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 I.-RESUMEN 

   Se determinó el efecto de la proteína N del virus de la rabia, adicionada en diferentes 

dosis a una vacuna experimental de parainfluenza 3 bovina sobre la respuesta inmune 

humoral en hámsters. Para ello se formaron ocho grupos con cinco hámsters cada uno, 

cuya edad promedio fue de 28 días. La vacuna experimental de PI-3 tuvo un título de     

10 5.7 TCID 50%. Se le agregaron diferentes dosis de proteína N. Se tomaron muestras 

sanguíneas a los 0, 7, 30, 45, 60, 90, 120 y 150 días posvacunación (pv). Los sueros se 

titularon mediante la técnica de seroneutralización en placa. La respuesta humoral más 

alta la confirio la vacuna experimental de PI3 adicionada con 20 µg de proteína N 

expresada por un sistema de Baculovirus recombinante, (N-Bac), (grupo 6). De igual 

manera el grupo que contuvo 20 µg de proteína N obtenida de cultivo celular infectado, 

aplicada tres días antes de la vacunación mostró un título de anticuerpos considerable al 

resto de los grupos (p<0.05). El aumentar la cantidad de proteína N no produjo un 

incremento de la respuesta humoral. Los animales se desafiaron con una cepa patógena 

de PI3, vía aérea a los 150 días posvacunación (PV). Al realizar el aislamiento del virus a 

los seis días posdesafio se observo que el virus no pudo reaislarse de los animales del 

grupo 6.  

   Se concluye que el tratamiento que indujo la mayor respuesta humoral, además de 

proteger a los animales por más de 4 meses fue cuando se adicionaron 20 µg de proteína 

N del virus de la rabia, obtenida de un sistema recombinante.  
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II.-INTRODUCCIÓN 

1.- PARAINFLUENZA 3 

   El virus de parainfluenza 3 afecta a los bovinos y ovinos. El virus se ha aislado del 

ganado bovino, búfalo, caballo, mono y hombre. Experimentalmente se ha logrado infectar 

a hámsters y cerdos. A las cepas humanas, bovinas y ovinas se les relaciona muy 

estrechamente (Howard y Francis, 1981). Sin embargo es sabido que las cepas del virus 

PI3 humana y bovina son serológicamente distintas (Mohanty y Dutta, 1981). 

   El virus de PI3 bovina interviene en lo que se conoce como el complejo respiratorio de 

los bovinos; en el cual hay uno o varios virus que llegan y sensibilizan a los epitelios 

respiratorios, esto hace que posteriormente puedan penetrar fácilmente otros 

microorganismos, tales como mycoplasmas y otras bacterias. El virus PI3 interviene en la 

neumonía viral de los terneros y la septicemia hemorrágica o fiebre de embarque, en la 

cual también intervienen bacterias del genero Pasteurella sp. entre otras (Riedemann et 

al, 1996; Larski 1989; Dinter, 1991). 

Si bien la morbilidad producida por la enfermedad respiratoria se considera relativamente 

baja, las  pérdidas económicas se consideran severas, por los costos  de tratamiento y 

reducción de ganancia de peso, tanto en el ganado de leche como en el de carne. 

   Se ha demostrado en investigaciones serológicas que estas infecciones están 

ampliamente diseminadas a nivel mundial (Riedemann et al, 1996; Fenner, 1992). 
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A.- ETIOLOGIA: 

   El virus de PI3 pertenece al orden de los Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, del 

género Paramixovirus. Los paramixovirus y los ortomixovirus fueron clasificados 

conjuntamente con el término mixovirus debido a la similitud morfológica de sus viriones y 

al hecho de que dos prototipos de ambos grupos, el virus de la enfermedad de Newcastle 

y el virus influenza, poseen una hemaglutinina y una neuraminidasa. Sin embargo más 

tarde se comprobó que los virus de cada grupo diferían en propiedades tan básicas como 

su estructura genómica y su  modo de replicación, por lo que fueron separados en dos 

familias, Paramixoviridae y la Ortomyxoviridae (Murphy et al 1999). 

   La familia Paramixoviridae contiene tres géneros, Paramixovirus, Morbilivirus  y  

Pneumovirus, e incluye algunos de los agentes patógenos más importantes del hombre y 

de los animales domésticos (Fenner, 1992 ; Murphy et al. 1999) 

   Los viriones de los virus que pertenecen a la familia Paramyxoviridae son pleomórficos, 

normalmente filamentosos o redondeados. El virus PI3 tiene un diámetro de 100 a 300 nm 

o más. Están formados por una envoltura lipídica doble con peplómeros glucoproteícos 

que rodean una nucleocápside con forma de espina de pescado de 12 ó 18 nm según el 

género (Murphy et al, 1999; Kazataka et al, 1998). 

   La cepa bovina del virus PI3 tiene una densidad de flotación de 1,197 g/cm3 en CsCl. 

Su genoma está formado por una sola molécula lineal de sentido negativo de RNA de 

cadena sencilla, de 15.4 a 20 kb. El virus posee seis polipéptidos estructurales, dos de los 

cuales son glucosilados ( Murphy et al, 1999; Kazataka et al, 1998; Galiski et al, 1991;  

Bradford, 1990; Pinaki, 1989 ). Existen dos tipos de glucoproteínas de la envoltura con 

tres funciones; la primera está representada por una proteína F (fusión), mientras que las 

funciones de hemaglutinina y neuraminidasa están mediadas en los distintos virus por las 

proteínas HN (hemaglutinina, neuraminidasa), H o G (glucoproteina). La proteína HN se 

encarga de la fijación del virus a las células y de la liberación de las mismas, es la que 
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interviene en el  primero y en el último paso de la infección, la hemoaglutinina se une a los 

receptores de superficie celular, los cuales pueden ser glicoproteínas que contienen ácido 

siálico o gangliósidos, mientras que la neuraminidasa, participa en la segmentación 

enzimática de los residuos de ácido siálico, para prevenir la autoagregación de las 

partículas virales durante la liberación de las celulas infectadas.   La proteína F también 

colabora en la fijación del virus pero, además, se encarga de la fusión célula – célula y 

permite que la infección se difunda sin la salida del virus de las células e incluso en 

presencia de anticuerpos (Research S ; Dinter, 1991; Fenner, 1992 ; Murphy et al, 1999). 

   Para adquirir actividad biológica, la proteína F debe ser fraccionada por una proteasa 

celular en dos polipéptidos F1 y F2, unidos por puentes disulfuro, cuando esto no se 

produce, como sucede en algunos cultivos celulares, el virus formado no es infeccioso. 

Dado que la proteína F es esencial para la penetración del virus en la célula hospedadora 

mediante fusión  de la envoltura vìrica con la membrana plasmàtica, así como para la 

difusión intercelular directa mediante fusión celular, su papel es transcendental en la 

patogenia de las infecciones por paramyxovirus, incluyendo las infecciones persistentes 

(Research S.; Dinter, 1991; Fenner, 1992; Murphy et al, 1999). 

   El paramixovirus se fija a los receptores de la superficie de la célula con la 

hemaglutinina y penetra la célula por fusión con la membrana celular. Los Paramixovirus 

se replican en el citoplasma. Los viriones se adhieren a través de la proteína HN a la 

sialoglicoproteína celular o glicolípidos receptores. Posteriormente, la proteína F media la 

fusión de la cubierta viral con la membrana plasmática, dentro de un pH fisiológico. La 

núcleocápside liberada se mantiene intacta con sus tres proteínas asociadas (N, P y L), 

las cuales son requeridas para la transcripción mediante la RNA polimerasa RNA-

dependiente (transcriptasa). El genoma se transcribe progresivamente en 6 a 10 mRNA 

mediante la síntesis secuencial a partir de un promotor. También se sintetiza la copia del 
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genoma completo que sirve como templete para la replicación del RNA genómico de 

sentido negativo (Fenner, 1992; Lamb y Kolakofsky 1996; Murphy et al, 1999).   

   El término Parainfluenza se dio porque algunos signos son similares a los de la 

enfermedad producida por el virus de la influenza, y porque la partícula viral tiene 

actividades de hemoaglutinina y neuraminidasa, similares a las del virus de influenza 

(Collins y Chanok, 1996). Las glicoproteínas de superficie les confieren al virión 

actividades biológicas ; tenemos como ejemplo, que la proteína HN media la adsorción de 

eritrocitos (hemoadsorción), la aglutinación de eritrocitos en suspensión 

(hemoaglutinación ), y la partición del ácido siálico (a través de la neuraminidasa); 

mientras que la proteína  F, media la lisis de los eritrocitos adsorbidos (Choppin y Scheid, 

1980).        

B.- EPIDEMIOLOGIA: 

   El virus PI3 fue aislado por primera vez en EU de la mucosa nasal de vacas mostrando 

signos clínicos de fiebre de embarque. En los siguientes años el virus de PI3 fue aislado 

en animales del continente europeo y subsecuentemente éste se ha distribuido en la 

población bovina a nivel mundial. 

   Las infecciones con el virus PI3 bovino se han observado con mayor frecuencia en los 

meses de otoño e invierno (Dinter, 1991). 

   El ganado es infectado cuando el virus se encuentra en el aire y penetra vía respiratoria, 

esto ocurre principalmente cuando los animales se encuentran estabulados.   

El virus PI3 es muy estable en la secreción nasal, éste al entrar en las vías respiratorias 

ataca a la mucosa nasal. 

   El virus PI3 asociado con los factores de estrés,  las bacterias y los mycoplasmas 

oportunistas hacen que se presenten los signos de la enfermedad. Los virus son 

secretados por la mucosa nasal en forma de aerosol y secreción ocular. 
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   La severidad de los signos clínicos ha sido considerablemente variable. Algunas veces 

la infección es asintomática. En la mayoría de los casos la enfermedad se ha 

caracterizado por tos, fiebre, secreción nasal y en algunos casos ocular, también se 

observa depresión.  (Bradford, 1990; Larski, 1989; Dinter, 1991; Ernst, 1994). 

   La infección respiratoria no complicada producida por el virus PI3 tiene un curso clínico 

de 3 a 4 días, siendo habitual la recuperación completa. Sin embargo, la verdadera 

importancia de esta infección en vacas deriva de su intervención en la neumonía 

enzoótica o fiebre de embarque (Fenner, 1992; Murphy  et al, 1999). 

   Para controlar la fiebre de embarque se utilizan antibióticos que permiten controlar las 

infecciones bacterianas secundarias y vacunas. 

   Existen vacunas atenuadas e inactivadas de virus PI3 de aplicación intranasal  o 

parenteral, que inducen la producción de anticuerpos IgA, éstas generalmente se 

administran junto con otros antígenos, por ejemplo virus de la rinotraqueítis infecciosa 

bovina, adenovirus bovino y virus de la diarrea viral bovina. 

   Las vacunas contra paramyxovirus, deben inducir la síntesis de anticuerpos contra la 

proteína F y HN para lograr una eficacia máxima (Fenner, 1992; Ernst, 1994; Lamb y 

Kolakofsky, 1996). 

   En México, son pocos los ensayos que se han llevado a cabo en vacunas contra PI3. 

 

2.- RABIA   

A.- EPIZOOTIOLOGÍA 

   La rabia es una enfermedad infecciosa aguda y mortal. Afecta principalmente al sistema 

nervioso central, generalmente el virus entra al organismo por la mordedura de un animal 

rabioso.  

   Sinonimia: Hidrofobia, Derriengue, Derrengado, Tronchado, Huila, Encéfalomielitis 

bovina (Flores, 1996). 
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   Esta enfermedad afecta  a todos los animales  de sangre caliente, por lo general, los 

animales se infectan con el virus de la rabia como consecuencia de una mordedura 

profunda por un animal infectado que libera los virus a través de la saliva. Con menor 

frecuencia la  infección es por contaminación de una herida abierta o un rasguño, los 

animales también se infectan por la ingestión de animales muertos que sufrieron la 

enfermedad. La transmisión trasplacentaria o durante la lactancia también ocurre en 

ciertas especies salvajes. La infección iatrogénica ha ocurrido después del tratamiento de 

carnes contaminadas y trabajos en el laboratorio. 

   El período de incubación del virus de la rabia varía desde nueve días hasta más de un 

año, pero como sucede en el hombre y en otros animales susceptibles hay una gran 

variedad. 

   El curso clínico de la enfermedad puede dividirse en tres fases:  prodrómica, furiosa y  

paralítica. 

   A veces sólo se observa la de excitación, convulsiones y muerte; ésta corresponde a 

una presentación sobreaguda de la enfermedad. En otras ocasiones se observan cambios 

prodrómicos que consisten en ligeros cambios en el temperamento. Después habrá 

agresividad, etapa que corresponde al mayor peligro de transmisión de la rabia, ya que al 

morder transmiten la enfermedad. También se puede observar que los animales dan la 

impresión de que están atrapando objetos imaginarios. 

   En la forma furiosa se observa inquietud, nerviosismo y los animales  en esta etapa 

evitan a las personas y se esconden en sitios oscuros. Muestran una respuesta 

exagerada a los estímulos  luminosos o sonoros. Se hacen evidentes la excitabilidad, la 

fotofobia y la hiperestesia. También persigue insectos y objetos imaginarios. En este 

periodo aumenta la inquietud  y el animal comienza a moverse y a vagar sin propósito, 

volviéndose cada vez más irritable y depravado; en este periodo el animal es muy 

peligroso debido a su tendencia a morder todo lo que encuentra, sea hombre, animal u 
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objeto inanimado. En la mayoría de los casos hay un cambio característico en el ladrido 

causado por parálisis de la musculatura laríngea. Hay dificultad para deglutir debido a los 

espasmos, y posteriormente  a la parálisis de los músculos de la deglución y los 

faríngeos, haciendo que escurra  saliva del hocico del animal. A veces la rápida 

respiración por la boca causará que la saliva tenga aspecto espumoso. Los ataques 

convulsivos y la incoordinación muscular se hacen evidentes hacia el final de esta etapa, 

lo mismo que una mirada lejana. Si el animal no muere en uno de los ataques convulsivos 

entra en la etapa paralítica, durante la cual la enfermedad progresa de incoordinación 

muscular a parálisis de todo el cuerpo, después al coma y a la muerte. 

   Es de gran importancia la observación de que algunos perros y animales salvajes 

pueden recuperarse de la rabia clínica y pueden continuar liberando virus en su saliva 

(Flores, 1996). 

   La rabia es casi siempre fatal en los animales domésticos y a causa de la gran amenaza 

que implica su exposición para el ser humano y los animales. 

   Los animales rabiosos deben ser sacrificados humanamente tan pronto como aparecen 

los signos clínicos, los intentos por prolongar la vida del animal no son aconsejables. 

   La vacunación solo tiene valor profiláctico; el suero hiperinmune antirrábico, junto con la 

vacunación,  sirven para combatir y prevenir la enfermedad(Flores, 1996; Victor y Ropper, 

et al, 2002). 

 

B.- ETIOLOGIA: 

   Los virus de la familia Rhabdoviridae (incluidos en el orden de los Mononegavirales) son 

quizás los más ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya que infectan a vertebrados, 

invertebrados y plantas; los que infectan a los mamíferos 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 efímera bovina como virus tipo y el tercer 
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género representado por los Lyssavirus, con el virus de la rabia como virus tipo (Wagner 

 Rose, 1996; Wunner et al, 1994; Murphy et al, 1995).  El virus de la rabia presenta 

forma de bala, con un diámetro de 75 nm y una longitud de 100 a 300 nm. Su genoma 

mide aproximadamente 12 Kb y es no segmentado. Estos virus de la rabia están 

constituidos por dos unidades estructurales y funcionales: una nucleocápside y una 

envoltura. Los componentes de la nucleocápside son: el ácido nucléico ARN, la proteína L 

que corresponde a la polimerasa viral, la proteína N y la proteína NS que es una 

fosfoproteína asociada a la nucleocápside, la nucleocápside tiene simetría helicoidal, 

constituida por una cadena de ARN de polaridad negativa (lo que significa que el genoma 

no puede ser traducido directamente a proteínas virales por los ribosomas, sino que debe 

haber una transcripción previa para producir ARN mensajero). 

   La envoltura por su parte está formada por la proteína M o de matriz y por la G que es la 

más externa (Coll et al, 1995; Montaño et al, 1995). 

 Cada una de las cinco proteínas estructurales del virus de la rabia (L, N, NS, M y G) es 

codificada por un gen del genoma viral (Tordo et al, 1995). La proteína N constituye el 90 

% de la nucleocápside y está formada por 450 aminoácidos, la secuencia de éstos es 

poco variable de un aislamiento a otro, a diferencia de la proteína G que es muy variable 

(Tordo et al, 1995). La función de la proteína N del virus de la rabia, parece ser la de 

proteger al genoma viral de los ataques enzimáticos externos, además de conferirle una 

estabilidad  funcional adecuada. La proteína N es la primera en ser sintetizada durante la 

replicación, además de ser la que se produce en mayor cantidad (Montaño et al, 1995; 

Chenik et al, 1994; Minamoto et al, 1994). Esta proteína N es altamente inmunogénica y 

es la que se inmunoprecipita en mayor cantidad utilizando sueros provenientes de 

animales y humanos vacunados con vacunas producidas en tejido nervioso, por lo que 

esta proteína es utilizada en una gran variedad de pruebas diagnósticas (Minamoto et al, 

1994). 
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   Desde principios de la presente década, se hicieron estudios sobre la capacidad de la 

proteína N del virus de la rabia para inducir la producción de anticuerpos y se llegó a la 

conclusión de que esta proteína no es capaz de inducir la producción de anticuerpos 

neutralizantes (Lodmell et al, 1993; Takita et al, 1993). Sin embargo, no obstante que esta 

proteína N no produce anticuerpos neutralizantes si confiere protección al desafío 

(Montaño et al, 1995; Lodmell et al, 1991; Lodmell et al, 1993; Fekadu et al,1992). Lafon y 

colaboradores demostraron que la proteína N es un superantígeno que favorece la 

producción de anticuerpos neutralizantes anti-proteína G por las células presentadoras de 

antígeno (Lafon et al, 1987). Más aún,  este mismo grupo publicó (Astoul et al, 1996) que 

la proteína N es un adyuvante eficaz, capaz de aumentar dramáticamente la respuesta 

específica de linfocitos B y T, contra un antígeno heterológo como el virus de influenza 

humana inactivado. Estos autores precisan que el superantígeno (proteína N), actúa como 

un adyuvante que estimula a las cadenas V ß (sistema murino) en forma específica. Si 

bien se han hecho estudios que demuestran a nivel de laboratorio que la proteína N del 

virus de la rabia es un adyuvante fuera de serie para promover la respuesta inmune 

contra el virus de influenza humana; hasta el momento no se ha probado su eficacia en 

vacunas vírales de importancia en medicina veterinaria. Con estos antecedentes, en esta 

tesis se pretendió probar la eficacia de la proteína N del virus de la rabia como 

inmunomodulador  contra un virus similar al utilizado por Lafon y sus colaboradores 

(Astoul et al, 1996).  

C.- CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LOS SUPERANTIGENOS (SAg). 

   Los superantígenos (SAg) son proteínas vírales o bacterianas que actúan como un 

potente estimulante para los linfocitos T, y en consecuencia para la respuesta inmune 

general del hospedero (Huber, 1996). Esta estimulación resulta de los SAg con  el 

receptor de los linfocitos T (TCR) y las moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad (CMH) (Fields et al, 1996). Se ha observado mediante estudios de 
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cristalografía con rayos X que el sitio de unión del SAg, el péptido del CMH y el TCR se 

sobreponen, ya que el SAg actúa como una cuña entre la región V de la cadena β (Vβ) del 

TCR y la molécula del CMH para desplazar el péptido antigénico lejos del sitio de la 

combinación del TCR. En esta forma el SAg es capaz de evitar el mecanismo normal para 

la activación de linfocitos T por complejos CMH/péptido especifico (Fields et al, 1996; 

Tizard et al, 1998) 
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III.- JUSTIFICACION 

Las propiedades de la proteína N del virus de la rabia de potenciar la respuesta inmune 

contra este agente y otros virus similares (ARN polaridad negativa) como el virus de la 

influenza humana(Astoul et al, 1996; Astoul et al, 1997) permite pensar en esta molécula 

como un inmunomodulador eficaz para vacunas contra parainfluenza-3, enfermedad que 

representa un serio problema para la industria pecuaria del país. 
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IV.- HIPOTESIS: 

   La proteína N del virus de la rabia aumentará la respuesta inmune humoral de hámsters 

inoculados contra parainfluenza 3 bovina, cuando es usada en combinación con esta 

vacuna. 

 

 

V.- OBJETIVOS: 

   Determinar si la proteína N del virus de la rabia aumenta la repuesta inmune humoral de 

los hámsters al ser empleada en combinación con la vacuna experimental de 

parainfluenza 3 bovina. 

 

   Determinar la dosis de proteína N que promoverá mejor respuesta inmune humoral en 

los hámsters vacunados contra PI3 bovina. 
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VI.- MATERIAL Y METODOS: 

Fase I.  Producción y purificación de la proteína N. 

   Se infectaron 18 botellas T150 de células BHK-21, con 5 ml de virus rábico (10 a la 6 DL 

50% en ratón de 21 días) cepa PV por botella, las cuales se incubaron a 37 °C durante 48 

h. Se eliminó el sobrenadante y se lavaron las células con solución salina fosfatada (PBS) 

estéri (Perrin et al, 1996). 

   Se separaron los monoestratos con perlas de vidrio estériles y PBS. Se colocaron las 

células de todas las botellas en un tubo y se centrifugaron a 500 g. durante 15 min a 4°C. 

Se elimino el sobrenadante, y se suspendió el sedimento celular (dos veces más). 

Posteriormente se adicionó agua destilada al sedimento celular y se dejó en contacto para 

luego macerar y centrifugar. El sobrenadante se centrífugo a 4500 g durante 10 min a 

4°C. 

   Para la purificación se colocaron 4 g de cloruro de cesio en un tubo de centrífuga y se le 

adicionó el sobrenadante que contiene la proteína N, se agitó hasta disolverlo, y se 

equilibró con sacarosa al 70 %. Se centrifugó durante 24 h a 150000 g. a 4 °C, al finalizar 

la centrifugación se obtuvo la banda que correspondió a la proteína N, y se dializó  contra 

amortiguador de Tris – Cloruro de sodio (NT) pH 7.5, durante 24 h ( Montaño et al, 1995).  

Una vez obtenida la proteína N se cuantificó  mediante el método de Lowry, 1971. 

   Se realizaron geles de poliacrilamida (PAGE) al lote de proteína N producido con el 

propósito de corroborar su pureza (Westermeler et al, 1997).  

Fase II. Producción de la vacuna experimental de parainfluenza 3 (PI 3). 

   La vacuna fue elaborada en el CENID-Microbiología, a partir de una cepa de campo, la 

cual fué replicada en cultivos celulares de la línea MDBK (Madin Darby Bovine Kidney), 

inactivada con ß-propiolactona (Alvarado et al, 1997). 
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Fase III.  Determinación de la dosis adecuada de proteína N, en los grupos de 

Hámster.   

   Las dosis de proteína N que se agregaron a los diferentes grupos de vacuna de PI3 

fueron: 

   Grupo 1: Se aplico 20 g de proteína N tres días antes de la vacunación con PI3. 

   Grupo 2: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 20 g de proteína N. 

   Grupo 3: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 20 g de proteína N más adyuvante 

incompleto de Freund  (AF). 

   Grupo 4: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con  40 g de proteína N. 

   Grupo 5: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 40 g de proteína N más AF.   

   Grupo 6: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 20 g de proteína N. recombinante 

obtenida de un sistema en baculovirus (N – Bac.) 

   Grupo 7: Se aplico la vacuna experimental de PI3 sola. 

   Grupo 8: Testigo. 

   Cada grupo se conformo con cinco hámsters que se inocularon con 0.5 ml del 

tratamiento correspondiente,  por vía intramuscular. 

    Se obtuvieron hámsters en México D.F. libres de patógenos específicos, de una edad 

de 28 días, peso de 45 gr. de sexo masculino.  

   Se realizaron sangrados en los días 0 (antes de vacunar), 7, 30, 45, 60, 90, 120 y 150 

postvacunación (pv).  

Fase IV. Determinación de la respuesta humoral.  

   Para la determinación del título de anticuerpos, se realizó la prueba de 

seroneutralización en placa, según la describe Alvarado et al, 1997. Brevemente,se 

hicieron diluciones dobles del suero problema, desde 1:2 hasta 1:128, a las que se 

adicionó el virus de parainfluenza 3, a una concentración de 50-300 TCID (Tissue culture 
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infection dose) 50 %; se agregó una suspensión de células MDBK, a una concentración 

de 300,000 cel/ml. Se consideró como positivos a los sueros que desde la dilución 1:2  

neutralizaron al virus, con base en los requerimientos que marca el CFR la SARH. 

Fase V. Desafío de los diferentes grupos de Hámsters. 

      El desafío de los hámsters se realizo a los 150 días por el método de  nebulización 

con una cepa patógena del virus de  PI3, con titulo de 10 5.7 poniendo una cantidad de 10 

ml de virus en una cámara de nebulización. Los animales de los diferentes grupos se 

expusieron durante 30 min al desafío viral. Al tercer día posdesafío (pd) se sacrificaron 

dos hámsters de cada grupo para realizar la necropsia. Se extrajeron los pulmones que se 

lavaron, se tomó un fragmento de 1 cm2 que se trituró en un mortero utilizando medio 

mínimo de Eagle (MEM 1x). el sobrenadante se inoculó en células MBDK  sembradas 

previamente en cajas de 24 pozos para cultivo celular. Las placas se incubaron a 37 °C 

durante 72 hr. 

   Los hámsters restantes se sacrificaron al sexto día después de la exposición al virus, y 

se repitió el procedimiento anterior.  

Análisis estadístico. 

   Este análisis fue realizado mediante el programa SAS, por el metodo: Bloques al asar 

 

El paquete SAS (Statistical Analysis System) es un sistema de programas para el análisis 

de datos. Consiste de un conjunto de módulos capaces de entregar resultados de 

diferentes procesos como regresión, análisis de varianza, estadística básica, distribución 

de frecuencias, procedimientos multivariados. 
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RESULTADOS 

OBTENCIÓN DE LA PROTEINA N.    

   La proteína N obtenida de cultivo celular infectado y la obtenida de un sistema 

recombinante en Baculovirus fueron donadas por la M en C. Elizabeth Loza Rubio (2003). 

      La cantidad de proteína N, que contuvo cada tratamiento, se determino por lowry. 

DETERMINACIÓN DE LA RESPUESTA  HUMORAL. 

   La respuesta inmune humoral de los hámsters producida por los diferentes tratamientos 

aplicados, se determinó por la prueba de seroneutralización en placa.(Alvarado et al, 

1997) 
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   En todos los grupos se produjo una respuesta inmune humoral positiva, en comparación 

con el grupo control. Sin embargo, el tratamiento que produjo la mayor respuesta humoral 

(p<0.05) fue el grupo 6 que contuvo 20 µg de proteína N del virus de la rabia expresado 

por un baculovirus recombinante (N Bac). En este grupo los anticuerpos se detectaron 

desde el día siete posvacunación (pv) comenzando a declinar al día 120 pv; en el 7° 

sangrado sólo un animal de los cinco inoculados presentó anticuerpos. (tabla 1). 

 

Tabla 1.   Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralización después 

de inmunizar hamsters con una vacuna experimental de PI3 bovina adicionada con 20 µg  

de N-Bac. 

Animal Día 7 pv Día 30 

pv 

Día 45 

pv 

Día 60 

pv 

Día 90 

pv 

Día 120 

pv 

Día 150 

pv 

1 - - 1:2 1:2 1:4 1:4 1:4 

2 - 1:2 1:2 1:4 1:2 1:4 - 

3 1:4 - 1:4 1:2 - - - 

4 1:2 1:2 1:2 1:2 1:4 - - 

5 1:4 - 1:2 - 1:8 - HM 

-         No se detectaron anticuerpos 

HM     Hámster muerto 
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   De igual manera el grupo 1 al que se inocularon 20 µg. de proteína N obtenida de cultivo 

celular infectado tres días antes de la vacunación contra PI3 resultó estadísticamente 

significativo (p<0.05), los anticuerpos se presentaron desde el día siete, aunque sólo se 

detectaron en dos animales. Uno de ellos presentó el título más alto (1:16) en todo el 

tiempo que perduró el experimento (150 días). Sin embargo, a los 90 días los anticuerpos 

comenzaron a declinar y a los 120 días ya que no se detectó ninguna respuesta humoral. 

(tabla 2). 

 

Tabla 2.   Titulo de anticuerpos de antivirus de PI3, medido por seroneutralización 

después de inmunizar hámsters con una vacuna experimental de PI3 bovina adicionada 

con 20 µg de proteína N inyectada tres días antes de la vacunación. 

Animal Día 7 pv Día 30 

pv 

Día 45 

pv 

Día 60 

pv 

Día 90 

pv 

Día 120 

pv 

Día 150 

pv 

1 - 1:2 1:2 1:4 - HM HM 

2 1:16 1:4 1:2 1:4 - HM HM 

3 - - 1:2 1:2 1:2 HM HM 

4 - 1:2 1:2 1:2 HM HM HM 

5 1:2 - NT 1:2 HM HM HM 

- No se detectaron anticuerpos 

HM     Hámster muerto 

NT     No trabajado 
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   En el grupo 7 inyectado con la vacuna experimental contra PI3 bovina, los anticuepos se 

detectaron apartir el día 30 en un sólo animal. La respuesta más consistente se detecto al 

día 45 en el cual todos los animales presentaron títulos entre 1:2 y 1:4, no obstante a la 

siguiente lectura los anticuerpos comenzaron a descender paulatinamente hasta el día 

150. (tabla3). 

 

Tabla 3.   Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralización después 

de inmunizar hamsters con una  vacuna experimental de PI3 bovina inyectada el primer 

día. 

Animal Día 7 pv Día 30 

pv 

Dia 45 pv Dia 60 pv Día 90 

pv 

Día 120 

pv 

Día 150 

pv 

1 - - 1:4 - 1:2 1:2 1:2 

2 - - 1:4 - - 1:2 - 

3 - 1:4 1:2 1:4 1:2 - - 

4 - - 1:2 1:4 1:2 - HM 

5 - - 1:2 - - HM HM 

- No se detectaron anticuerpos 

HM     Hámster muerto 
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   El grupo 3 inoculado con el tratamiento que contenía 20 µg de proteína N más 

adyuvante incompleto de Freund (AIF), los anticuerpos se detectaron en algunos casos 

desde el día siete pv, lo que permaneció constante hasta el día 90, posteriormente no se 

presentaron anticuerpos. En los muestreos ulteriores dos animales murieron, sin que se 

estableciera la razón de la muerte. (tabla 4). 

 

Tabla 4.   Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralización 

después de inmunizar hámster con una vacuna experimental de PI3 bovina adicionada 

con 20 µg de proteína N más adyuvante incompleto de Freund. 

Animal Día 7 pv Día 30 

pv 

Día 45 

pv 

Día 60 

pv 

Día 90 

pv 

Día 120 

pv 

Día 150 

pv 

1 1:2 1:4 - - 1:4 - - 

2 1:2 - - 1:2 1:16 - - 

3 - 1:2 1:2 - 1:4 - - 

4 - - - - - HM HM 

5 - - 1:2 - HM HM HM 

- No se detectaron anticuerpos 

HM     Hámster muerto 
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   Al utilizar como inmunomodulador 40 µg de proteína N mas AIF en la vacuna de PI3 

grupo 5, los anticuerpos únicamente se detectaron al día 45 y 60 en la mayoría de los 

animales. A partir del 5° sangrado la respuesta humoral ya no se manifestó.(tabla 5). 

 

Tabla 5.   Titulo de anticuerpos antivurus de PI3, medido por seroneutralización 

después de inmunizar a hámsters con una vacuna experimental de PI3 bovina 

adicionada con 40 µg de proteína N más adyuvante incompleto de Freund. 

Animal Día 7 pv Día 30 

pv 

Día 45 

pv 

Día 60 

pv 

Día 90 

pv 

Día 120 

pv 

Día 150 

pv 

1 - - - 1:16 - - - 

2 - - 1:2 1:4 - - - 

3 - - 1:2 1:16 - - - 

4 - - 1:2 1:4 - - - 

5 - - 1:2 - - - - 

- No se detectaron anticuerpos 
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   En la tabla 6 puede observarse la respuesta en el grupo 2 producida al agregar 20 µg de 

proteína N del virus de la rabia a la vacuna de PI3, en estos animales se detecto que 

desde el día siete hasta el día 60 existieron anticuerpos; sin embargo del día 90 en 

adelante ya no fue posible detectarlos.(tabla 6). 

 

Tabla 6.   Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralización 

después de inmunizar hámsters con una vacuna experimental de PI3 bovina 

adicionada con 20 µg de proteína N del virus de rabia. 

Animal Día 7 pv Día 30 

pv 

Día 45 

pv 

Día 60 

pv 

Día 90 

pv 

Día 120 

pv 

Día 150 

pv 

1 - - 1:2 1:8 - - - 

2 - 1:2 1:2 1:8 - - - 

3 1:2 1:2 1:2 - - - HM 

4 1:4 - - - - - HM 

5 - - - - - - HM 

- No se detectaron anticuerpos 

HM     Hámster muerto 
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   Con el uso de 40 µg de proteína N a la vacuna  de PI3 en el grupo 4, se detectaron 

anticuerpos desde el día 30, hasta el día 90. Después del 6° sangrado, los anticuerpos no 

se detectaron. (tabla 7). 

 

Tabla 7.    Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralización 

después de inmunizar hámsters con una vacuna experimental de PI3 bovina 

adicionada con 40 µg de proteína N. 

Animal Día 7 pv Día 30 

pv 

Día 45 

pv 

Día 60 

pv 

Día 90 

pv 

Día 120 

pv 

Día 150 

pv 

1 - - 1:2 - - - - 

2 - 1:2 - 1:2 1:2 - - 

3 - - 1:2 - 1:8 - - 

4 - - - 1:4 1:4 - - 

5 - 1:2 - - - - HM 

- No se detectaron anticuerpos 

HM     Hámster muerto 

 

   En el grupo testigo, inoculado con medio mínimo de Eagle no se detectaron anticuerpos 

en ninguno de los casos. 
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En la tabla 8 se observan los promedios de los títulos de anticuerpos promovidos por los 

diferentes tratamientos utilizados. El tratamiento que mayor respuesta humoral produjó 

fue el que contenía 20 µg de proteína N recombinante expresada por un Baculovirus 

recombinante, cuyo promedio es de 0.600; el siguiente tratamiento en promoción de 

anticuerpos fue en el que se aplicó 20 µg de proteína N obtenida de cultivo celular 

infectado, inoculado tres días antes de la vacunación, cuyo promedio fue de 0.560. Los  

tratamientos restantes presentaron los siguientes promedios, la vacuna sola tuvo un 

promedio de 0.390; al que se adicionó 20 µg de proteína N más AIF, el promedio fue 

0.350; el que contenía 40 µg de proteína N más AIF presento un promedio  de 0.320. En 

los tratamientos con 20 µg y 40 µg de proteína N, el promedio fue de 0.280. 
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Tabla 8.   Promedio del título de anticuerpos generados por los diferentes tratamientos. 

Grupos Promedios ± e.e.m. 

1.-Aplicación de 20 µg de proteína N, 3 

días antes de la vacunación de PI3. 

0.560;  ± 0.120 ** 

2.- Vacuna de PI3 más 20 µg de proteína 

N,  

0.280;  ± 0.100 

3.- Vacuna de PI3 más 20 g de proteína 

N más AIF. 

0.350;  ± 0.100* 

4.- Vacuna de PI3 más 40 µg de proteína 

N. 

0.280;  ± 0.100 

5.- Vacuna de PI3 más 40 µg de proteína 

N más AIF.  

0.320;  ± 0.090 

6.- Vacuna de PI3 más 20 µg de proteína 

N. Baculovirus recombinante. 

0.600;  ± 0.090** 

7.- Vacuna de PI3 sola. 0.390;  ± 0.100* 

8.- testigo. -0.000;  ± 0.090 

*   p < 0.05 

**   p < 0.01 

e.e.m   error estándar de la media 
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   En la gráfica 1 se observan los promedios de los títulos de anticuerpos en relación a la 

fecha de  sangrado realizado a los animales de los diferentes grupos, así se tiene que en 

el día 60 (4to sangrado) se presenta el promedio más alto, el cual fue de 0.710, a éste le 

continua el 3er sangrado que fue en el día 45, con un promedio de 0.460, el siguiente 

sangrado que continua es el 5to realizado el día 90 ya que promedio 0.360, en los   

sangrados 1 y 2  tenemos  promedios similares de 0.250, a éste le sigue el 6to sangrado 

realizado el día 120 el cual presentó un promedio de 0.220, y el de menor promedio que 

fue el 7mo sangrado que se realizó el día 150 con 0.110 de promedio. Aquí observamos 

que en el día 60 (4to sangrado) es donde mayor respuesta humoral presentaron todos los 

grupos, siendo este sangrado la punta de mayor alcance de anticuerpos por los animales. 

(grafica 1) 

 

Grafica 1.Curva de la respuesta humoral contra el día de sangrado 
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DESAFIO DE LOS DIFERENTES GRUPOS DE HAMSTERS 

    El desafío  de los hámsters se llevo a cabo el día 150 pv. Posterior a ello, dos animales 

de cada grupo se sacrificaron a los días 3 y 6 posdesafio (pd) para tomar muestras de sus 

pulmones. Cada muestra se lavó y trituró  para después inocularse en células MBDK. 

   Al realizarse la lectura a las 72 hrs de incubación, se observó efecto citopático positivo 

en todos los grupos excepto en el 6 (tabla 9.1).  

   A las 144 hrs (sexto día) el efecto citopático se observó similar al de las 72 hrs. (Tabla 

9.2). 

   El grupo 1 no se presenta en las tablas ya que los hámsters habían muerto, al igual que 

en el grupo,  2 y 8 ya no se presentan en la tabla 2.  

 

   Tabla 9.1. Presentación del efecto citopático producido en los diferentes grupos de 

experimentación a las 72 hrs en las células MBDK inoculadas con macerado de pulmón 

de hámster de los diferentes grupos. 

Grupo Efecto citopático 

2 + 

3 + 

4 + 

5 + 

6 - 

7 + 

8 + 
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   Tabla 9.2. Presentación del efecto citopático producido a las 144 hrs (sexto día) en las 

células MBDK inoculadas con macerado de pulmón de hámster de los diferentes grupos. 

 

Grupo Efecto citopático 

3 + 

4 + 

5 + 

6 - 

7 + 
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DISCUSIÓN 

   El presente trabajo se realizó con la finalidad de evaluar la proteína N del virus de la 

rabia como un posible inmunomodulador en vacunas monovalentes contra el virus de 

parainfluenza –3, que afecta a los bovinos y ovinos y que representa un serio problema 

para la industria pecuaria del país, pues esta enfermedad continúa siendo un gran 

problema en los hatos y para la economía del productor. El virus de PI3 junto con otros 

virus del complejo respiratorio predisponen la invasión de bacterias, como Pasteurella, 

Mainemia y Haemophilus, a las vías respiratorias provocando la enfermedad. (Peter J. K. 

Durham et al, 1991;G. C. Duff, M. L. Galyean, L. J. Perino et al, 2000; Ronal L. Cravens 

and David Bechtol et al, 1991 ) 

   En los trabajos realizados con la proteína N del virus de la rabia como inmunomodulador 

se han obtenido títulos de anticuerpos adecuados para la protección contra el virus de 

influenza humana , influenza aviar y otros agentes (Powers and Belshe, 1993; Astoul; 

Loza Rubio, 2003) los cuales son virus similares al de PI3; esto nos motivó a realizar el 

presente trabajo utilizando la vacuna experimental de PI3 bovina, arrojando buenos 

resultados en respuesta humoral en los diferentes grupos de hámsters; los grupos con 

mayor respuesta inmunológica fueron los que se inocularon con 20 µg de proteína N. 

      En este estudio se examinó la respuesta serológica de ocho grupos de hámsters 

inoculados con una vacuna experimental de PI3 adicionada con diferentes cantidades de 

proteína N del virus de la rabia.  

   Se observó que la vacuna de PI3 que contenía 20 µg de proteína N expresada por un 

sistema Baculovirus recombinante, al igual que la vacuna que contenía 20 µg de proteína 

N aplicada tres días antes de la vacunación presentaron la mayor respuesta humoral, la 

cual se detecto mediante la prueba de seroneutralización en placa. Muy probablemente el 

efecto producido por la proteína N obtenida en un sistema recombinante de Baculovirus 
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(N-Bac), se debió a que este sistema produce una alta expresión de la proteína y que una 

proteína recombinante obtenida mediante Baculovirus conserva la propiedad de producir 

modificaciones post-traduccionales; aunque Astoul (1997) y Loza Rubio (2003) no 

encontraron diferencias al usar proteína N obtenida de cultivos celulares ó N-Bac. 

   El efecto de promoción de anticuerpos al aplicar la proteína N tres días antes de la 

vacunación puede explicarse debido al hecho que los SAg son potentes inductores de las 

células T, por lo que aparentemente usada de esta manera cuando se inyecta algún 

antígeno vacunal las células del sistema inmune ya se encuentran activadas. Esto mismo 

fue observado por Okamoto et al, 2001 que utilizo la enterotoxina B de Staphilococcus 

aureus (SEB) aplicada uno y dos días antes de aplicar una vacuna de Lysteria 

monocytogenes, demostró conferir protección a ratones desafiados contra esta bacteria.       

   El título de anticuerpos producido por los hámsters puede hacer suponer que la vacuna 

esta protegiendo a los animales; sin embargo, la respuesta humoral puede verse afectada 

por la cepa de virus contenida en la vacuna. (Mc Elhaney et al, 1998). 

   En otros trabajos realizados con ratones y aves se observó que la inclusión de 20 µg de 

proteína N es la dosis que incrementó el porcentaje de protección (Astoul, 1996; Drings, 

1999; Loza-Rubio, 2002). En otras especies (ratones y humanos) este efecto adyuvante 

se ha explicado por la estimulación inespecífica de las células T cooperadoras por las 

cadenas Vß del receptor de células T. A pesar de que los SAg se han involucrado con 

enfermedades inmunes, en este trabajo nos enfocamos a valorar el efecto 

inmunoestimulante de la proteína N del virus de la rabia, que aunque es un  SAg, se 

reporta como un mitógeno débil, a diferencia de los SAgs bacterianos que se involucran 

con intoxicaciones alimentarias y desórdenes autoinmunes, entre otros ya que inducen 

cantidades elevadas de IL2; sin embargo tanto Astoul(1996) como Loza Rubio (2003) 

demostraron que el SAg del virus de la rabia es un débil inductor de la IL2.    
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    La vacuna de PI3 con proteína N del virus de la rabia ha dado resultados alentadores 

en los hámsters para la protección contra PI3 bovina, gracias a esto tenemos otra arma 

más para seguir investigando sobre aspectos relacionados al control de esta enfermedad 

respiratoria y así  estaremos bajando la tasa de morbilidad y mortalidad de los animales. 

(Ronald L. Cravens and David Bechtol et al, 1991). 

   De acuerdo a los resultados obtenidos con hámsters en el presente trabajo, la respuesta 

de anticuerpos fue adecuada. Esto abre una alternativa para ser usada en el ganado, lo 

que nos llevaría a tener efectos benéficos en ganancia de peso y en el consumo de 

alimento, esto tomando en cuenta otros trabajos que han controlado a las enfermedades 

respiratorias para así obtener mejores beneficios. (G. C. Duff, M. L. Galyean, L, J, Perino 

et al, 2000) 

   Esta vacuna de PI3 seria recomendable probarla en bovinos para saber con exactitud si 

es eficiente para provocar una respuesta humoral adecuada en el ganado, ya que en esta 

especie, así como en ovinos encontramos muchos problemas de morbilidad y mortalidad 

por problemas respiratorios. En trabajos realizados por Rodger en la prevención de las 

enfermedades respiratorias con vacunas los a llevado a controlar la morbilidad y 

mortalidad en ovinos. (J. L. Rodger et al, 1989). 

   En el desafío de los hámsters los grupos que presentan efecto citopático se debe a la 

invasión del virus de PI3 a las células, ya que las muestras tomadas de los animales 

donde no se detectaron un nivel de anticuerpos adecuados se presento el efecto 

citopático. El único grupo capaz de evitar este efecto en las células fue el seis, el cual 

contenia 20 µg de proteína N expresada por un sistema de Baculovirus recombinante, el 

cual suponemos neutralizó al virus debido a la presencia de anticuerpos en el suero de los 

hámsters. 

   En el desafío de los hámsters obtuvimos datos significativos para poder apreciar el 

efecto inmunomodulador de la vacuna de PI3 con sus diferentes dosis de proteina N ya 
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que en este desafío se utilizo el virus de PI3 puro y se expuso directamente por las vias 

respiratorias de los hámsters. La respuesta que buscamos solo se presento en el grupo 

seis, ya que fue el único que no presento efecto citopatico en el cultivo de células MBDK, 

no obstante podemos decir que por esto el virus no ataco al animal, ya que tenia defensas 

adecuadas, sin embargo los demás grupos si presentaron efecto citopatico en las células 

MBDK. Lo que nos indica que no tenían las defensas adecuadas como para detener el 

efecto citopatico en las células MBDK. 

   Los diferentes grupos de hámsters no presentaron los síntomas significativos de la 

enfermedad, tal vez se deba a todos los factores que implica el complejo respiratorio para 

que se presente como enfermedad. 

   Podemos poner varios factores que hayan intervenido en la recuperación de los 

hámsters después de la exposición al virus de PI3, uno de ellos es la propia vacuna que 

estamos utilizando, ya que en todos los grupos presentaron una respuesta inmune contra 

este virus como lo observamos en los resultados de la prueba de seroneutralización en 

placa, no al cien porciento pero si pudo haber intervenido en esta respuesta. Otro factor 

es que el virus por si solo es difícil que provoque la enfermedad, ya que requiere de la 

asociación de bacterias y micoplasmas y de un medio ambiente adverso que provoque al 

animal depresión de su sistema inmunológico. Las condiciones en que estaban los 

animales eran las mas adecuadas, teniendo un habitad lo más confortable para ellos, al 

igual que la alimentación, aunque nunca descartamos que el echo de estar confinados no 

provoque un estrés. 

   En los resultados de los diferentes grupos tenemos que el mejor es el grupo N-Bac. Y el 

grupo que se aplico la vacuna tres días antes de la vacuna, por lo que tenemos que estas 

vacunas son mejores que la vacuna sola, por estos resultados podemos decir que vale la 

pena tomar en cuenta la proteína N como un adyuvante que pueda aumentar la 

protección contra esta enfermedad. 
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   Los hámters  murieron por el traumatismo provocado por la aguja al realizar el sangrado 

ya que la punción era intra cardiaca, lo que pudimos lesionar al corazón y a pulmones, 

esto lo confirmamos ya que en ocasiones la muerte era durante o después de la punción. 

   Sería necesario realizar ensayos complementarios con este adyuvante (proteína N) 

utilizado en la vacuna de PI3, como estudios de costo beneficio sobre la producción de la 

proteína N, e investigar sí estas moléculas son incapaces de producir algún tipo de 

enfermedad autoinmune, como ocurre con los SAg bacterianos, a nivel histopatológico y 

molecular. Además esta vacuna requiere ser probada en el ganado, para saber si es 

eficiente para producir una respuesta inmunológica adecuada, como sucede con los 

hámsters en el laboratorio. 
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CONCLUSIÖN 

   En el presente trabajo se concluyó que la proteína N del virus de la rabia utilizada como 

adyuvante en la vacuna de PI3 provoca una respuesta inmunológica en animales de 

laboratorio (hámsters). Con 20 µg de proteína de Baculovirus recombinante se indujo una 

respuesta humoral rápida, consistente y detectable hasta después de cuatro meses. 

Asimismo la inyección de 20 µg de proteína N tres días antes de la inoculación de la 

vacuna de PI3 produjo resultados alentadores; esta respuesta puede explicarse porque la 

acción inmunomoduladora de la proteína N se ha explicado por ser un superantígeno.   

     La proteína N del virus de la rabia utilizada como inmunomodulador en la vacuna de 

PI3 dio resultados alentadores a la respuesta inmune humoral de hámster contra esta 

vacuna. 

   Las dosis con mejor resultados fueron la de 20 µg de proteína N usada tres días antes 

de la vacunación contra el virus de PI3, y al adicionar 20 µg de una proteína N del 

Baculovirus  recombinante en comparación a la vacuna sola.    
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