuerpos neutralizantes para el virus de la rabia. Se determiné que
los tratamientos eran independientes. Maiz transgénico con la proteina G del virus de la rabia (MT
azul); Maiz transgénico con la proteina G del virus de la rabia +adyuvante MT+TC (rojo); Vacuna
tradicional antirrabica VT (verde); Maiz sin transformar MNT (rosa).
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Se determind por medio del analisis estadistico ANOVA que todos los tratamientos
se comportaron de manera independiente, sin embargo se realizaron pruebas
complementarias que pudieran cumplir la premisa de homogeneidad de varianzas
sobre la cual descansa el ANOVA. Por tal motivo los datos fueron sometidos a la
prueba de Kruskall Wallis complementada con Mann-Whitney, si se tenian razones
para dudar de la igualdad de varianzas. Para la prueba se planteo la Ho: Donde no
existia ninguna asociacion entre el tipo de tratamiento con la induccion de
anticuerpos neutralizantes contra el virus de la rabia; y la Ha: Donde si existia
asociacion entre el tipo de tratamiento con la induccion de anticuerpos
neutralizantes contra el virus de la rabia. Por lo tanto Si X?c> X? tablas — se

rechazaba la Ho. Significa que: “Si existe asociacion entre el tipo de tratamiento

con la induccion de anticuerpos neutralizantes contra el virus de la rabia (Tabla 2).

Grupo Control-& Grupo o Tipo de Tratamiento KrusKall-Wallis
2. Vacuna 3 Maiz 4 Maiz con
Dia de Medicia tradicional Transgénico adyuvante 1 cola %colas
'a de Medicion (VT) (MTG) (MTG+TC) Xaq) P Xag) P
*Z P>IZI *Z P>1ZI *Z P>1ZI
15 -3.403 0.0007 Sin Dato -3.435 0.0006 | 20.361 | 0.0001 | 24.243 | 0.0001
30 -3.403 0.0007 | -3.606 0.0003 | -3.403 0.0007 | 17.960 | 0.0004 | 20.419 | 0.0001
45 -3.435 0.0006 | -3.606 0.0003 | -3.435 0.0006 | 24.103 | 0.0001 | 25.625 | 0.0001
60 -3.606 0.0003 | -3.606 0.0003 | -3.368 0.0008 | 22.862 | 0.0001 | 24.448 | 0.0001
75 -3.500 0.0005 | -3.606 0.0003 | -3.321 0.0009 | 23.667 | 0.0001 | 25.091 | 0.0001
90 -3.430 0.0006 | -3.606 0.0003 | -3.606 0.0003 | 24.103 | 0.0001 | 25.411 | 0.0001

Tabla 2 Resultados de la Prueba de Kruskall Wallis complementada con Mann Whitney (*Z).
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En la tabla anterior se compar6 al grupo control con los demas grupos

experimentales, teniendo X* %%

agh= 7.81 por lo tanto, permite rechazar la Ho en
todos los casos X? encontrada > X? tablas. Asi mismo se puede concluir que los
tratamientos son independientes y sus variables son estadisticamente
significativas mediante la prueba de Kruskall Wallis complementada con Mann-

Whitney.

5.5 Eficacia de la Vacuna Comestible Administrada por Via Oral en Ratones

Para la inmunidad protectora de la vacuna comestible mediante el porcentaje de
sobrevivencia, los grupos fueron desafiados al dia 90 post-inmunizacién con un
virus de la rabia proveniente de vampiro dosis letal 50% (DLsgs), por via
intracerebral. A partir del octavo dia post-desafié los animales del grupo con
adyuvante (MTG+TC), asi como el grupo control negativo (MST) comenzaron a
presentar signologia de la enfermedad de la rabia seguida de muerte, los animales
fueron recolectados para confirmar el diagndstico mediante la prueba de

inmunofluorescencia directa (IFD).

Los animales que no murieron se consideraron protegidos, interesantemente el
100% de los animales alimentados con semillas transgénicas que contenian la
proteina G del virus de la rabia (MTG), y que indujeron niveles mayores a los
recomendados como minimos por la OMS (0.5 Ul), quedaron protegidos, al igual
que el inmunizado con la vacuna tradicional del virus de la rabia (V-RG). Aunque
los titulos de los anticuerpos inducidos por la proteina G recombinante no tuvo un
comportamiento similar al de los inducidos por la vacuna tradicional, el porcentaje

de proteccién, para ambos grupos fue el mismo.
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Por tal motivo, podemos deducir que 50 ug de tejido transgénico es suficiente para

inmunizar a un animal y protegerlo contra el desafié con un virus de la rabia letal

proveniente de vampiro (Figura 7).

100%
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OMT+TC
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O MNT

Il I]}
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S‘E‘M S‘E‘M S‘E‘M S‘E‘M S‘E‘M S‘E‘M S‘E‘M S‘E‘M S‘E‘M
7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Figura 7. Se muestra la presencia de signologia contra el virus de la rabia, conforme pasan los dias
post-desafié. En la grafica se observan a los animales sanos (S), enfermos (E) y muertos (M) por
grupo. Maiz transgénico con la proteina G del virus de la rabia (MT color azul); Maiz transgénico
con la proteina G del virus de la rabia + adyuvante (MT+TC color azul cielo); Vacuna tradicional
(VT color naranja); Maiz no transformado (MNT color amarillo).
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VI. DISCUSION
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6. Discusion

Los datos revelados en nuestro estudio determinaron que una dosis de 50 pg de
proteina G recombinante, es suficiente para proporcionar una proteccion al 100%
en ratones ante el desafié con un virus de origen vampiro, principal transmisor de
la rabia en México. La proteina G del virus de la rabia expresada en plantas
transgénicas de maiz fue capaz de inducir la respuesta inmune humoral a través
de la induccion de anticuerpos neutralizantes en concentraciones mayores de 0.5
Ul recomendadas por la OMS. Entre las vacunas comestibles para uso humano se
encuentran: La enterotoxina E. coli, expresada en plantas de tabaco, papa y maiz
106.107. o] virus de hepatitis B expresada en tabaco, papa y lechuga % '%; el virus
de Norwalk expresada en tabaco y papa’’’. En el campo veterinario también se
han desarrollado la expresion de antigenos derivados en plantas, y evaluados
como inmundgenos orales para las siguientes enfermedades: La enfermedad
hemorragica del conejo expresada en papa, el coronavirus que produce la
Gastroenteritis transmisible del cerdo en tabaco, maiz y papa **°, etc. La proteina
G del virus de la rabia también ha sido expresada en otros vegetales como
jitomate °°, zanahoria ", y maiz > ”. El porcentaje de expresion de la proteina G,
reportado en plantas de zanahoria fue del 1%; mientras que en el maiz solo se
expresoé el 0.5%. De tal manera que la zanahoria presenta el doble de expresion
que el maiz. Sin embargo; los datos recolectados en la inmunidad humoral y
protectora, que confiri6 su consumo oral en ambos casos, determind que el maiz
sirve como un excelente vehiculo para la presentacion del antigeno proteico,

mejorando su absorcion en el intestino delgado, lo que se reflejo en el 100% de
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proteccion de animales inmunizados, mientras que para la zanahoria solamente
confiridé una proteccion del 66% de los animales inmunizados, ante un desafié
contra un virus de origen vampiro’. Otro estudio revel6 que la inmunizacién de
ratones por via intraperitoneal, asi como oral con tejido de espinaca que contenia
un péptido quimérico del virus de la rabia, indujo la produccion de
inmunoglobulinas (Ig) G y A, pero al momento del desafié con una dosis letal, la
sobrevivencia de los animales solamente fue del 40%'%. El maiz como sistema de
expresion de antigenos, ha tomado relevancia en la produccién de vacunas
comestibles, debido al aceptable porcentaje de expresion de la proteina
recombinante, asi como su eficiencia al liberar el antigeno en el tracto digestivo
comparado con otros vegetales. Se expresaron las glicoproteinas antigénicas de
la Hemaglutinina-Neuraminidasa y de la proteina de fusién del virus de la
enfermedad aviar de Newcastle patotipo La Sota en maiz bajo el mismo promotor
CaMV 35S empleando co-bombardeo de particulas ***. Se inmunizaron pollos con
el maiz transformado que expresaban las dos proteinas (hemaglutinina-
neuraminidasa y la proteina de fusion). En los sueros de los animales vacunados
se realizaron pruebas seroldgicas de ELISA y se detectd una respuesta a partir del
dia 30 post- inmunizacion (produccién de anticuerpos neutralizantes). Resultados
similares fueron recolectados en nuestro estudio donde la deteccion de
anticuerpos neutralizantes para el grupo MTG, se observo después del dia 30 con
los valores recomendados por la OMS (0.5 Ul). Demostrando que el maiz al
interior del organismo funciona como un excelente sistema portador de antigeno,
siendo reconocido por los mecanismos de defensa del tracto digestivo, y

manteniendo a la proteina recombinante sin alterar su capacidad inmundgenica.
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El empleo de la toxina de célera como adyuvante mucosal, en algunos reportes ha
otorgado buenos resultados en la potencializacién de la respuesta inmune ante el
agente patégeno. Un ejemplo es el caso de la F4 (rFaeG) que fue administrada de
manera oral, con un adyuvante mucosal (TC), en cerdos, los cuales aumentaron
de manera significativa la induccién de la respuesta humoral y celular para F4 2,
En contraste ratones inmunizados por via intraperitoneal como oral, con 0 a 100
ug de VLP2/6 utilizando 5 pg de toxina de célera como adyuvante, observaron que
la respuesta inmune mucosal para VLP2/6 era potencializada al ser administrado
el tratamiento por via intraperitoneal, pero no para la administracion oral donde no
se observé diferencia alguna con 6 sin el uso del adyuvante **3. En nuestro estudio
los niveles de anticuerpos detectados en cada tratamiento, mostraron que el grupo
MTG+TC indujo la presencia de anticuerpos neutralizantes mas rapidamente que
en el grupo con la proteina recombinante sola por la co-administracion del
adyuvante, sin embargo; la inducciébn de anticuerpos para los dos ultimos
muestreos se observa un incremento en el titulo de anticuerpos para la proteina
sola mientras que el grupo con adyuvante disminuye a los valores minimos
recomendados. Al desafi6 con una dosis letalsps, l0S animales presentaron
signologia de rabia y murieron. Otra publicacion indica que ratones inmunizados
con altas dosis de toxina de codlera, inducian bajos niveles de anticuerpos
especificos'*®. Esto concuerda en nuestro estudio debido a que la respuesta
inmune no pudo conservarse a lo largo de los diferentes tiempos de medicion.
Otros reportes indican que la alta concentracion de toxina de colera purificada
administrada en humanos por via oral (5 ug), fue suficiente para inducir diarrea al

poco rato de la ingestion.
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Por tal motivo, la induccién de la respuesta inmune, con la co-administracion de adyuva

Invitrogen M7

ntes mucosales (TC y enterotoxina de E. coli), depende de determinar la dosis
apropiada de administracién, para obtener los efectos esperados'™® °. El
establecimiento de plantas comestibles para una inmunizaciéon basada en la
expresion de antigenos microbianos representa una alternativa econémica para la

produccion de nuevas vacunas de facil distribucién y administracion en todo el

territorio de nuestro pais.

En nuestro estudio el porcentaje de expresion de la proteina G en semillas
transgénicas de maiz fue del 0.5%, teniendo presente 50 pg de proteina
recombinante por gramo de peso seco. En comparacion con otros sistemas
vegetales utilizados para la produccién de antigenos, como la subunidad B de la
enterotoxina de E coli (rec LT-B), en tubérculos de papa, notificaron de 10 a 17 ug
por gramo de peso fresco de la proteina recombinante '°; la expresién del gen F
18 derivados de serotipos de E. coli expresada en tabaco tuvieron un porcentaje
de expresion del 0.1% de la proteina soluble total *'’. Existe una publicacién de la
expresion en plantas transgénicas del péptido de 21-mer, él cual proporciona
proteccion contra el parvovirus canino, el estudio revela que obtuvieron el 3% de
expresion en la proteina soluble total de la proteina recombinante, se pensé que
este porcentaje tan alto de expresion se debia a la fusiébn del traductor

aminoterminal con el gen GUS 8,
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Con respecto al peso aproximado de la proteina, se determind que fue de
aproximadamente 75 kDa. En comparacién con el peso molecular de la proteina
viral nativa (74 kDa), la proteina expresada en el sistema vegetal presenta una
migracion que incrementa su peso molecular. Otros estudios realizados coinciden
con nuestros resultados, en la expresion de la (rec LT-B), al ser analizado a través
de Western blot, detectaron, un ligero incremento en el peso molecular de la rec

LT-B recombinante comparada con la LT-B bacteriana.

La diferencia segun la describen los autores, podria ser la consecuencia de la
adiciéon de un enlace flexible y la retencion de la sefal al extremo carboxiterminal
en el reticulo endoplasmico. Esto puede estar asociado a que una vez terminada
la translocacion las proteinas se pliegan, adoptando su conformacién nativa. La
mayoria de las proteinas de secrecién son procesadas mediante otra secuencia
de modificaciones post-traduccionales, las cuales son esenciales para que las
proteinas puedan cumplir su papel en la economia del organismo. Asi durante su
paso a través del sistema endomembranoso, las proteinas se someten a la
formacion de puentes di-sulfuro, glicosilacion, sulfatacion, fosforilacion. En el
aparato de Golgi se llevan actividades biosinteticas, por ejemplo; el grado de
glicosilacion se ve modificado y aumentado por glicosidasas y glicosil transferasas.
Mientras que en las cisternas mediales se eliminan residuos de manosa y se
afade residuos de N-acetilglucosamina, mientras que residuos de galactosa, acido

sidlico y manosa aumentan la glicosilacién en las cisternas terminales trans **°.
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En este estudid se comprobd que aunque existe un incremento en el peso
molecular de la proteina G recombinante, por posibles procesos de glicosilacién
de la glicoproteina en el sistema vegetal, no se observd ninguna modificacion en

su capacidad antigénica.

60



VII. CONCLUSIONES
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VIl Conclusiones

» Se identifico a la proteina G del virus de la rabia en semillas de maiz
transgénico, por medio del método de Western blot, estableciendo el
porcentaje de expresion de la proteina recombinante siendo de 0.5% de

la proteina soluble total cuantificada por SDS-PAGE y densitometria.

» Se confirmé la induccion de anticuerpos neutralizantes para el virus de la
rabia, mediante la prueba de RIFFT, en los animales inmunizados con la
proteina G recombinante por via oral, en titulos mayores a 0.5 Ul,

recomendados por la OMS.

» Se corrobord que con dosis de 50 pg de la proteina G recombinante,
administrada por via oral en ratones, brindo el 100% de proteccién ante
el desafié con un virus de la rabia procedente de vampiro, principal

transmisor de la rabia en México.

» Se comprobd que la proteina G del virus de la rabia expresada en

plantas transgénicas de maiz conservan sus propiedades

inmunogénicas, para ser administrada como vacuna oral en ratones.
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APENDICE 1

MEDIOS YSOLUCIONES
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Solucién Salina Fosfatada (PBS)

Nacl.....cooovi e, 8¢

Kcl.......... ...0.20 ¢
Na;HPO,.. ..1.15¢g
KHoPO e, 0.20 g

Se afora en 1 litro de agua destilada y se ajusta el pH de 7.2 a 7.4, y se almacena
en refrigeraciéon -4°C.

Amortiguador de Bloqueo
3% Leche descremada..................... 30

Amortiguador de Lavado
0.2% Tween 20.........ccovevvevnevennennn 0.2 ml

Amortiguador de Transferencia

25MM THIS. .o 3.02¢g
193mM Gilicina.............ccevvvvvvnen....... 1448 g
20% Metanol...........coooviiiiiii e 20 ml
Agua bidestilada...................coooe i c.b.p. 1Lt

Nota: Antes de aforar los tres reactivos se mezclan y se disuelven en 500 ml, se
ajusta el pH a 8.3 con HCL concentrado, y se afora posteriormente.

Coomasie para PAGE

Agua bidestilada.............c.cooeiiii 227 ml
Metanol absoluto..............c.ooviiinnn 227 ml
Acido acético glacial........................... 45 ml
Coomasie R250................ceeeeeeeennn . 1.25 g

Nota: Disolver con agitacion y almacenar en un frasco ambar. El reactivo es
estable y reciclable en estas condiciones.
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Solucién Decolorante para PAGE

Agua bidestilada................o oo, 227 mi
Metanol absoluto.................... 227 ml
Acido acético glacial................ccocoennns 45 ml

Nota: El reactivo es reciclable filtrandolo en carbon activado, se desecha cuando
presenta una coloracion azul muy fuerte. El gel se sumerge en el reactivo en
agitacion constante, y realizando cambios constantes del mismo. Hasta obtener la

visibilidad de las bandas.

Solucién de Revelado

PBS . 60 ml
Diaminobenzina.....................ceevn.....30 mg
Peroxido (H202)......covvvvvvveieen .30
Buffer de corrimiento
Trisbase..........cceoevivviiiiiiiieennn..3.03 g
Dodecyl sulfato de sodio (SDS).............. 109
Glicina........cco i 144 g
Agua desionizada.................................1,000 ml
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