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I.-RESUMEN

Se determiné el efecto de la proteina N del virus de la rabia, adicionada en diferentes
dosis a una vacuna experimental de parainfluenza 3 bovina sobre la respuesta inmune
humoral en hamsters. Para ello se formaron ocho grupos con cinco hamsters cada uno,
cuya edad promedio fue de 28 dias. La vacuna experimental de PI-3 tuvo un titulo de
10 >" TCID 50%. Se le agregaron diferentes dosis de proteina N. Se tomaron muestras
sanguineas a los 0, 7, 30, 45, 60, 90, 120 y 150 dias posvacunacion (pv). Los sueros se
titularon mediante la técnica de seroneutralizacién en placa. La respuesta humoral mas
alta la confirio la vacuna experimental de PI3 adicionada con 20 ug de proteina N
expresada por un sistema de Baculovirus recombinante, (N-Bac), (grupo 6). De igual
manera el grupo que contuvo 20 ug de proteina N obtenida de cultivo celular infectado,
aplicada tres dias antes de la vacunacion mostré un titulo de anticuerpos considerable al
resto de los grupos (p<0.05). El aumentar la cantidad de proteina N no produjo un
incremento de la respuesta humoral. Los animales se desafiaron con una cepa patégena
de PI3, via aérea a los 150 dias posvacunacion (PV). Al realizar el aislamiento del virus a
los seis dias 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, ademas de
proteger a los animales por mas de 4 meses fue cuando se adicionaron 20 ug de proteina

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



I1.-INTRODUCCION

1.- PARAINFLUENZA 3

El virus de parainfluenza 3 afecta a los bovinos y ovinos. El virus se ha aislado del
ganado bovino, bufalo, caballo, mono y hombre. Experimentalmente se ha logrado infectar
a hamsters 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 serologicamente 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 facilmente otros
microorganismos, tales como mycoplasmas y otras bacterias. El virus PI3 interviene en la
neumonia viral de los terneros y la septicemia hemorragica 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 econdmicas se consideran severas, por los costos de tratamiento y
reduccion de ganancia de peso, tanto en el ganado de leche como en el de carne.

Se ha demostrado en investigaciones seroldgicas que estas infecciones estan

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



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 morfolégica 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 mas
tarde se comprob6 que los virus de cada grupo diferian en propiedades tan basicas como
su estructura gendmica y su modo de replicacion, por lo que fueron separados en dos
familias, Paramixoviridae y la Ortomyxoviridae (Murphy et al 1999).

La familia Paramixoviridae contiene tres géneros, Paramixovirus, Morbilivirus vy
Pneumovirus, e incluye algunos de los agentes patdgenos mas 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 pleomérficos,
normalmente filamentosos o redondeados. El virus PI3 tiene un diametro de 100 a 300 nm
o0 mas. Estan formados por una envoltura lipidica doble con peplomeros glucoproteicos
que rodean una nucleocapside con forma de espina de pescado de 12 6 18 nm segun el
género (Murphy et al, 1999; Kazataka et al, 1998).

La cepa bovina del virus PI3 tiene una densidad de flotacién de 1,197 g/cm3 en CsCl.
Su genoma esta 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 glucoproteinas de la envoltura con
tres funciones; la primera esta representada por una proteina F (fusién), mientras que las
funciones de hemaglutinina y neuraminidasa estan mediadas en los distintos virus por las
proteinas HN (hemaglutinina, neuraminidasa), H o G (glucoproteina). La proteina HN se

encarga de la fijacion del virus a las células y de la liberacion de las mismas, es la que



interviene en el primero y en el ultimo paso de la infeccion, la hemoaglutinina se une a los
receptores de superficie celular, los cuales pueden ser glicoproteinas que contienen acido
sialico o gangliésidos, mientras que la neuraminidasa, participa en la segmentacion
enzimatica de los residuos de acido sidlico, para prevenir la autoagregacion de las
particulas virales durante la liberacion de las celulas infectadas. La proteina F también
colabora en la fijacion del virus pero, ademas, se encarga de la fusion célula — célula y
permite que la infeccion 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 bioldgica, la proteina 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 proteina F es esencial para la penetracion del virus en la célula hospedadora
mediante fusion de la envoltura virica con la membrana plasmatica, asi como para la
difusion intercelular directa mediante fusion 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 fusién con la membrana celular. Los Paramixovirus
se replican en el citoplasma. Los viriones se adhieren a través de la proteina HN a la
sialoglicoproteina celular o glicolipidos receptores. Posteriormente, la proteina F media la
fusion de la cubierta viral con la membrana plasmatica, dentro de un pH fisiologico. La
nucleocapside liberada se mantiene intacta con sus tres proteinas asociadas (N, P y L),
las cuales son requeridas para la transcripcion mediante la RNA polimerasa RNA-
dependiente (transcriptasa). El genoma se transcribe progresivamente en 6 a 10 mRNA

mediante la sintesis secuencial a partir de un promotor. También se sintetiza la copia del



genoma completo que sirve como templete para la replicacion del RNA gendmico 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 particula viral tiene
actividades de hemoaglutinina y neuraminidasa, similares a las del virus de influenza
(Collins y Chanok, 1996). Las glicoproteinas de superficie les confieren al viridén
actividades bioldgicas ; tenemos como ejemplo, que la proteina HN media la adsorcién de
eritrocitos  (hemoadsorcién), la aglutinacion de eritrocitos en suspension
(hemoaglutinacién ), y la particion del acido sidlico (a través de la neuraminidasa);
mientras que la proteina 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 clinicos de fiebre de embarque. En los siguientes afios el virus de PI3 fue aislado
en animales del continente europeo y subsecuentemente éste se ha distribuido en la
poblacion bovina a nivel mundial.

Las infecciones con el virus PI3 bovino se han observado con mayor frecuencia en los
meses de otofio e invierno (Dinter, 1991).

El ganado es infectado cuando el virus se encuentra en el aire y penetra via respiratoria,
esto ocurre principalmente cuando los animales se encuentran estabulados.

El virus PI3 es muy estable en la secrecion nasal, éste al entrar en las vias 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 secrecion ocular.



La severidad de los signos clinicos ha sido considerablemente variable. Algunas veces
la infeccion es asintomatica. En la mayoria de los casos la enfermedad se ha
caracterizado por tos, fiebre, secrecion nasal y en algunos casos ocular, también se
observa depresion. (Bradford, 1990; Larski, 1989; Dinter, 1991; Ernst, 1994).

La infeccion respiratoria no complicada producida por el virus PI3 tiene un curso clinico
de 3 a 4 dias, siendo habitual la recuperacion completa. Sin embargo, la verdadera
importancia de esta infeccidbn en vacas deriva de su intervencion en la neumonia
enzodtica o fiebre de embarque (Fenner, 1992; Murphy et al, 1999).

Para controlar la fiebre de embarque se utilizan antibiéticos que permiten controlar las
infecciones bacterianas secundarias y vacunas.

Existen vacunas atenuadas e inactivadas de virus PI3 de aplicacién intranasal o
parenteral, que inducen la produccién de anticuerpos IgA, éstas generalmente se
administran junto con otros antigenos, por ejemplo virus de la rinotraqueitis infecciosa
bovina, adenovirus bovino y virus de la diarrea viral bovina.

Las vacunas contra paramyxovirus, deben inducir la sintesis de anticuerpos contra la
proteina F y HN para lograr una eficacia maxima (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.- EPIZOOTIOLOGIA

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).



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 infeccion es por contaminacién de una herida abierta o un rasgufio, los
animales también se infectan por la ingestion de animales muertos que sufrieron la
enfermedad. La transmision trasplacentaria o durante la lactancia también ocurre en
ciertas especies salvajes. La infeccion iatrogénica ha ocurrido después del tratamiento de
carnes contaminadas y trabajos en el laboratorio.

El periodo de incubacién del virus de la rabia varia desde nueve dias hasta mas de un
afo, pero como sucede en el hombre y en otros animales susceptibles hay una gran
variedad.

El curso clinico de la enfermedad puede dividirse en tres fases: prodrémica, furiosa y
paralitica.

A veces sOlo se observa la de excitacion, convulsiones y muerte; ésta corresponde a
una presentacion sobreaguda de la enfermedad. En otras ocasiones se observan cambios
prodromicos que consisten en ligeros cambios en el temperamento. Después habra
agresividad, etapa que corresponde al mayor peligro de transmision de la rabia, ya que al
morder transmiten la enfermedad. También se puede observar que los animales dan la
impresién de que estan 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 estimulos 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 propésito,
volviéndose cada vez mas 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



objeto inanimado. En la mayoria de los casos hay un cambio caracteristico en el ladrido
causado por paralisis de la musculatura laringea. Hay dificultad para deglutir debido a los
espasmos, y posteriormente a la paralisis de los musculos de la deglucion y los
faringeos, haciendo que escurra saliva del hocico del animal. A veces la rapida
respiraciéon por la boca causara que la saliva tenga aspecto espumoso. Los ataques
convulsivos y la incoordinacién 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 paralitica, durante la cual la enfermedad progresa de incoordinaciéon
muscular a paralisis de todo el cuerpo, después al coma y a la muerte.

Es de gran importancia la observacién de que algunos perros y animales salvajes
pueden recuperarse de la rabia clinica 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 exposicion para el ser humano y los animales.

Los animales rabiosos deben ser sacrificados humanamente tan pronto como aparecen
los signos clinicos, los intentos por prolongar la vida del animal no son aconsejables.

La vacunacion solo tiene valor profilactico; el suero hiperinmune antirrabico, junto con la
vacunacion, 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
quizas los mas ampliamente distribuidos en la naturaleza, ya que infectan a vertebrados,
invertebrados y plantas; los que infectan a los mamiferos se han clasificado en tres
géneros: el de los Vesiculovirus, con el virus de la estomatitis vesicular como virus tipo, el

de los Ephemerovirus con el virus de la fiebre efimera bovina como virus tipo y el tercer



género representado por los Lyssavirus, con el virus de la rabia como virus tipo (Wagner
& Rose, 1996; Wunner et al, 1994; Murphy et al, 1995). EIl virus de la rabia presenta
forma de bala, con un diametro 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 estan
constituidos por dos unidades estructurales y funcionales: una nucleocapside y una
envoltura. Los componentes de la nucleocapside son: el acido nucléico ARN, la proteina L
que corresponde a la polimerasa viral, la proteina N y la proteina NS que es una
fosfoproteina asociada a la nucleocapside, la nucleocapside tiene simetria helicoidal,
constituida por una cadena de ARN de polaridad negativa (lo que significa que el genoma
no puede ser traducido directamente a proteinas virales por los ribosomas, sino que debe
haber una transcripcion previa para producir ARN mensajero).

La envoltura por su parte esta formada por la proteina M o de matriz y por la G que es la
mas externa (Coll et al, 1995; Montano et al, 1995).
Cada una de las cinco proteinas estructurales del virus de la rabia (L, N, NS, My G) es
codificada por un gen del genoma viral (Tordo et al, 1995). La proteina N constituye el 90
% de la nucleocapside y esta formada por 450 aminoacidos, la secuencia de éstos es
poco variable de un aislamiento a otro, a diferencia de la proteina G que es muy variable
(Tordo et al, 1995). La funcién de la proteina N del virus de la rabia, parece ser la de
proteger al genoma viral de los ataques enzimaticos externos, ademas de conferirle una
estabilidad funcional adecuada. La proteina N es la primera en ser sintetizada durante la
replicacién, ademas de ser la que se produce en mayor cantidad (Montafio et al, 1995;
Chenik et al, 1994; Minamoto et al, 1994). Esta proteina 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 proteina es utilizada en una gran variedad de pruebas diagndsticas (Minamoto et al,

1994).



Desde principios de la presente década, se hicieron estudios sobre la capacidad de la
proteina N del virus de la rabia para inducir la produccién de anticuerpos y se llego a la
conclusion de que esta proteina no es capaz de inducir la produccion de anticuerpos
neutralizantes (Lodmell et al, 1993; Takita et al, 1993). Sin embargo, no obstante que esta
proteina N no produce anticuerpos neutralizantes si confiere proteccion al desafio
(Montafo et al, 1995; Lodmell et al, 1991; Lodmell et al, 1993; Fekadu et al,1992). Lafon y
colaboradores demostraron que la proteina N es un superantigeno que favorece la
produccion de anticuerpos neutralizantes anti-proteina G por las células presentadoras de
antigeno (Lafon et al, 1987). Mas aun, este mismo grupo publicd (Astoul et al, 1996) que
la proteina N es un adyuvante eficaz, capaz de aumentar dramaticamente la respuesta
especifica de linfocitos B y T, contra un antigeno heterolégo como el virus de influenza
humana inactivado. Estos autores precisan que el superantigeno (proteina N), actia como
un adyuvante que estimula a las cadenas V R (sistema murino) en forma especifica. Si
bien se han hecho estudios que demuestran a nivel de laboratorio que la proteina 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 virales de importancia en medicina veterinaria. Con estos antecedentes, en esta
tesis se pretendid probar la eficacia de la proteina N del virus de la rabia como
inmunomodulador contra un virus similar al utilizado por Lafon y sus colaboradores
(Astoul et al, 1996).

C.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS SUPERANTIGENOS (SAQ).

Los superantigenos (SAg) son proteinas virales o bacterianas que actian como un
potente estimulante para los linfocitos T, y en consecuencia para la respuesta inmune
general del hospedero (Huber, 1996). Esta estimulacién 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

10



cristalografia con rayos X que el sitio de unién del SAg, el péptido del CMH y el TCR se
sobreponen, ya que el SAg actua como una cufia entre la region V de la cadena 8 (V) del
TCR y la molécula del CMH para desplazar el péptido antigénico lejos del sitio de la
combinacion del TCR. En esta forma el SAg es capaz de evitar el mecanismo normal para
la activacion de linfocitos T por complejos CMH/péptido especifico (Fields et al, 1996;

Tizard et al, 1998)
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11.- JUSTIFICACION

Las propiedades de la proteina 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 pais.
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IV.- HIPOTESIS:
La proteina N del virus de la rabia aumentara la respuesta inmune humoral de hamsters
inoculados contra parainfluenza 3 bovina, cuando es usada en combinacién con esta

vacuna.

V.- OBJETIVOS:
Determinar si la proteina N del virus de la rabia aumenta la repuesta inmune humoral de
los hamsters al ser empleada en combinacién con la vacuna experimental de

parainfluenza 3 bovina.

Determinar la dosis de proteina N que promovera mejor respuesta inmune humoral en

los hamsters vacunados contra PI3 bovina.
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VI1.- MATERIAL Y METODOS:
Fase |l. Produccién y purificacién de la proteina N.

Se infectaron 18 botellas T150 de células BHK-21, con 5 ml de virus rabico (10 ala 6 DL
50% en raton de 21 dias) cepa PV por botella, las cuales se incubaron a 37 °C durante 48
h. Se elimind el sobrenadante y se lavaron las células con solucién 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 suspendié el sedimento celular (dos veces mas).
Posteriormente se adicion6 agua destilada al sedimento celular y se dejoé en contacto para
luego macerar y centrifugar. El sobrenadante se centrifugo a 4500 g durante 10 min a
4°C.

Para la purificacion se colocaron 4 g de cloruro de cesio en un tubo de centrifuga y se le
adiciond el sobrenadante que contiene la proteina N, se agitdé hasta disolverlo, y se
equilibré con sacarosa al 70 %. Se centrifugd durante 24 h a 150000 g. a 4 °C, al finalizar
la centrifugacion se obtuvo la banda que correspondié a la proteina N, y se dializé contra
amortiguador de Tris — Cloruro de sodio (NT) pH 7.5, durante 24 h ( Montano et al, 1995).
Una vez obtenida la proteina N se cuantific6 mediante el método de Lowry, 1971.

Se realizaron geles de poliacrilamida (PAGE) al lote de proteina N producido con el
proposito de corroborar su pureza (Westermeler et al, 1997).

Fase Il. Produccion de la vacuna experimental de parainfluenza 3 (PI 3).

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

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

inactivada con R-propiolactona (Alvarado et al, 1997).
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Fase lll. Determinacion de la dosis adecuada de proteina N, en los grupos de
Hamster.

Las dosis de proteina N que se agregaron a los diferentes grupos de vacuna de PI3
fueron:

Grupo 1: Se aplico 20 ug de proteina N tres dias antes de la vacunacién con PI3.

Grupo 2: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 20 ug de proteina N.

Grupo 3: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 20 ug de proteina N mas adyuvante
incompleto de Freund (AF).

Grupo 4: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 40 ug de proteina N.

Grupo 5: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 40 ug de proteina N mas AF.

Grupo 6: Se aplico la vacuna de PI3 adicionada con 20 ug de proteina N. recombinante
obtenida de un sistema en baculovirus (N — Bac.)

Grupo 7: Se aplico la vacuna experimental de P13 sola.

Grupo 8: Testigo.

Cada grupo se conformo con cinco hamsters que se inocularon con 0.5 ml del
tratamiento correspondiente, por via intramuscular.

Se obtuvieron hamsters en México D.F. libres de patégenos especificos, de una edad
de 28 dias, peso de 45 gr. de sexo masculino.

Se realizaron sangrados en los dias 0 (antes de vacunar), 7, 30, 45, 60, 90, 120 y 150
postvacunacion (pv).
Fase IV. Determinacion de la respuesta humoral.

Para la determinacion del titulo de anticuerpos, se realiz6 la prueba de
seroneutralizacion en placa, segun la describe Alvarado et al, 1997. Brevemente,se
hicieron diluciones dobles del suero problema, desde 1:2 hasta 1:128, a las que se

adicion6 el virus de parainfluenza 3, a una concentracion de 50-300 TCID (Tissue culture
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infection dose) 50 %; se agregd una suspensién de células MDBK, a una concentracion
de 300,000 cel/ml. Se consider6 como positivos a los sueros que desde la dilucion 1:2
neutralizaron al virus, con base en los requerimientos que marca el CFR la SARH.

Fase V. Desafio de los diferentes grupos de Hamsters.

El desafio de los hamsters se realizo a los 150 dias por el método de nebulizacion
con una cepa patégena del virus de PI3, con titulo de 10 *>’ poniendo una cantidad de 10
ml de virus en una camara de nebulizacion. Los animales de los diferentes grupos se
expusieron durante 30 min al desafio viral. Al tercer dia posdesafio (pd) se sacrificaron
dos hamsters de cada grupo para realizar la necropsia. Se extrajeron los pulmones que se
lavaron, se tomé un fragmento de 1 cm? que se trituré en un mortero utilizando medio
minimo de Eagle (MEM 1x). el sobrenadante se inoculd en células MBDK sembradas
previamente en cajas de 24 pozos para cultivo celular. Las placas se incubaron a 37 °C
durante 72 hr.

Los hamsters restantes se sacrificaron al sexto dia después de la exposicion al virus, y
se repitio el procedimiento anterior.
Andlisis estadistico.

Este analisis 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 analisis
de datos. Consiste de un conjunto de modulos capaces de entregar resultados de
diferentes procesos como regresién, andlisis de varianza, estadistica basica, distribucién

de frecuencias, procedimientos multivariados.
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RESULTADOS

OBTENCION DE LA PROTEINA N.
La proteina 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 proteina N, que contuvo cada tratamiento, se determino por lowry.
DETERMINACION DE LA RESPUESTA HUMORAL.
La respuesta inmune humoral de los hamsters producida por los diferentes tratamientos
aplicados, se determiné por la prueba de seroneutralizacion en placa.(Alvarado et al,

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

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

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

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

desde el dia siete posvacunacién (pv) comenzando a declinar al dia 120 pv; en el 7°

sangrado sélo un animal de los cinco inoculados presento6 anticuerpos. (tabla 1).

Tabla 1.

Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralizacién después

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

de N-Bac.

Animal Dia7pv |Dia 30|Dia 45|Dia 60|Dia 90|Dia 120|Dia 150
pv pv pv pv pv 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  Hamster muerto
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De igual manera el grupo 1 al que se inocularon 20 ug. de proteina N obtenida de cultivo

celular infectado tres dias antes de la vacunacion contra PI3 resultd estadisticamente

significativo (p<0.05), los anticuerpos se presentaron desde el dia siete, aunque sélo se

detectaron en dos animales. Uno de ellos presentod el titulo mas alto (1:16) en todo el

tiempo que perduré el experimento (150 dias). Sin embargo, a los 90 dias los anticuerpos

comenzaron a declinar y a los 120 dias ya que no se detectd ninguna respuesta humoral.

(tabla 2).

Tabla 2.

Titulo de anticuerpos de antivirus de PI3, medido por seroneutralizacion

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

con 20 ug de proteina N inyectada tres dias antes de la vacunacion.

Animal Dia7pv |Dia 30|Dia 45|Dia 60|Dia 90|Dia 120|Dia 150
pv pv pv pv pv 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

HM  Hamster muerto

No se detectaron anticuerpos

NT No trabajado
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En el grupo 7 inyectado con la vacuna experimental contra P13 bovina, los anticuepos se

detectaron apartir el dia 30 en un sélo animal. La respuesta mas consistente se detecto al

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

siguiente lectura los anticuerpos comenzaron a descender paulatinamente hasta el dia

150. (tabla3).

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

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

dia.

Animal Dia7pv |Dia 30|Dia45pv|Dia60pv|Dia 90|Dia 120|Dia 150
pv pv pv 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  Hamster muerto
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El grupo 3 inoculado con el tratamiento que contenia 20 ug de proteina N mas

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

desde el dia siete pv, lo que permanecio constante hasta el dia 90, posteriormente no se

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

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

Tabla 4.

Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralizacion

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

con 20 ug de proteina N mas adyuvante incompleto de Freund.

Animal Dia7pv |Dia 30|Dia 45|Dia 60|Dia 90|Dia 120|Dia 150
pv pv pv pv pv 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  Hamster muerto
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Al utilizar como inmunomodulador 40 yg de proteina N mas AIF en la vacuna de PI3

grupo 5, los anticuerpos Unicamente se detectaron al dia 45 y 60 en la mayoria de los

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

Tabla 5.

Titulo de anticuerpos antivurus de PI3, medido por seroneutralizacion

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

adicionada con 40 ug de proteina N mas adyuvante incompleto de Freund.

Animal Dia7pv |Dia 30|Dia 45|Dia 60|Dia 90|Dia 120|Dia 150
pv pv pv pv pv 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 ug de

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

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

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

Tabla 6.

Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralizacion

después de inmunizar hamsters con una vacuna experimental de PI3 bovina

adicionada con 20 pg de proteina N del virus de rabia.

Animal Dia7pv |Dia 30|Dia 45|Dia 60|Dia 90|Dia 120|Dia 150
pv pv pv pv pv 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  Hamster muerto
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Con el uso de 40 ug de proteina N a la vacuna de PI3 en el grupo 4, se detectaron

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

se detectaron. (tabla 7).

Tabla 7.

Titulo de anticuerpos antivirus de PI3, medido por seroneutralizacion

después de inmunizar hamsters con una vacuna experimental de PI3 bovina

adicionada con 40 ug de proteina N.

Animal Dia7pv |Dia 30|Dia 45|Dia 60|Dia 90|Dia 120|Dia 150
pv pv pv pv pv 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  Hamster muerto

En el grupo testigo, inoculado con medio minimo 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 titulos de anticuerpos promovidos por los
diferentes tratamientos utilizados. El tratamiento que mayor respuesta humoral produjé
fue el que contenia 20 ug de proteina N recombinante expresada por un Baculovirus
recombinante, cuyo promedio es de 0.600; el siguiente tratamiento en promocién de
anticuerpos fue en el que se aplico 20 ug de proteina N obtenida de cultivo celular
infectado, inoculado tres dias antes de la vacunacién, 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 adicioné 20 ug de proteina N mas AIF, el promedio fue
0.350; el que contenia 40 ug de proteina N mas AIF presento un promedio de 0.320. En

los tratamientos con 20 ug y 40 ug de proteina N, el promedio fue de 0.280.
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Tabla 8. Promedio del titulo de anticuerpos generados por los diferentes tratamientos.

Grupos

Promedios + e.e.m.

1.-Aplicacién de 20 ug de proteina N, 3

dias antes de la vacunacion de PI3.

0.560; +0.120 **

2.- Vacuna de PI3 mas 20 ug de proteina

N,

0.280; +0.100

3.- Vacuna de PI3 mas 20 ug de proteina

N mas AIF.

0.350; +0.100*

4.- Vacuna de PI3 mas 40 pg de proteina

N.

0.280; +0.100

5.- Vacuna de PI3 mas 40 ug de proteina

N mas AIF.

0.320; +0.090

6.- Vacuna de PI3 mas 20 ug de proteina

N. Baculovirus recombinante.

0.600; + 0.090**

7.- Vacuna de P13 sola.

0.390; +0.100*

8.- testigo.

-0.000; +0.090

* p<0.05
** 1 <0.01

e.e.m error estandar de la media
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En la grafica 1 se observan los promedios de los titulos de anticuerpos en relacion a la
fecha de sangrado realizado a los animales de los diferentes grupos, asi se tiene que en
el dia 60 (4to sangrado) se presenta el promedio mas alto, el cual fue de 0.710, a éste le
continua el 3er sangrado que fue en el dia 45, con un promedio de 0.460, el siguiente
sangrado que continua es el 5to realizado el dia 90 ya que promedio 0.360, en los
sangrados 1y 2 tenemos promedios similares de 0.250, a éste le sigue el 6to sangrado
realizado el dia 120 el cual presentd un promedio de 0.220, y el de menor promedio que
fue el 7mo sangrado que se realiz6 el dia 150 con 0.110 de promedio. Aqui observamos
que en el dia 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 dia de sangrado
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DESAFIO DE LOS DIFERENTES GRUPOS DE HAMSTERS

El desafio de los hamsters se llevo a cabo el dia 150 pv. Posterior a ello, dos animales
de cada grupo se sacrificaron a los dias 3 y 6 posdesafio (pd) para tomar muestras de sus
pulmones. Cada muestra se lavéd y trituré para después inocularse en células MBDK.

Al realizarse la lectura a las 72 hrs de incubacion, se observo efecto citopatico positivo
en todos los grupos excepto en el 6 (tabla 9.1).

A las 144 hrs (sexto dia) el efecto citopatico se observo similar al de las 72 hrs. (Tabla
9.2).

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

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

Tabla 9.1. Presentacién del efecto citopatico producido en los diferentes grupos de
experimentacion a las 72 hrs en las células MBDK inoculadas con macerado de pulmén

de hamster de los diferentes grupos.

Grupo Efecto citopatico
2 +
3 +
4 +
5 +
6 -
7 +
8 +
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Tabla 9.2. Presentacion del efecto citopatico producido a las 144 hrs (sexto dia) en las

células MBDK inoculadas con macerado de pulmén de hamster de los diferentes grupos.

Grupo Efecto citopatico
3 +
4 +
5 +
6 -
7 +
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DISCUSION

El presente trabajo se realizé con la finalidad de evaluar la proteina 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 pais, pues esta enfermedad continla siendo un gran
problema en los hatos y para la economia del productor. El virus de PI3 junto con otros
virus del complejo respiratorio predisponen la invasion de bacterias, como Pasteurella,
Mainemia y Haemophilus, a las vias 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 proteina N del virus de la rabia como inmunomodulador
se han obtenido titulos de anticuerpos adecuados para la proteccién 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 motivo a realizar el
presente trabajo utilizando la vacuna experimental de PI3 bovina, arrojando buenos
resultados en respuesta humoral en los diferentes grupos de hamsters; los grupos con
mayor respuesta inmunoldgica fueron los que se inocularon con 20 ug de proteina N.

En este estudio se examind la respuesta serolégica de ocho grupos de hamsters
inoculados con una vacuna experimental de PI3 adicionada con diferentes cantidades de
proteina N del virus de la rabia.

Se observé que la vacuna de PI3 que contenia 20 ug de proteina N expresada por un
sistema Baculovirus recombinante, al igual que la vacuna que contenia 20 ug de proteina
N aplicada tres dias antes de la vacunacién presentaron la mayor respuesta humoral, la
cual se detecto mediante la prueba de seroneutralizacion en placa. Muy probablemente el

efecto producido por la proteina N obtenida en un sistema recombinante de Baculovirus
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(N-Bac), se debid a que este sistema produce una alta expresién de la proteina y que una
proteina recombinante obtenida mediante Baculovirus conserva la propiedad de producir
modificaciones post-traduccionales; aunque Astoul (1997) y Loza Rubio (2003) no
encontraron diferencias al usar proteina N obtenida de cultivos celulares 6 N-Bac.

El efecto de promocion de anticuerpos al aplicar la proteina N tres dias antes de la
vacunacion 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 algun
antigeno 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 dias antes de aplicar una vacuna de Lysteria
monocytogenes, demostrd conferir proteccion a ratones desafiados contra esta bacteria.

El titulo de anticuerpos producido por los hamsters 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 observo que la inclusion de 20 ug de
proteina N es la dosis que incrementé el porcentaje de proteccion (Astoul, 1996; Drings,
1999; Loza-Rubio, 2002). En otras especies (ratones y humanos) este efecto adyuvante
se ha explicado por la estimulacion inespecifica de las células T cooperadoras por las
cadenas VR del receptor de células T. A pesar de que los SAg se han involucrado con
enfermedades inmunes, en este frabajo nos enfocamos a valorar el efecto
inmunoestimulante de la proteina N del virus de la rabia, que aunque es un SAg, se
reporta como un mitdégeno débil, a diferencia de los SAgs bacterianos que se involucran
con intoxicaciones alimentarias y desdrdenes 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 proteina N del virus de la rabia ha dado resultados alentadores
en los hamsters para la proteccién contra PI3 bovina, gracias a esto tenemos otra arma
mas para seguir investigando sobre aspectos relacionados al control de esta enfermedad
respiratoria y asi 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 hamsters en el presente trabajo, la respuesta
de anticuerpos fue adecuada. Esto abre una alternativa para ser usada en el ganado, lo
que nos llevaria 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 asi 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, asi como en ovinos encontramos muchos problemas de morbilidad y mortalidad
por problemas respiratorios. En trabajos realizados por Rodger en la prevencién de las
enfermedades respiratorias con vacunas los a llevado a controlar la morbilidad vy
mortalidad en ovinos. (J. L. Rodger et al, 1989).

En el desafio de los hamsters los grupos que presentan efecto citopatico se debe a la
invasion 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
citopatico. El unico grupo capaz de evitar este efecto en las células fue el seis, el cual
contenia 20 ug de proteina N expresada por un sistema de Baculovirus recombinante, el
cual suponemos neutralizé al virus debido a la presencia de anticuerpos en el suero de los
hamsters.

En el desafio de los hamsters 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 desafio se utilizo el virus de PI3 puro y se expuso directamente por las vias
respiratorias de los hamsters. La respuesta que buscamos solo se presento en el grupo
seis, ya que fue el Unico 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 demas grupos si presentaron efecto citopatico en las células
MBDK. Lo que nos indica que no tenian las defensas adecuadas como para detener el
efecto citopatico en las células MBDK.

Los diferentes grupos de hamsters no presentaron los sintomas 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 recuperacién de los
hamsters después de la exposicién 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 seroneutralizacién en
placa, no al cien porciento pero si pudo haber intervenido en esta respuesta. Otro factor
es que el virus por si solo es dificil que provoque la enfermedad, ya que requiere de la
asociacion de bacterias y micoplasmas y de un medio ambiente adverso que provoque al
animal depresidn de su sistema inmunoldgico. Las condiciones en que estaban los
animales eran las mas adecuadas, teniendo un habitad lo mas confortable para ellos, al
igual que la alimentacién, 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 dias 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 proteina N como un adyuvante que pueda aumentar la

proteccion contra esta enfermedad.
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Los hamters murieron por el traumatismo provocado por la aguja al realizar el sangrado
ya que la puncion era intra cardiaca, lo que pudimos lesionar al corazén y a pulmones,
esto lo confirmamos ya que en ocasiones la muerte era durante o después de la puncion.

Seria necesario realizar ensayos complementarios con este adyuvante (proteina N)
utilizado en la vacuna de PI3, como estudios de costo beneficio sobre la produccion de la
proteina N, e investigar si estas moléculas son incapaces de producir algun tipo de
enfermedad autoinmune, como ocurre con los SAg bacterianos, a nivel histopatolégico y
molecular. Ademas esta vacuna requiere ser probada en el ganado, para saber si es
eficiente para producir una respuesta inmunolégica adecuada, como sucede con los

hamsters en el laboratorio.
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CONCLUSION

En el presente trabajo se concluyd que la proteina N del virus de la rabia utilizada como
adyuvante en la vacuna de PI3 provoca una respuesta inmunolégica en animales de
laboratorio (hamsters). Con 20 ug de proteina de Baculovirus recombinante se indujo una
respuesta humoral rapida, consistente y detectable hasta después de cuatro meses.
Asimismo la inyeccion de 20 pg de proteina N tres dias antes de la inoculacion de la
vacuna de PI3 produjo resultados alentadores; esta respuesta puede explicarse porque la
accion inmunomoduladora de la proteina N se ha explicado por ser un superantigeno.

La proteina N del virus de la rabia utilizada como inmunomodulador en la vacuna de
PI3 dio resultados alentadores a la respuesta inmune humoral de hamster contra esta
vacuna.

Las dosis con mejor resultados fueron la de 20 ug de proteina N usada tres dias antes
de la vacunacién contra el virus de PI3, y al adicionar 20 ug de una proteina N del

Baculovirus recombinante en comparacion a la vacuna sola.
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