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Desarrollo de procesos biotecnolégicos para la
produccidn heterdloga de proteinas del virus de

la rabia para su uso en medicina veterinaria.



Palabras clave: nucleoproteina, glicoproteina, inmunogenicidad, Pichia

pastoris, Escherichia coli.

Resumen

El virus de la rabia causa una forma letal de encefalomielitis tanto en seres
humanos como en animales. El control de la rabia canina, mediante
programas de vacunacion masiva y eliminacién de los perros callejeros,
puede reducir la incidencia de la rabia en humanos. En Argentina, las
campafias de vacunacion utilizan vacunas producidas en cerebro de ratones
lactantes, pero la produccion de estas vacunas involucra la manipulacion del
virus activo y es costosa; ademas, ha sido desaconsejada por la
Organizacion Mundial de la Salud. Debido a que la rabia afecta,
principalmente, paises en desarrollo, es necesaria una solucion econémica.
En este contexto, se estudid la produccion recombinante de las proteinas
mas inmunogénicas del virus de la rabia: la glicoproteina y la nucleoproteina,
en bacterias y levaduras, como alternativa al método actual de produccion.
Estos sistemas de expresion fueron seleccionados debido a las ventajas
técnicas que presentan: facil manipulacion, altos niveles de expresion de
proteinas y relativa sencillez para escalar.

Los resultados encontrados indican que las proteinas recombinantes
obtenidas se expresaron y purificaron de manera sencilla, pudiendo ser
usadas como fuente segura de antigeno en la produccion de una vacuna a

subunidades, para la prevencion de la enfermedad. La inmunogenicidad de



las proteinas recombinantes fue evaluada mediante el ensayo de potencia
del NIH, pero no se logré generar proteccion en los ratones. Sin embargo, las
proteinas recombinantes fueron capaces de producir anticuerpos especificos
contra las proteinas nativas del virus, aunque en un titulo menor al necesario
para generar proteccion ante un desafio viral. Estos resultados son
alentadores con vistas al futuro, debido a que mediante nuevos estudios,
incrementando las concentraciones de antigenos y utilizando otros
adyuvantes, seria posible alcanzar titulos de anticuerpos especificos a la

rabia capaces de producir proteccién ante un desafio viral.
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Biotechnological processes development for
heterologous production of rabies proteins for

its use in veterinary medicine



Key words: nucleoprotein, glycoprotein, immunogenicity, Pichia pastoris,

Escherichia coli.

Abstract

The rabies virus causes a lethal form of encephalomyelitis in both humans
and animals. The control of canine rabies, through vaccination programs and
eliminating stray dogs can reduce the incidence of human rabies. In
Argentina, vaccination campaigns use vaccines produced in the brain of
suckling mice. Production of this vaccine involves handling live virus and is
expensive. In addition, it has been discouraged by the World Health
Organization. Rabies is a worldwide disease which mainly affects developing
countries. Thus, an efficient and affordable solution is needed.

In this context, the production of the most immunogenic proteins of rabies
virus (the glycoprotein and the nucleoprotein) was studied in bacteria and
yeasts, as an alternative to the current vaccine production method. These
expression systems were selected due to the technical advantages they
present. easy handling, high levels of protein expression and relative
simplicity to scale.

Results show that the recombinant rabies proteins were expressed and
purified easily, and can be used as a safe source of antigen in the production
of a subunit vaccine, for the prevention of the disease. The immunogenicity of
the recombinant proteins was assessed by the NIH potency assay, but

protection was not achieved in the mice. However, the recombinant proteins



were able to produce specific antibodies against the native proteins of the
virus, although in a lower titer than necessary to generate protection against a
viral challenge. These results are encouraging for the future, because through
new studies, by increasing antigen concentrations or with the use of other
adjutants, it would be possible to reach specific titers of antibodies against

rabies capable of producing protection against a viral challenge.



INTRODUCCION

1.1 Rhabdovirus

1.1.1 Taxonomiay caracteristicas de la familia viral

El orden de los Mononegavirales esta formado por un amplio grupo de virus
con genoma de ARN de polaridad negativa y no segmentado. En la
actualidad, segun el International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
el orden incluye a ocho familias virales: Bornaviridae, Filoviridae,
Mymonaviridae, Nyamiviridae, Paramyxoviridae, Pneumoviridae,
Rhabdoviridae y Sunviridae.

La familia Rhaboviridae (del griego rhabdo, que significa barra) comprende a
una gran variedad de virus envueltos con genoma de ARN de cadena simple
y polaridad negativa, cuya morfologia es en forma de barra o bala (Wagner,
1987). Existen algunas excepciones de virus dentro de la familia cuyo
genoma se compone de ARN bipartito y que suelen no ser envueltos. La
familia incluye patdégenos de muchos animales y plantas, incluyendo los
seres humanos, animales de granja, peces y cultivos, con gran impacto en la
salud publica, veterinaria y en la agricultura. La via de transmision de los
rhabdovirus es muy variada (Kuzmin y col., 2008). La mayoria son
transmitidos mediante artropodos hacia otros hospedadores (animales,
plantas), otros pueden ser transmitidos mediante mordeduras o lameduras
entre mamiferos. Aquellos rhabdovirus que afectan peces son transmitidos
por el agua, mientras que algunos rhabdovirus de plantas se transmiten

mecanicamente por contacto directo.



Basados en andlisis filogenéticos, propiedades estructurales y antigénicas,
los rhabdovirus se encuentran agrupados en dieciocho géneros (Tabla 1)

(ICTV, Diciembre de 2017). A la fecha, se encuentran cuatro especies sin ser

clasificadas.
Género Canndgd Especie tipo Hospedadores Referencia
especies
. Almendravirus Puerto . Contreras y col.,
Almendravirus 5 Almendras Artropodos 2017
Curiovirus 4 Curionopolis curiovirus Artropodos Medelzrgi4y col.,
Cytorhabdovirus de la Dietzaen v col
Cytorhabdovirus 11 necrosis amarilla de la Plantas gOO g "
lechuga
: . Dichorhavirus de la . Dietzgen y col.,
Dichorhavirus 2 . A
I Vi mancha de la orquidea rtropodos 2014
. Ephemerovirus de la . Walker y
Ephemerovirus - . A |
P Vi 8 fiebre bovina nimaies Klement, 2015
Hapavirus 15 Hapavirus Flanders Artrépodos Gub;l(.)aly; col.,
Murciélagos,
Ledantevirus 14 Le Dantec virus insectos, roedores y Blasdztzlllyé col.,
humanos
Lyssavirus 14 Virus de la rabia Mamiferos Freuling y col.,
2011
Novirhabdovirus de la
Novirhabdovirus 4 necrosis hematopoyética Peces Kell y col., 2013
infecciosa
Nucleorhabdovirus 10 Nucleorhabd_owrus de la Artrépodos y Plantas Jackson y Li,
papa amarilla_enana 2016
Perhabdovirus 3 Perhabdovirus de la Peces Stone y col.,
perca 2013
Sigmavirus 7 Sigmavirus de Drosophila Artrépodos Longdon y col.,
melanogaster 2017
Sprivivirus 2 Sprivivirus de la carpa Peces Rua;g LCOI"
Sripuvirus 5 Niakha sripuvirus Insectos y lagartos Vasﬂe;lgig col.,
Tibrovirus 6 Tibrovirus Tibrogargan Artrépodos Stremzlgtljg/ col.,
Tupavirus 3 Tupavirus Durham Aves ICTV, 2015
Varicosavirus asociado a Savasa v col
Varicosavirus 1 las venas grandes de la Plantas yasay col.,
2005
lechuga
Vesiculovirus 16 Vesiculovirus Indiana Mamiferos, insectos | - Letchworth y
y peces col., 1999

Tabla 1. Géneros de la familia Rhabdoviridae (ICTV, Noviembre 2017).



1.1.2 Composicion y estructura interna del virién.

El virus de la rabia, al igual que todos los rhabdovirus, esta compuesto
principalmente por ARN (2-3%), proteinas (67-74%), lipidos (20-26%) e
hidratos de carbono (3%).

El virus presenta una estructura caracteristica en forma de bala o conica, con
un extremo semiesférico y el otro plano (Figura 1). Los viriones tienen una
longitud que oscila entre 130 y 250 nm, y un didmetro entre 60 y 110 nm

(Davies y col., 1963; Hummeler y col., 1967).

Figura 1. Micrografia electrénica de las particulas del virus de la rabia (Matsumoto, 1962).

El ARN viral se encuentra enrollado helicoidalmente y asociado a proteinas

formando el complejo ribonucleoproteico (RNP). El RNP se extiende a lo
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largo de la particula viral formando el esqueleto de la misma. El RNP esté
formado por el ARN viral junto con las proteinas nucleoproteina (N),
fosfoproteina (P) y polimerasa (L). El genoma de ARN es monocatenario y no
segmentado, y tiene una polaridad de sentido negativo. Esto implica que el
genoma no es infeccioso.

El extremo coénico de la particula viral est4 formado por siete vueltas de una
espiral antes de alcanzar el tronco cilindrico, que contiene aproximadamente
29 vueltas espirales (Ge y col.,, 2010). El extremo cénico representa
aproximadamente el 25 % de la longitud total del virién y el tronco cilindrico
el restante 75 %. El extremo 5' del ARN del virién se encuentra localizado en
el lado conico de la bala, mientras que el extremo 3' se sitla en la base del

tronco.

T4 . | Virion

Figura 2. Estructura interna del virion de la rabia (Wunner y col. 1988).
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En el interior del viribn se encuentra el RNP enrollado helicoidalmente con
una periodicidad de 7,5 nm por vuelta (Figura 2). EI RNP se asocia a la
proteina de matriz (M) para formar el esqueleto del virion (Mebatsion y col.,
1999). Una vez que las particulas virales maduran y brotan a través de la
membrana celular de la célula infectada, el esqueleto viral adquiere la
envoltura, formada por un bicapa lipidica de 7,5 a 10 nm de grosor que rodea
al viribn maduro. En la superficie externa de la envoltura viral, se encuentran
proyecciones que miden de 8,3 a 10 nm de longitud aproximadamente y

estan formadas por trimeros de la glicoproteina (G) (Gaudin y col., 1992).

1.1.3 Propiedades fisicoquimicas

Los rhabdovirus son relativamente estables en el ambiente, sobre todo si el
pH es ligeramente alcalino. Son virus termolabiles y sensibles a la irradiacion
ultravioleta de la luz solar. Son inactivados facilmente por desinfectantes a

base de detergentes y preparados que contienen yodo.

1.1.4 Genoma viral

El genoma de los rhabdovirus virus consiste en una Unica molécula de ARN
de cadena simple y polaridad negativa (con la excepcidon de los
Dichorhavirus que presentan ARN bipartito), con un tamafio que oscila entre
11 y 15 kb. Mas del 99 % del ARN gendmico (ARNg) de los Lyssavirus

(Figura 3) es codificante y consta de cinco genes en un orden altamente
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conservado (3'-N-P-M-G-L-5'). Estos, se encuentran flanqueados por dos
secuencias cortas regulatorias extragénicas que se denominan lider Le (del

inglés leader) y remolque Tr (del inglés trailer).

P H e« s
|

| Regiones intergénicas |

Figura 3. Organizacion gendmica de los Lyssavirus.

Le actia como promotor gendmico (Pg), dirigiendo la transcripcién de los
ARN mensajeros monocistronicos (ARNmM) y la sintesis del ARN
antigenémico de longitud completa (ARNag). El extremo 3' del ARNag (la
secuencia complementaria a Tr en el ARNg) funciona como promotor
antigenomico (Pag) y, a diferencia de Le, solo dirige la sintesis de ARNg de
longitud completa encapsidado por la nucleoproteina. Las secuencias
complementarias a Tr y Le, tienen una composicion similar. De hecho, en el
virus de la rabia los primeros 11 nucledétidos son idénticos (Tordo y col.,
1986, Tordo y col.,, 1988). Esta caracteristica, es muy comun entre los
mononegavirales y demuestra la importancia de las secuencias terminales

para el promotor (Whelan y col., 2004).

1.1.5 Proteinas
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El virion de la rabia presenta cinco proteinas. Las proteinas N, P y L se
encuentran asociadas al ARN viral formando el RNP, mientras que las
proteinas M y G estan asociadas a la envoltura lipidica que rodea al RNP
(Figura 4).

Las proteinas N, P y L estan involucradas en la actividad ARN polimerasa del
virion. N y P se encuentran fosforiladas en el virus de la rabia, a diferencia
del resto de los rhabdovirus, donde sélo P esté fosforilada (Gupta y col.,
2000; Sokol y col.,, 1974). La proteina mas abundante del RNP es la
nucleoproteina N con 1325 copias, seguida de la P con 691 copias y la L con
25 copias (Flamand y col., 1993).

La proteina M se encuentra asociada en un extremo con la glicoproteina G
en la envoltura viral, mientras que el resto se encuentra en el interior del
virion, donde interactda con la nucleoproteina N y funciona como nexo entre
el RNP y la envoltura viral (Guichard y col., 2011). La capacidad de asociarse
con el RNP y con la G, le permite tener un rol importante en el proceso de
brotacion de la progenie viral en la membrana celular de las células
infectadas (Mebatsion y col., 1999). La G, Unica proteina que se encuentra
glicosilada, se asocia en trimeros en la superficie del virion formando
proyecciones en forma de espiculas (Gaudin y col., 1992). La glicosilacion es
de tipo ramificada y representa un 10-12 % de la masa total de la G. El
namero de copias de G y M por viribn se estima en 1205 y 1148,
respectivamente (Flamand y col., 1993). Esto supone un nimero aproximado

de 400 espiculas en la superficie de cada virion.
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-4

Glicoproteina (G)

1000000000
L0

Proteina de
matriz (M)

-9

Complejo Fosfoproteina (P)
Ribonucleoproteico
(RNP)

Nucleoproteina (N)

Figura 4. Organizacion estructural del virus de la rabia

(http://viralzone.expasy.org/all_by_species/2.html).

La nucleoproteina N del virus de la rabia de la cepa Pasteur contiene 450
aminoacidos y un tamafio aproximado de 51 kDa. La secuencia de
aminoacidos de N es la mas conservada entre las proteinas de los lyssavirus
(Marston y col., 2007). Esta elevada conservacion radica principalmente en
las regiones que interactian especificamente con el ARN viral. Sin embargo,

existe un grado relativamente alto de diversidad genética en segmentos
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cortos entre distintos genotipos (Bourhy y col., 1993; Bourhy y col., 1999;
Kissi y col., 1995). Estas pequefias variaciones genéticas, proporcionan sitios
especificos de unidon (o epitopes) de anticuerpos monoclonales anti N,
permitiendo diferenciar entre distintas cepas del virus de la rabia (Dietzschold
y col., 1987; Flamand y col., 1980; Smith, 1989).

La nucleoproteina N es fosforilada en el residuo serina de la posicion 389
(S389) por una casein quinasa celular Il (Gupta y col.,, 2000); esta
fosforilacion estabiliza la interaccion entre Ny P en el RNP (Toriumi y Kawai,
2004). Ademas, algunos estudios sugieren que la fosforilacion de N cumple
un rol importante en la regulacion de la transcripcién y replicacién del ARN
viral (Liu y col., 2004; Yang y col., 1999). En cuanto al aspecto inmunoldgico,
la nucleoproteina N es una proteina de gran interés ya que genera inmunidad
contra un desafio de virus rabico en animales (Dietzschold y col., 1987). N es
el principal objetivo para linfocitos T-helpers (Celis y col., 1988) y presenta
varias caracteristicas que hacen que funcione como superantigeno exogeno
(Lafon y col.,, 1992): es un potente activador de linfocitos periféricos en
vacunas humanas; aumenta y acelera la respuesta de neutralizacion viral
mediada por anticuerpos en vacunas antirrabicas inactivadas; genera la
expansion y movilizacion de células T CD4+ para activar y soportar la
neutralizacion viral; y tiene la capacidad de unirse a antigenos de HLA clase
Il expresados en la superficie de las células.

La P del virus de la rabia de la cepa Pasteur esta formada por 297

aminoacidos, con un tamafio aproximado de 38 kDa y es la menos
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conservada entre las proteinas rabicas. Es una proteina multifuncional:
interactda con N para formar el complejo N-P; funciona como chaperona para
las nuevas moléculas de N sintetizadas previniendo su autoensamblado
(polimerizacidn); evita la union inespecifica de N al ARN celular (Mavrakis y
col., 2003), dirigiendo la nucleoproteina N encapsidacién del ARN viral
(Chenik y col.,, 1994; Gigant y col., 2000); funciona como cofactor no
catalitico en el complejo P-L durante la transcripcion y replicacion del
genoma viral; estabiliza a L, localizando al complejo P-L sobre el ARN,
debido a que L es incapaz de hacerlo sola (Chenik y col., 1994; Fu y col.,
1994).

La interaccion simultanea de P con N y L, es posible debido a que P presenta
dos dominios especificos separados de union a estas proteinas. Durante la
formacion del RNP de la progenie viral, es necesario que P se una a L para
producir el RNP activo.

La L del virus de la rabia de la cepa Pasteur contiene 2142 aminoacidos y
tiene un tamano de 244 kDa aproximadamente. Forma el componente
catalitico del complejo de la polimerasa que participa en la transcripcion y
replicacion del ARN viral. L tiene un rol muy importante al inicio de la
infeccién, dando comienzo a la transcripcién primaria del ARNg, luego de
gue se libere el RNP en el citoplasma de la célula infectada. Las principales
actividades de L incluyen la iniciacion y elongacion de los ARNm, las
modificaciones cotranscripcionales de los ARNm que incluyen la capsulacion

en el extremo 5', la metilacién y la poliadenilacion en el extremo 3'.
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La M del virus de la rabia de la cepa Pasteur esta compuesta por 202
aminoacidos, tiene un tamafo aproximado de 25 kDa (Tordo y col., 1986), y
existe en dos isoformas. La isoforma mayor de 24 kDa (Ma) representa el 70-
75 % del total de M en el virion mientras que la forma menor de 23 kDa (MB)
representa el 25-30 % (Ameyama y col.,, 2003). M forma dimeros que
interactdan intensamente con G (Nakahara y col., 2003). Cumple la funcién
de unirse y condensar al RNP naciente, originando RNP-M en forma de
espiral, formando una envoltura alrededor de RNP con el esqueleto en forma
de bala del virion. Aproximadamente 1200 copias de moléculas de M se unen
al nacleo RNP. Ademés, M media la unién de la estructura a la membrana de
la célula huésped, donde se inicia la brotacion del virus (Mebatsion y col.,
1999). Para ello, M (unida al RNP) interactua con el dominio citoplasmatico
de G, aumentando considerablemente la eficacia de la brotacion de los
viriones (Mebatsion y col., 1999).

La glicoproteina G del virus de la rabia de la cepa Pasteur estd compuesta
por 524 aminoécidos, incluyendo 19 aminoacidos en el extremo N-terminal
correspondientes a un dominio de péptido sefial (PS). Este permite la
insercion en la membrana, dirigiendo a la proteina naciente por la via reticulo
endoplasmatico (RE), aparato de Golgi (donde es clivada del extremo N-
terminal) y finalmente membrana plasmatica (Conzelmann y col., 1990; Tordo
y col., 1988). La glicoproteina G madura tiene 505 aminoacidos y un peso
aproximado de 60 kDa. Es una glicoproteina de membrana de tipo |, que

presenta tres dominios: un ectodominio N-terminal de 439 aminoacidos que
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se extiende hacia afuera de la superficie de las particulas virales maduras,
un dominio transmembrana de 22 aminoéacidos, y un dominio citoplasmatico
de 44 aminoacidos en el extremo C-terminal. La glicoproteina G se asocia en
trimeros en el aparato de Golgi, que luego dan lugar a las espiculas de 8,3
nm que se encuentran incrustadas en la superficie del virion (Gaudin y col.,
1992; Whitt y col., 1991). ElI dominio citoplasmatico interactia con M para
completar el ensamblado del viriébn. El ectodominio es responsable de la
interaccién con los receptores celulares dirigiendo al virus a las células
apropiadas a infectar (Sissoeff y col., 2005). Ademas, promueve la fusion
inducida de la envoltura viral y la membrana endosomal en la fase temprana
del ciclo celular (Albertini y col., 2012). Inmunologicamente, el ectodominio es
muy importante ya que induce la respuesta inmune humoral en el huésped
luego de la infeccion, siendo el blanco principal de los anticuerpos
producidos asi como de los linfocitos citotoxicos y helpers especificos (Celis
y col., 1988; Macfarlan y col., 1986). Para que la glicoproteina G se exprese
y funcione normalmente, es necesario que Sse encuentre correctamente
glicosilada. Los oligosacaridos o glicanos asociados, se encuentran ligados a
residuos de asparagina (N en cédigo de una letra) y se dice que es una N-
glicosilacidon. Las secuencias de glicosilacion son NXS (asparagina-cualquier
aminoacido distinto de prolina-serina) o NXT (asparagina-cualquier
aminodcido distinto de prolina-treonina) (Shakin-Eshleman y col., 1992). Las
moléculas de G pueden tener uno, dos o tres (y a veces cuatro) sitios de N-

glicosilacién por molécula dependiendo de la cepa del virus (Wunner y col.,
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1985). Los glicanos se pre sintetizan en la célula y se transfieren desde un
precursor lipidico (Glc3Man9GIcNAc2) a las secuencias especificas de N
glicosilacion de la glicoproteina G naciente, gracias a la accion de la enzima
oligosacaril transferasa. La transferencia ocurre cuando la proteina, que se
sintetiza en los ribosomas asociados al RE, comienza a plegarse co-
traduccionalmente y durante la translocacion a la membrana citoplasmaética.
Luego de que el nucleo-oligosacarido precursor se transfiere, el oligosacéarido
triglucosilado rico en manosa se recorta y procesa en el lumen del RE y Golgi
para formar el oligosacarido monoglucosilado de la molécula glicoproteina G
madura. La glicosilacién en el residuo N319 es esencial para el plegado
correcto y completo de la glicoproteina G naciente y se requiere para el
transporte posterior a la superficie celular; es por ello que se conserva en
todos los genotipos de virus.

Si bien en la infeccion por rabia todos los componentes virales influyen sobre
la patogenia viral (Faber y col., 2004, Morimoto y col., 2000), la glicoproteina
G es crucial para la eleccion de la via de neuroinvasion (Ilto y col., 2001)
determinando si el virus causard una infeccion letal. Esto se debe a la
interaccion temprana de las espiculas de G con receptores especificos en

células neuronales (Lafon, 2005).

1.1.6 Transcripcién
Los genes del virus de la rabia son transcriptos por la ARN polimerasa L,

dando lugar a los ARNm virales que luego son traducidos por la maquinaria
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celular de la célula infectada. Los ARNm formados, presentan un capuchén
en el extremo 5' formado por una molécula de 7 metil-guanina que facilita el
inicio de la traduccion. La transcripcidbn comienza en el promotor genémico
localizado en el extremo 3'y de manera secuencial (Flamand y Delagneau,
1978).

Los genes codificantes estan separados por secuencias sefial conservadas,
que dirigen la actividad de L durante la transcripcién y son ignoradas durante
la replicaciéon del ARN. Estas sefiales, consisten en una secuencia de parada
y poliadenilaciéon para el ARN, rio arriba, seguida de una secuencia de
iniciacién para el ARN rio abajo. Las secuencias de parada e iniciacion se
encuentran separadas por secuencias intergénicas no transcriptas. En el
virus de la rabia, las sefales de parada / poliadenilacion constan de una serie
de 7 residuos uracilo (3‘-...ACUUUUUUU...-5"). Cuando la ARN polimerasa
llega a esta sefial, va hacia adelante y atras, repetidamente, generando una
cadena de 50 a 150 nucleétidos de adenina (poli A) (Barr y col., 1997). A
continuacion, L libera el ARNm poliadenilado recién generado e inicia la
transcripcion del gen rio abajo en la siguiente sefial de inicio conservada
(3...UUGURRNGA...-5', donde R = G o A, N = cualquier nucleétido). El
reinicio implica la adicion del capuchén en 5' de 7 metil-guanilato por la
proteina L (Lij y col., 2008). La sefal de parada / poliadenilacion en el gen L
(dltimo gen del genoma) no esta seguida por una sefial de reinicio, lo que

implica que la secuencia Tr rio abajo no es transcripta.
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Debido a que L se une y comienza a funcionar en el extremo 3' del genoma,
y eventualmente puede disociarse al final de cada gen, se genera un
gradiente de transcripcion, donde los ARNm mas cercanos al extremo 3' se
sintetizan en mayor cantidad. De esta manera, el virus puede alcanzar
niveles diferenciales de expresiéon de sus productos génicos. Ademas, la
longitud de las secuencias intergénicas se correlaciona con la capacidad que
tiene la polimerasa para disociarse; si las secuencias intergénicas son cortas
(2 a 5 nt), no se produce la disociacion de la polimerasa, como ocurre entre
los genes N/P, P/IM y M/G. En cambio, la secuencia intergénica de 24 nt
entre los genes G/L provoca un elevado grado de disociacion, generando

una regulacion hacia abajo en la expresion del gen L (Finke y col., 2000).

1.1.7 Replicacién

La replicacion del genoma viral (ARNg) comienza con la sintesis del
antigenoma completo (ARNag), que actia como molde de replicacion. En
este caso, L funciona como replicasa en vez de transcriptasa, ignorando las
secuencias intergénicas que regulan la transcripcion. La sintesis es
dependiente de un cebador de ARN y comienza en el extremo 3’ del ARNg,
produciendo el extremo 5 del ARNag. A medida que va ocurriendo la
elongacién del ARNag, éste es encapsidado por moléculas de N, que
previamente se encuentra asociada a P. Si la cantidad de N y P asociadas es
suficientemente elevada, la sintesis del ARNag encapsidado ocurre

progresivamente hasta que se alcanza el extremo 5’ del molde de ARNg. El
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ARNag encapsidado por N (N-ARNag) puede dirigir la sintesis del ARNg
encapsidado por N (N-ARNg), siempre y cuando la cantidad de N sea lo
suficientemente elevada (Blumberg y col., 1983).

El Pag de los rhabdovirus es mucho mas activo dirigiendo la replicacion que
el Pg, generando en las células infectadas una cantidad abrumadora de N-
ARNg, util para la transcripcién, replicacion y ensamblado de la progenie
viral. De hecho, el ARNg representa el 98 % del ARN total en células
infectadas con el virus de la rabia (Finke y Conzelmann, 1999; Whelan y col.,

2004).

1.1.8 Ciclo viral

El ciclo viral de los rhabdovirus (Figura 5) puede dividirse en tres etapas.

La primera etapa o fase temprana, involucra la adhesion del virus a los
receptores, el ingreso, y el desnudamiento de las particulas virales en el
citoplasma de las células susceptibles. La segunda etapa o fase media,
incluye la transcripcion y replicacion del genoma viral, y la traducciéon de las
proteinas virales. En la tercera etapa o fase tardia ocurre el ensamblaje del

virus y la liberacion de las células infectadas.

Fase temprana: La infeccion comienza con la adhesion del virus a la
superficie de la célula susceptible y la penetraciéon a través de la via de
transporte endosomal (Le Blanc y col., 2005). El virus se adhiere a un

receptor o unidad receptora celular (URC) en la superficie celular que permite
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su entrada en las células susceptibles. Si bien diversas moléculas
localizadas en la superficie celular pueden actuar de receptores en la union
del virus de la rabia (lipidos, gangliésidos hidratos de carbono y proteinas),
ninguna mostrd ser especifica (Broughan y Wunner, 1995; Conti y col., 1988;
Wunner y col., 1984). Las URC méas conocidas son: el receptor nicotininico
de acetilcolina (nAChR), encontrado en las uniones neuromusculares (Lewis
y col.,, 2000); la molécula de adhesion celular neuronal (NCAM) CD56,
localizado en la superficie celular de las lineas celulares susceptibles al virus
de la rabia (Thoulouze y col., 1998); y el receptor de neurotrofina de baja

afinidad (p75NTR) (Langevin y Tuffereau, 2002).
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Figura 5. Ciclo de replicacion de un rhabdovirus (Jackson, 2013:
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Luego de la union del virus al receptor o receptores, éste es internalizado por
endocitosis o viropexis. Dentro del compartimiento endosomal y debido al
bajo pH (entre 6,3 y 6,5), la glicoproteina G se activa y adopta un estado
hidrofébico, exponiendo un dominio fusogénico que interactia con la
membrana endosomal y provoca el desnudamiento del virus con la liberacion

de la ribonucleocéapside en el citoplasma de la célula infectada.

Fase media: Esta etapa comienza con la relajacion del RNP-M, mediante la
disociacion de M durante el desnudamiento, dando lugar a una hélice en
espiral (Iseni y col., 1998), permitiendo que los eventos de transcripcion y
replicacion del ARN viral se lleven a cabo.

El RNP actia de molde en la transcripcion primaria, que corresponde a la
sintesis de ARNm para formar aproximadamente 50 complejos de L-P que se
asocian al RNP. Los transcritos de ARNm monocistrénicos, con el capuchén
en 5 y poliadenilados en 3’, son producidos a partir del modelo de
parada/reinicio generando el gradiente de transcripcion. A continuacion,
estos ARNm son utilizados como moldes para traducir las proteinas virales,
mediante la maquinaria de la célula hospedadora (Flamand y Delagneau,
1978; Holloway y Obijeski, 1980). Los ARNm para la glicoproteina G son
traducidos en polirribosomas asociados a membrana. A medida que la
glicoproteina G esté siendo traducida, es insertada en el limen del RE donde
ocurre la formacién de los puentes di sulfuro, la N-glicosilacion en los

residuos asparagina especificos y el plegado correcto de los mondmeros,
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gracias a chaperonas moleculares disponibles que luego se asocian dando
lugar a homotrimeros (Gaudin y col., 1992; Whitt y col., 1991). El
procesamiento final de las cadenas laterales de hidratos de carbono unidas a
N, tiene lugar en el aparato de Golgi. Los cuatro ARNm virales restantes (N,
P, My L) son traducidos en polisomas libres en el citoplasma.

La acumulacion de las proteinas virales N y P, permite iniciar la replicacion
con la sintesis del ARNag de longitud completa, que es N encapsidado a
medida que es producido. El ARNag-N formado sirve de molde para la
replicacion del ARNg de longitud completa, y también para la transcripcion
secundaria y expresion de proteinas.

La acumulacion de proteinas genera cuerpos de inclusion citoplasmaticos
que incrementan de tamafo con el tiempo. Estos cuerpos de inclusion, que
en las células neuronales se conocen como cuerpos de Negri (Kristensson y
col., 1996), son rapidamente detectables por tincidon y son utilizados para el
diagnéstico de infeccion por rabia. Los cuerpos de inclusion estan
compuestos en gran parte de N y P, pero ademas contienen L (Finke y col.,
2004) y moléculas recién sintetizadas de ARNg, ARNag y ARNm (Lahaye y

col., 2009).

Fase tardia: El ensamblaje del virus comienza en la fase media (y continla
también en la fase tardia) con la nucleoproteina N encapsidacion del ARNg y
la formacion del RNP, que necesita previamente de la acumulacién de N, P y

L (Iseniy col., 1998; Liu y col., 2004; Mavrakis y col., 2003).
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La proteina multifuncional M, que se encuentra soluble en el citoplasma,
tiene un rol crucial en las etapas que llevan a la formacién de la progenie
viral. En premier lugar, la asociaciéon de M al RNP recién formado altera el
balance entre la transcripcion y replicacion del ARN, inhibiendo la
transcripcion y estimulando la replicacion (Finke y col., 2003; Ito y col., 1996).
Ademés, M conduce al RNP enrollado hacia la membrana celular donde se
concentran unidades de trimeros de G glicosilados e interactia con G
(Mebatsion y col., 1999). Finalmente, M altera la estructura del RNP
estimulando su condensacion que inhibe la actividad de la polimerasa. En
esta Ultima funcién M es envuelta por la membrana celular dando inicio al
proceso de brotacion viral (Mebatsion y col., 1996; Mebatsion y col., 1999;
Nakahara y col., 2003).

En las etapas finales del ciclo viral, los viriones maduros adquieren su
envoltura lipidica cuando la estructura del RNP-M brota a través de la
membrana de la célula huésped. También puede suceder la maduracion
intracelularmente, debido a la brotacion a través del RE o del aparato de
Golgi (Finke y col., 2010). Durante la brotacion, ocurre la interaccién de G
con M, que permite estabilizar los trimeros de G en la superficie del viridn
para producir un brote eficiente. Si la brotacién ocurre en una zona de la
membrana plasmatica (o del RE o Golgi) donde se encuentran trimeros de G
glicosilados, se produciran viriones infectivos que lleven espiculas de
trimeros de G ancladas en la envoltura viral (Whitt y col., 1991). Sin embargo,

esto no excluye a la posibilidad de que puedan ocurrir brotes de viriones
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defectivos en zonas de la membrana celular que se encuentren libres de G
(Mebatsion y col.,, 1996; Mebatsion y col.,, 1999). Si ocurre esto, se
produciran viriones libres de espiculas que no seran infecciosos (Mebatsion y
col., 1996). Si la brotacion ocurre desde las membranas del RE o el Golgi, los
viriones se introducen en vesiculas formadas por estas membranas que

pueden ser secretadas de las células a través de esta via de secrecion.

1.2 Virus de larabia

1.2.1 Historia

La rabia es una de las enfermedades virales mas viejas de la cual se tiene
registro. Los antiguos griegos utilizaban la palabra lyssa para referirse a la
rabia en perros, que significa ira o furia. En escritos de Demodcrito,
Aristoteles, Hipocrates y Celsus se describen las caracteristicas clinicas de la
rabia (Fleming, 1872). Aristételes escribio: “la enfermedad es fatal para el
perro y para cualquier animal que pueda morder, excepto del hombre”
(Wilkinson, 1977). En el afio 100 AC, el médico Celsus describié la rabia
humana y utilizé el término hidrofobia, que es una palabra derivada del
griego y significa “miedo al agua”. Celsus reconocié que la saliva del animal
mordedor contiene al agente venenoso: “la mordida tiene mayormente
veneno”. Ademas, recomendod el tratamiento de las lastimaduras debidas a
mordeduras de perros rabiosos con agentes causticos, quemando, cortando

y succionando (Fleming, 1872).
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En el ano 1546, el médico italiano Girolamo Fracastoro afirmé: “Dado que
este contagio no es comunicado por fomes y no es producido en la piel por
simple contacto, sino que requiere de laceracion en la piel, debemos suponer
que sus gérmenes No SoN muy Viscosos Yy que son demasiados gruesos para
poder establecerse en los poros” (Wright, 1930). Independientemente que no
se sabia de la existencia de los virus, Fracastoro tenia un correcto
conocimiento del agente causal de la rabia. Ademas, escribié acerca de la
rabia humana.

En el afio 1769, el patélogo y padre de la anatomia patoldégica John Morgagni
especulé que “el virus de la rabia parece que se propaga a través de las
fibras nerviosas y no a través de las venas hacia sus origenes” (Alexander,
1960).

En el afio 1793, John Hunter propuso estudiar la transmision de la rabia entre
diferentes especies. Sugirié que la transmision por incision y transferencia de
saliva infectada en el sitio de corte podria ser factible (Hunter, 1793).

En el afo 1804, Georg Gottfried Zinke demostré por primera vez la
naturaleza infecciosa de la rabia (Zinke, 1804). Para ello, tom0 saliva de un
perro rabioso, la depositd en incisiones que habia hecho en perros, gatos y
conejos sanos, y comprobd que los animales desarrollaron posteriormente la
enfermedad (Wilkinson, 1977).

En 1821, el neurofisidlogo francés Francois Magendie reportd la transmision
de la rabia de un humano hacia un perro mediante la inoculacion de la saliva

humana en el animal (Magendie, 1821).
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En el afio 1879, el profesor de una escuela veterinaria Pierre Victor Galtier
utilizé conejos en sus experimentos con rabia debido a que eran mas déciles,
menos peligrosos, mas sencillos para mantener y mas econémicos que los
perros y gatos. En los conejos estudiados, observo las caracteristicas
paraliticas y convulsivas de la enfermedad, y una reduccion del periodo de
incubacion de un mes aproximado a 18 dias en perros en promedio (Galtier,
1879). Poco después, este modelo experimental fue utilizado por Louis
Pasteur.

Louis Pasteur fue un cientifico multidisciplinario francés que, en el afio 1881,
desarroll6 una técnica para transmitir el virus de la rabia entre animales
mediante la inoculacion de tejido cerebral de un perro rabioso, extraido
asépticamente, en cerebros de otros perros sanos (Pasteur y col., 1881). De
esta manera, se redujo el periodo de incubacién de un mes a menos de tres
semanas, respecto a perros infectados por mordeduras. Posteriormente,
observé una reduccion progresiva en el periodo de incubacion hasta un limite
de 6 a 7 dias, en el que el virus y el periodo de incubacién se convirtieron en
"fijos" (Pasteur, 1885). Este virus fijo demostré ser mas neurovirulento que el
virus salvaje, tener un periodo de incubacién menor y reproducible. Ademas,
observé que los pasajes sucesivos del virus en el sistema nervioso central
(SNC) produjeron la atenuacion del virus luego de una inoculacién periférica
(Pasteur y col., 1884). El 6 de julio de 1885, Pasteur inicié el tratamiento de
un nifio de 9 afios llamado Joseph Meister, que habia sido gravemente

mordido dos dias antes por un perro rabioso, ocasionandole mas de una



30

docena de mordeduras (superficiales y profundas) en muslos, pantorrillas y
dedos. El tratamiento consistio en 13 inoculaciones con material infectado de
médula espinal de conejo a los 11 dias post infeccion. Utilizo tejido de la
médula espinal debido a que presentaba un mayor titulo viral respecto al del
tejido cerebral. El tejido de la médula espinal utilizado contenia virus fijo, que
habia sido previamente pasado en conejos y luego parcialmente inactivado
por periodos de desecacion de entre 15 dias para la primera dosis y 1 dia
para la dltima dosis (Pasteur, 1885). Joseph Meister nunca desarrolld la
rabia.

En 1886, Pasteur inform¢ los resultados del tratamiento de 350 casos, donde
s6lo una persona desarrollo la rabia (Steele, 1975). Este individuo, fue un
nifio que inicié el tratamiento 36 dias luego de ser mordido. Afios posteriores,
cientos de miles de personas con potenciales exposiciones a la rabia fueron
inmunizadas con las vacunas desarrolladas en el Instituto Pasteur de Paris,
fundado en noviembre de 1888 y con sedes en otros lugares del mundo.

En al afio 1889, Di Vestea y Zagari demostraron el desarrollo de la rabia
luego de la inoculacion del virus en los nervios ciaticos de conejo y perro.
Ademas, comprobaron que la muerte podria prevenirse seccionando y
cauterizando el nervio luego de la inyeccion (Di Vestea y Zagari, 1889). Por
altimo, sefialaron que los signos clinicos dependian de la localizacion del
nervio inoculado y del sitio en el que éste entraba en el SNC.

En el afio 1903, el patdlogo y microbibélogo italiano Adelchi Negri aporto los

primeros conocimientos acerca de la interaccion del virus con la célula
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nerviosa en el cerebro de animales infectados por rabia (Negri, 1903).
Mediante el método de tincion de Mann en neuronas del asta de Ammon,
observé cuerpos de inclusion eosindfilos citoplasmaticos (hoy llamados
corpusculos de Negri) en cerebros de perros rabiosos (Kristensson y col
1996). Estos cuerpos de inclusion los denomind Neurocytes hydrophobiae
(suponiendo que se debian a organismos protozoarios), y propuso que la
deteccién de éstos podria ser utilizada para el diagnéstico de la rabia.

En el afio 1903, el bidlogo y médico francés Paul Remlinger demostrd la
filtrabilidad del virus de la rabia (Remlinger, 1903). El ensayo consisti6 en
mezclar un homogenato cerebral conteniendo el virus de la rabia con un
cultivo virulento del agente de colera de gallina (Pasteurella multocida), filtrar
con un ultrafiltro e inocular el filtrado en conejos. La ausencia de Pasteurella
en los conejos inoculados confirmo el éxito de la ultrafiltracion, mientras que
su posterior muerte por rabia demostré que el agente etiologico de la rabia
era ultrafiltrable.

En el afio 1911, David Semple disefio un método para preparar una vacuna
inactivada derivada de tejidos nerviosos de animales infectados debido a las
complicaciones neuroparaliticas que solian presentar las vacunas
antirrabicas de Pasteur. Para ello, inactivd al virus usando &cido carbolico
(Semple, 1911). La vacuna Semple fue ampliamente utilizada en muchos
paises durante varias décadas.

En el afio 1925, Goodpasture inoculé el virus salvaje de la rabia en el

musculo masetero de conejos para determinar si el virus se diseminaba a
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través de cilindros axiales o dentro de los espacios linfaticos perineurales.
Concluyé que el virus de la rabia pasa a través de los axones produciendo
cambios degenerativos dentro de estas estructuras (Goodpasture, 1925).

En 1958, Goldwasser y Kissling utilizaron la inmunofluorescencia indirecta
con el fin de identificar antigenos del virus de la rabia en preparados de
tejidos cerebrales infectados con virus de la rabia fijjo y salvaje. Para ello,
utilizaron suero humano anti virus de la rabia como anticuerpo primario y
como anticuerpo secundario inmunoglobulinas de conejo anti humano
conjugadas con fluoresceina. Observaron que la cantidad y distribuciéon de
los cuerpos fluorescentes coincidia con la presencia de corpusculos de Negri
en la infeccion por el virus salvaje (Goldwasser y Kissling, 1958). Con los
afnos, ésta técnica se utilizaria para el diagnostico de la rabia.

En el afio 1962 y, gracias al desarrollo de la microscopia electronica, Seiichi
Matsumoto encontré6 densas masas homogéneas en el citoplasma de
neuronas de cerebros de ratones infectados con virus rabico salvaje. Estas
estaban compuestas de agregados filamentosos en forma de matriz
asociados con particulas alargadas de tipo baston con un ancho de 120 nmy
propuso gue se debian a viriones rabicos (Matsumoto, 1962).

En el afio 1965, Miyamoto y Matsumoto estudiaron la naturaleza de los
corpusculos de Negri, comparando tejidos cerebrales de ratones infectados
con virus salvaje. Descubrieron que los corpusculos de Negri correspondian
a matriz citoplasmatica, proporcionando evidencia de que estan relacionados

con la replicacion viral (Miyamoto y Matsumoto, 1965).
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En el afio 1965, Johnson demostré la propagacion secuencial del virus de la
rabia en los huéspedes a lo largo del tiempo, proporcionando conocimiento
sobre la patogénesis de muchas infecciones virales. Los resultados
demostraron que el virus de la rabia es altamente neurotrépico y se propaga
secuencialmente por el sistema nervioso, luego de ser inoculado por dos
rutas diferentes. Un resultado trascendental fue que no se detect6 virus en
sangre o visceras luego de la inoculacién. Ademas, se previno el desarrollo
de la enfermedad mediante la amputacion de los pies o seccionamiento del
nervio ciatico, demostrando que el virus de la rabia se propaga por una via
neuronal en el sistema nervioso periférico y central (Johnson, 1965).

En 1973, Murphy logro dilucidar el camino del virus desde que infecta hasta
que alcanza el SNC (Murphy y col., 1973). Determinaron la presencia del
virus sucesivamente en células musculares proximas al sitio de inoculacion,
hilos neuromusculares y neurotendinales cercanos, nervios periféricos,
neuronas ganglionares de la raiz dorsal y axones, concluyendo que el virus
de la rabia se disemina al SNC en el axoplasma de los nervios periféricos.
Una vez establecida la infeccion en el SNC, encontraron particulas virales en
el ojo y multiples 6rganos (intestinos, médula suprarrenal, pancreas, tejido
adiposo marrén, miocardio, papilas gustativas, epitelio olfatorio, glandulas
salivares y terminaciones nerviosas asociadas). Esto indica la propagacion

neural periférica centrifuga de la infeccion viral (Murphy y col., 1973).
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1.2.2 Epidemiologia

La rabia es una enfermedad viral que causa una forma letal de
encefalomielitis en seres humanos y animales susceptibles al virus del
género Lyssavirus. La especie tipo del género es el virus de la rabia, que se
encuentra distribuido en todo el mundo (figura 6), siendo mantenido en
diversas especies de mamiferos dentro de los 6rdenes Carnivora y
Chiroptera, mientras que los seres humanos no contribuyen al mantenimiento
de los lyssavirus y se consideran huéspedes finales o sin salida. EI nimero
anual de muertes humanas en todo el mundo por rabia se estima en 59.000
(Hampson y col.,, 2015). La mayoria de ellas, ocurre en paises

subdesarrollados o en desarrollo, donde la rabia canina es endémica.

0000
0000 0

§ == Y

B Moderate risk P
— ) 4
) [ Lowrisk P
N [ Norisk [
2] Not applicable

Figura 6. Distribucion mundial del virus de la rabia, OMS 2015.
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El virus de la rabia (RABV) representa al genotipo 1 (GT 1), histéricamente
serotipo 1 (ST 1), y estd compuesto por un conjunto de virus relacionados
capaces de iniciar una enfermedad neuroldgica fatal aguda en los
mamiferos. Este grupo es responsable de la mayoria de las muertes por
rabia de seres humanos y animales a lo largo de la historia. El término
genotipo se ha aplicado a los lyssavirus ya que las técnicas moleculares
reemplazaron al serotipado como método de clasificacion (Bourhy y col.,
1993).

El virus del murciélago de Lagos (LBV) representa al genotipo 2 (GT 2) y se
encuentra en murciélagos pteropodos del Africa subsahariana con derrames
infrecuentes en otras especies (Markotter y col., 2008).

El virus Mokola (MOKYV) representa al genotipo 3 (GT 3) y su reservorio
natural sigue siendo una incognita; sin embargo, se han realizado
aislamientos virales desde musarafias, gatos, perros, roedores y dos
humanos en el Africa subsahariana (Sabeta y col., 2007).

El virus Duvenhage (DUVV) representa al genotipo 4 (GT 4) y ha sido aislado
de murciélagos insectivoros y humanos, que murieron luego de mordeduras
de murciélagos en el Africa subsahariana (Markotter y col., 2008).

El lyssavirus del murciélago europeo de tipo 1 (EBLV1) representa al
genotipo 5 (GT 5) y su reservorio natural es el murciélago de Serotine
(Eptesicus serotinus). Afecta a murciélagos insectivoros de Europa, con
infecciones ocasionales de seres humanos (Fooks y col., 2003, Kuzmin y

col., 2006).
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El lyssavirus del murciélago europeo de tipo 2 (EBLV2) representa al
genotipo 6 (GT 6), y ha sido aislado de murciélagos insectivoros del género
Myotis y de humanos infectados tras mordedura de murciélago en el
noroeste de Europa (Fooks y col., 2003). La muerte de un conservador
escocés de murciélagos debido a la infeccion por EBLV2 fue el primer caso
de rabia adquirido en el Reino Unido en 100 afios (Nathwani y col., 2003).

El lyssavirus de murciélago australiano (ABLV) representa al genotipo 7 (GT
7) y se describié por primera vez en 1996, diagnosticandose de la misma
manera que la rabia (Speare y col.,, 1997). Se evita con las vacunas
tradicionales contra la rabia y resulta en una enfermedad humana fatal
indistinguible de la rabia clasica. Sin embargo, Australia es considerada "libre
de rabia" por la Organizacion Mundial de la Salud. El lyssavirus de
murciélago australiano circula entre murciélagos insectivoros y pteropodos.
Las otras siete especies miembros del género Lyssavirus incluyen el virus
Aravan (ARAV), el virus Khujand (KHUV), aislados cada uno de un
murciélago insectivoro del género Myotis en Asia Central; el virus de
murciélago de Bokeloh (BBLV), aislado de un murciélago también del género
Myotis pero en Alemania (Freuling y col., 2011); el virus Irkut (IRKV), aislado
de un murciélago insectivoro Murina leucogaster en Siberia; el virus de
murciélago caucéasico del oeste (WCBV), aislado de un murciélago
insectivoro Miniopterus schreibersi en el sureste de Europa; el virus de
murciélago Shimoni (Kuzmin y col., 2010), aislado a partir del murciélago de

Comerson (Hipposideros commersoni); y el virus Ikoma (IKOV), aislado de
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civetas africana (Civettictis civetta) en Tanzania (Marston y col. , 2012).
Nuevos lyssavirus siguen descubriéndose y generan nuevos desafios. Sin
embargo, el impacto en la mortalidad humana y animal de estos virus
relacionados con la rabia, respecto de las especies del tipo RABV parece ser
considerablemente menor. Salvo el virus de murciélago de Lagos (LBV), los
restantes integrantes del género Lyssavirus han causado encefalomielitis en
humanos similares a la rabia.

Las variantes del virus de la rabia pueden diferenciarse por sus
caracteristicas antigénicas, al ser medidas por patrones de unién diferencial
con anticuerpos monoclonales y por variaciones en las sustituciones de
nucleotidos en su cadena simple negativa (Rupprecht y col., 1987).

Dentro de las poblaciones que actian de reservorio para una variante viral
especifica, el virus de la rabia afecta de forma desproporcionada a los
individuos. La transmision del virus ocurre fundamentalmente entre
congéneres, pero también ocurre la transmision cruzada hacia otras especies
de mamiferos, que es dependiente de la interaccion directa con individuos
infectados de las especies que actian de reservorio.

Desde el punto de vista epidemioldgico, el virus de rabia se asemeja a una
metapoblacién donde las variantes genotipicas del virus se adaptan y
mantienen en una o mas especies de mamiferos, constituyendo el genotipo 1
del género Lyssavirus. La definicibn clasica de metapoblacién es una
poblacion de subpoblaciones, unidas entre si por movimientos ocasionales

(Barbour y Pugliese, 2004). En el caso del virus de la rabia, los movimientos
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estan representados por la transmision cruzada de especies, denominado
derrame, donde una variante viral se transmite a otra especie secundaria y
luego se adapta mediante la transmision sostenida, desarrollando
modificaciones genotipicas y fenotipicas que indican su aparicion como una
nueva y unica sub variante del virus de la rabia.

La epidemiologia de la rabia humana y animal generalmente refleja las
variantes virales terrestres mantenidas en los animales reservorio especificos
de cada region, y la posible interaccion con otras especies de animales o
humanos (Anderson y col., Feder y col., 2012). Aunque hay excepciones,
ocasionadas por derrames de las variantes asociadas a murciélagos hacia
otros animales y humanos (McQuiston y col., 2001), que son dificiles de
correlacionar espacialmente con precision debido a la ecologia de las
especies de murciélagos involucradas. Esto se suma a los casos importados
ocurrentes tras la infeccion de un animal o humano en una region
determinada, y su posterior traslado hacia otra locacion donde no existe esa
variante viral. De hecho, el traslado intencional de animales por el hombre
puede ocasionar graves dafios sanitarios. Ejemplos de esto son la
translocacion de mapaches responsables de una de las epizootias mas
importantes de rabia que se tenga registro (Nettles, 1979), y la translocacion
de coyotes en Florida desde Texas, que ocasiond la variante coyote/perro.
Estudios bioinformaticos sugieren que el origen de los virus rabicos que
afectan a los carnivoros terrestres, tiene un ancestro comun de un virus de

murciélago (Badrane y Tordo, 2001).
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Teniendo en cuenta que la rabia puede afectar a animales terrestres y
aéreos, se distinguen un ciclo terrestre y otro aéreo para la circulacién del

virus (Figura 7).
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Figura 7. Ciclos aéreo y terrestre de la rabia.

El ciclo aéreo de la rabia involucra a murciélagos rabiosos. Dependiendo de
la alimentacién, se distinguen en murciélagos hematéfagos y no
hematofagos (insectivoros, frugivoros). Los murciélagos no hematéfagos se
encuentran distribuidos en ambientes salvajes y también en ciudades, por lo
gue la presencia de un murciélago caido conlleva un alto riesgo de contagio
hacia los animales domésticos y el hombre. Los murciélagos hematéfagos,
Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata y Diaemus youngi, se encuentran

solamente en el continente americano. Estos funcionan como transmisores
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de virus rébico hacia otros animales, produciendo rabia paresiante en
bovinos, equinos y ovinos, y esporadicamente en el hombre. La rabia
paresiante se encuentra difundida desde México hacia la zona central de
Argentina, principalmente en zonas tropicales o subtropicales. En Argentina,
ocasiona una gran pérdida econdémica a los productores y requiere de
millones de dosis anuales de vacunas.

En América Latina, la rabia sigue siendo un problema sin resolver. Prueba de
ello es un informe publicado por el Departamento de Zoonosis Urbanas del
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires del primer semestre del
2017. En Colombia, se ha informado un caso de rabia humana en la ciudad
de Bogota, debido a la mordedura de un felino rabioso, convirtiéndose en el
segundo caso producido en 15 meses. En Bolivia, se han informado tres
casos fatales de rabia humana en nifios de 3, 11 y 14 afios que habian
tenido contacto con caninos y/o felinos en las ciudades Sacaba y Santa Cruz
de la Sierra. Al 11 de Abril, en Bolivia se registraron 273 casos registrados de
rabia en perros y gatos durante 2017, triplicando asi al total de casos
registrados en 2016. En Brasil, se han informado mas de 40 ataques de
murciélagos hematofagos, que se cobraron la vida de un hombre por
contagio de rabia en la ciudad de Paramirim, en Salvador Bahia. En Perq, se
confirmd un caso de rabia bovina a causa de mordedura por canino salvaje
en el distrito de Coata. En Chile, se registraron 12 casos de rabia animal en

la region del Biobio, en el primer semestre del 2017.
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En el mismo periodo, en Argentina se detectaron varios focos de rabia
paresiante producidos por mordeduras de murciélagos hematéfagos
(Desmodus rotundus) en las provincias de Salta, Jujuy, Formosa, Chaco y
Cérdoba (Figura 8). En este ciclo aéreo/rural, se trasmite la variante 3 del
virus rabico. Asimismo, se han detectado 19 casos positivos en murciélagos
insectivoros (Tadarida brasiliensis y Myotis spp), transmisores de la variante
4 del virus rabico en el ciclo aéreo urbano/rural. En la Provincia de Cérdoba,
en el mes de Abril, se confirmé rabia en un felino en la ciudad de Villa de
Soto del departamento de Cruz del Eje, y en el mes de Mayo, un canino en la
ciudad de Coronel Moldes del departamento Rio Cuarto (Figura 8). Ambos
animales presentaron la variante antigénica 4 transmitida por murciélago. La
rabia aérea es endémica y, segun las estadisticas de Zoonosis Urbanas del
Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires, la prevalencia anual de
quiropteros insectivoros positivos a rabia, en esta provincia, es del 4,4 al
4,9% aproximadamente. Estudios anteriores en Argentina (Pifiero y col.,
2012), han mostrado una proporcion de rabia en los murciélagos recibidos
para el monitoreo nacional entre 3,1 y 5,4 %, dependiendo de la ubicacién

geogréafica.
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al 26-06-2017

Casos denunciados de Rabia %

@ Focos de rabia variante 3
en bovinos y equinos

@ Casos de rabia variante 4
en murciélago insectivoro

@ Casos de rabia variante 4
&5 en caninos/ felinos
«spill over»

Figura 8. Distribucion de la rabia en Argentina 2017 (Ministerio de Salud de la Provincia de

Buenos Aires).

1.2.3 Patogenia

El virus rabico, al ser inoculado por via subcutanea o intramuscular, como
sucede naturalmente por una mordedura, se propaga desde el lugar de
inoculacion hacia el sistema nervioso central mediante los nervios periféricos
(Figura 9). En estudios realizados en ratones inoculados en la region plantar
con virus calle (virus aislado de un animal callejero), se pudo prevenir la rabia
mediante la amputacion de la pata inoculada hasta 18 dias después de la
exposicion experimental (Baer y col., 1965). De manera similar, si se hace
una neurectomia (extirpacion de una parte de un nervio) de uno de los

nervios regionales con anterioridad al sitio de inoculacion con un virus fijo, se
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previene el desarrollo de la enfermedad en un animal de laboratorio (Baer y
col., 1968). En este lapso previo a la invasion neural, el virus se multiplica en
los miocitos del lugar de la inoculacién. La comprobacion experimental de
que el virus permanece un tiempo mas o menos largo, sin propagarse en el
lugar de la inoculacion, es muy importante para el tratamiento post
exposicion. Este periodo, entre la inoculacion del virus y la invasion neural,
es quizas el Unico periodo en el que el tratamiento vacunal profilactico

posterior a la exposicion puede dar resultados satisfactorios

6- El virus viaja
. % via nervios
'§‘ desde el cerebro
hacia otros
tejidos como los
ojos, glandulas

5- Cerebro
infectado.
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Figura 9. Patogenia del virus de la rabia en canino y humano.

A partir de que el virus infecta al sistema nervioso periférico, comienza a

desplazarse por él, mediante transporte retrogrado, y, luego de infectar y
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replicarse en el ganglio dorsal, asciende rdpidamente por la médula espinal
hasta llegar al cerebro. Una vez que se produce la infeccién del SNC, el virus
se difunde por los nervios eferentes, en forma centrifuga, hacia las glandulas
salivales, 6rganos y tejidos por medio de los nervios periféricos.

En las glandulas salivales, se han comprobado titulos viricos mas altos que
en el cerebro y, también, se han hallado titulos altos en los pulmones. Esto
indicaria que el agente puede multiplicarse fuera del SNC. Se ha aislado o
detectado virus en diferentes érganos y tejidos, tales como glandulas
suprarrenales, grasa parda de los murciélagos, rifiones, vejiga, ovarios,
testiculos, glandulas sebaceas, células germinativas de los bulbos pilosos,
cornea, papilas de la lengua y pared intestinal.

La aparicion del virus rabico en la saliva resulta de especial interés en la
epidemiologia, ya que la mordedura es el principal modo de transmitir la
infeccién. En la mayoria de los casos, la eliminacion por la saliva se inicia
con el comienzo de la enfermedad, pero se ha comprobado la aparicion del
agente antes de que se manifestaran sintomas clinicos. En perros se pudo
detectar experimentalmente el virus en la saliva de 1 a 13 dias antes de
manifestarse la enfermedad, dependiendo de la dosis y la cepa viral
empleada. Dado que el virus puede excretarse por mas de 10 dias antes de
la aparicion de los signos, y este es el lapso recomendado para la
observaciéon de perros mordedores, se sugiere la conveniencia de extender
dicho periodo. En gatos, se pudo comprobar la eliminacién del virus por la

saliva de 1 a 3 dias antes de las manifestaciones clinicas, en bovinos de 1 a
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2 dias, en zorrinos hasta 14 dias, mientras que en murciélagos hematéfagos

y no hemato6fagos el tiempo es indeterminado.

1.2.4 Signos clinicos

Los signos clinicos de la rabia en los animales varian dependiendo del efecto
del virus en el cerebro. Los signos -caracteristicos incluyen cambios
repentinos en el comportamiento y pardlisis progresiva conducente a la
muerte. En algunos casos, sin embargo, un animal puede morir rapidamente
sin  haber mostrado signos clinicos significativos. Existen dos
comportamientos caracteristicos en rabia animal, que son denominados rabia
furiosa o paralitica.

En el caso de la rabia furiosa, los animales pueden estar ansiosos, altamente
excitables y/o agresivos, con periodos intermitentes de depresion, con la
pérdida de cautela y temor naturales hacia otros animales y humanos. Los
animales con esta forma de rabia, suelen mostrar subitos cambios del
comportamiento y atacar sin provocacion. Con el avance progresivo de la
enfermedad, se observa debilidad muscular, pérdida de coordinacién,
convulsiones, desarrollo de pardlisis progresiva. El cuadro evoluciona hacia
la muerte del animal.

En la rabia paralitica, a veces denominada muda, los animales suelen
mostrarse deprimidos o inusualmente ddciles. Es frecuente que desarrollen
paralisis, generalmente de la cara, garganta y cuello, que se evidencia por

expresiones faciales anormales, babeo excesivo e incapacidad para tragar.
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Ademas, la pardlisis puede afectar al cuerpo, primeramente, a las patas
traseras, extendiéndose rapidamente a todo el cuerpo, con coma y muerte
subsecuentes.

En los humanos, los primeros sintomas pueden incluir fiebre, dolor de
cabeza y comezdén en el sitio de la inoculacion. Con el avance de la
enfermedad, pueden aparecer otros sintomas como depresion, somnolencia,
inquietud, confusion, agitacién o pardlisis de la cara, la garganta y el cuello.
La paralisis progresiva suele conducir a la muerte.

Los murciélagos con rabia también tienen cambios en el comportamiento, a

menudo pueden verse de dia y estar caidos.

1.2.5 Diagndstico

El rapido diagnostico de la rabia en animales es esencial para la profilaxis
posterior a la exposicion. Dependiendo del estado del paciente, se puede
llevar a cabo un diagnostico ante o post mortem (Tabla 2). Existen diferentes
métodos de diagndstico. Estos varian en funcion si se detectan antigenos
virales o anticuerpos especificos contra el virus (Manual de normas y
procedimientos para la vigilancia, prevencion y control de la rabia, Ministerio

de Salud de Argentina, 2007).

Diagnostico ante mortem: Utilizando una muestra de biopsia de piel (nuca),
puede realizarse una inmunofluorescencia directa (IFD). Para ella, se utiliza

un anticuerpo, marcado con un fliorocromo, que reacciona especificamente
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con el antigeno de la nucleocapside del virus. El resultado de la reaccion, se
observa con un microscopio de fluorescencia. Un resultado positivo es
indicativo de la rabia, pero un resultado negativo no descarta la posibilidad
de infeccion. Si se emplea un panel de anticuerpos monoclonales anti
nucleocapside del virus rabico, con la IFD puede realizarse tipificacion
antigénica (Rupprecht y col., 1987).

Para diagnosticar rabia, también pueden utilizarse muestras obtenidas de
tejidos o de secreciones y fluidos biol6gicos tales como saliva, liquido
cefalorraquideo (LCR) o lagrimas.

El ensayo biolégico tradicional es el método mas sensible para detectar
rabia, y consiste en inocular ratones intracerebralmente con las muestras
obtenidas de pacientes. En caso de una muestra positiva, entre los 7 y 15
dias, los ratones inoculados se enferman. Una vez que se observan signos
de enfermedad, se puede detectar el antigeno rabico. Otra opcion de ensayo
biolégico, es inocular cultivos celulares de neuroblastos y luego detectar la
presencia de ARN viral, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
con transcriptasa reversa (RT-PCR). Alternativamente, puede detectarse la
presencia viral mediante inmunofluorescencia sobre las células inoculadas.
La RT-PCR es una técnica muy sensible que se basa en la deteccion del
ARN viral. Sin embargo, pueden producirse resultados falsos positivos o
falsos negativos, por lo que sélo se debe utilizar en combinacién con otras

técnicas convencionales. La RT-PCR se utiliza para clasificacion viral.
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Existen técnicas de diagnostico que se basan en la deteccién de anticuerpos
especificos al virus. Dentro de ellas se encuentran el ensayo de
neutralizacion, el método rapido de inhibicién de focos fluorescentes (RIFFT)
y el método enzimatico ELISA.

El ensayo de neutralizacion en ratones para la determinacion de anticuerpos
presenta un alto grado de especificidad. Se realizan diluciones del suero a
estudiar, se les afiade una cantidad fija de virus estandar y se inoculan en
ratones. Es un ensayo de serologia basica, donde la falta de anticuerpos
neutralizantes se manifiesta por la muerte o enfermedad del huésped.
Presenta las desventajas de la demora en el resultado y el empleo de
animales.

En el RIFFT, se incuban diluciones del suero a titular y un suero de
referencia de titulo conocido, con una dosis fijja de virus. Se aflade una
suspension de células sensibles y, luego de una incubacion, se observa al
microscopio de fluorescencia. Teniendo en cuenta la disminucion del titulo
infeccioso, se puede calcular el titulo del suero desconocido por comparacion
con el suero de referencia. Es una técnica que tiene una sensibilidad
equivalente al test de la seroneutralizacion, con la ventaja de que en un dia
ya se tiene el resultado.

El ELISA es una técnica que permite la deteccién de anticuerpos anti virus
rabico en suero o plasma del hombre y animales. Este ensayo permite, en
s6lo 4 horas, calcular la concentracion de anticuerpos de cada muestra

desconocida.
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Diagnodstico ante mortem

Muestra Ensayo Deteccion
Biopsia de piel; repetir hasta IFD Anhi‘;:; “:::II (N)
obtener un diagnéstico RT-PCR

Aislamiento viral

Saliva, lagrimas, LCR; repetir
hasta que se obtiene un

Cultivo en tejido
Inoculacion en ratones

Aislamiento viral
ARN viral

diagnostico RT-PCR Deteccion anticuerpos
No vacunados: ensayo inmediato L. .
LCR Vacunados: guardar y comparar unos dias mas tarde Deteccion anticuerpos
Neutralizacion
Suero ELISA Deteccion anticuerpos
RIFFT
Diagnéstico post mortem
Muestra Ensayo Deteccion
Cerebro IFD sobre improntas de tejido cerebral Antigeno viral (N)
ARN viral

Necropsia de dos o0 mas
muestras (tronco cerebral y
cerebelo)

Inoculacion en ratones
RT-PCR

Aislamiento viral
Deteccion de antigeno
en €l tejido filado con
formalina

Tabla 2. Ensayos diagndsticos para rabia.

Diagnostico post mortem: Las muestras preferidas en el diagndstico post
mortem son las provenientes de tejido cerebral. El ensayo mas utilizado es la
prueba de inmunofluorescencia en improntas de tejido cerebral. Este es el
estandar de oro para el diagnoéstico de la rabia. Puede ser necesario realizar
un aislamiento del virus. Para ello es conveniente la inoculacion en ratones
de manera intracraneal o en cultivo celular de neuroblastos.
Alternativamente, puede realizarse un ensayo molecular por RT-PCR,

aungue no se recomienda en la actualidad para el diagndéstico post mortem.
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1.2.6 Prevencion

La rabia puede controlarse mediante programas de vacunacion masiva de
animales y la eliminacion de animales callejeros. Esta estrategia es la mas
rentable para prevenir la rabia en el ser humano, debido a que no solo se
reducen los fallecimientos por rabia, sino que también los tratamientos de
profilaxis tras la exposiciobn que reciben los pacientes que han sido
lastimados por animales.

Un aspecto importante para un buen programa de profilaxis, es profundizar
los conocimientos de la sociedad en materia de prevencién y lucha contra la
rabia. Fundamentalmente, sobre la responsabilidad que conlleva el tener una
mascota, la prevencion de las mordeduras y el modo de actuar cuando estas
ocurren. El compromiso de la sociedad y su correcta participacion en los
programas preventivos contribuyen a mejorar los planes sanitarios. En el
caso de la rabia, tener presente la obligatoriedad en la vacunacion anual de
los perros y gatos desde los tres meses durante toda la vida del animal,
ademas de evitar que éstos salgan a la calle porque pueden atacar a

personas u otros animales (o ser atacados) potencialmente rabiosos.

1.2.7 Vacunas antirrabicas
Existen diferentes vacunas de uso humano y veterinario disponibles para el
tratamiento de la rabia. Ellas utilizan como agente inmunizante alguna de las

cepas de virus rabico fijo. Dependiendo del sistema en el cual se realizan las
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vacunas se diferencian en vacunas antirrdbicas de tejido nervioso, de cultivo

celular y de embrion de pato.

Vacunas antirrdbicas de tejido nervioso: Este tipo de vacunas son
adaptaciones de la primera vacuna antirrdbica desarrollada por Pasteur en
1885. Fuenzalida y Palacios en el afio 1955 modificaron la técnica original
reduciendo considerablemente los efectos adversos generados por la mielina
presente en el tejido nervioso de animales adultos. EI medio que se utiliza
para obtener la multiplicacion viral es el cerebro de raton lactante de un dia
de vida. Es una vacuna trivalente inactivada que contiene las cepas de virus
rabico CVS, 51 y 91. Se administra por via subcutanea, preferentemente en
regiones gluteas altas. Como efectos adversos, pueden manifestarse dolor,
prurito, eritema, induracion en la zona de inoculacion. La inoculacion
parenteral de estos biologicos estimula la formacion de anticuerpos anti
mielina y podrian presentarse complicaciones como el Sindrome de Guillain
Barré, la pardlisis ascendente de Landry, y encefalitis desmielinizantes. De
todos modos, los riesgos son extremadamente bajos, considerando el tipo de
animales utilizados y la incorporacion al protocolo de produccion de
procedimientos de purificacion, que eliminan al maximo los restos de mielina.
Este tipo de vacuna es utilizada en paises en desarrollo, entre los que figura
la Argentina, sobre todo en campafas para la vacunacibn masiva de

animales. Sin embargo, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda
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fuertemente su reemplazo por vacunas producidas en cultivos celulares

(OMS, 2007).

Vacunas antirrabicas de cultivo celular

La gran mayoria de las vacunas antirrdbicas comerciales son producidas en
cultivo celular, utilizandose células Vero y BHK-21, preferentemente, para
realizar la multiplicacion del virus. Se administran por via intramuscular, en la
region deltoidea. Los efectos adversos observados son menores que en
vacunas realizadas en tejido nervioso, aunque puede presentar efectos
locales como dolor, eritema, papula indurada, prurito local y adenopatias en
la cadena ganglionar local, o generales como fiebre, astenia, adinamia y
erupcion. Se debe emplear con precaucion en las personas que tienen
antecedentes de hipersensibilidad a la neomicina, polimixina B vy
estreptomicina, ya que son constituyentes de la vacuna.

La vacuna comercial de uso humana mas vendida es Verorab producida por
la empresa Sanofi-Pasteur, realizada en células VERO con la cepa Pitman
Moore (Frazatti-Gallina y col., 2004; Toovey, 2007). A nivel veterinario, hay
mayor variedad y se utilizan mayormente células BHK-21 (Kallel y col., 2002;

Kallel y col., 2003; Yang y col., 2013).

Vacunas antirrdbicas producidas en embrion de pato:
El medio que se utiliza para producir la multiplicacién viral de la cepa Pitman

Moore son huevos embrionados de pato. El in6culo se propaga a través de
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12 0 13 pasajes sucesivos y se inactiva con [3-propiolactona. Se administra
por via intramuscular, en la regién deltoidea. Se debe evitar la region glatea
dado que se ha demostrado que tiene menos capacidad para producir
anticuerpos. Aunque es menos recomendable, también puede aplicarse por
via intradérmica. Puede producir efectos locales como eritema, induracion y

prurito.

1.2.8 Tratamiento

Existen dos tipos de tratamiento para rabia, dependiendo si se realiza antes
o después de una posible exposicién al virus, denominados tratamientos pre
y post exposicion, respectivamente.

En el caso de personas que tengan ocupaciones de alto riesgo de
transmision, se recomienda realizar un tratamiento preventivo o pre
exposicion (Tabla 3). Este grupo incluye al personal de laboratorios que
trabajan con el virus de la rabia, personas que realizan actividades
profesionales o personales en las que puedan tener contacto directo con
murciélagos, animales carnivoros y otros mamiferos de zonas afectadas por
la rabia. Asimismo, es recomendable vacunar a las personas que viajen a
zonas donde la rabia es endémica y que vayan a pasar mucho tiempo
realizando actividades al aire libre. Por dltimo, resulta conveniente considerar
la posibilidad de vacunar nifios que residan o visiten zonas de alto riesgo,
puesto que corren mayor riesgo de ser atacados ya que suelen jugar con los

animales y pueden sufrir mordeduras graves, e incluso no decir que han sido
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mordidos o lamidos. Para ellos, hay vacunas antirrdbicas que se pueden

utilizar como inmunizacién anterior a la exposicion (tabla 3).

Tratamiento pre exposicién
Dosis 1 2 3 4
Dias 1 7 28 30

Tabla 3. Tratamiento pre exposicién con vacunas producidas en cultivo celular (Warrel,

2012).

La profilaxis post exposicion es el tratamiento inmediato después una
mordedura o lamida de una herida, cuyo objetivo radica en impedir que la
infeccién entre en el SNC, lo cual provocaria la muerte inmediata. En este
caso, la atencion se hace sobre la persona damnificada y también sobre el
animal agresor. Inicialmente, se realiza la limpieza y tratamiento local de la
herida. Para ello, se recomienda el lavado durante un minimo de 15 minutos
con agua y jabon, detergente, povidona yodada u otras sustancias que
inactiven al virus. Dependiendo la gravedad del contacto con el animal
presuntamente rabioso, se recomiendan medidas profilacticas diferenciales
(Tabla 4). Paralelamente, se realiza el analisis sobre el animal agresor, en
caso de que haya sido identificado y capturado.

Si el animal muestra signos caracteristicos de rabia, se inicia el tratamiento,
aungue se espera la confirmacion por alguna prueba diagnéstica. En el caso
gue el animal no muestre signos caracteristicos en el momento de la

agresion, es necesario mantenerlo aislado y en observacion durante al
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menos 10 dias. Si en el transcurso de los 10 dias el animal no muestra
signos de rabia, la persona agredida no debe ser vacunada o, si ya se inicié
el tratamiento debido a la gravedad de las lesiones, debe ser suspendido.
Caso contrario, si el animal agresor desarrolla signos o muere durante la
observacién, debe confirmarse o descartarse por diagnostico de rabia. Si el
resultado es positivo, se realiza el tratamiento completo de la persona
agredida.

En el caso que el animal o animales agresores no se puedan localizar, se
asume que el animal es rabioso y se realiza el tratamiento profilactico
inmediatamente.

Diferente es el proceder para el caso de que los animales agresores sean
silvestres como murciélagos, monos, o cualquier otro potencialmente rabioso.
Como no ha sido bien estudiado el desarrollo de la enfermedad en ellos, no
se hace el seguimiento del animal, sino que se realiza el sacrificio y posterior
analisis de laboratorio. Mientras se esperan los resultados, se inicia el

tratamiento.

Caracteristicas de contacto con un animal

presuntamente rabloso Medidas profilacticas pos exposicion

Tipo de contacto

1 Tocar o alimentar animales, lamedura sobre piel intacta. Ninguna.

Mordisco, araiiazo o erosion leves en piel expuesta, sin Vacunacion y tratamiento local de la herida, de

sangrado. inmediato.
Mordeduras o arafiazos transdémmicos (uno o més), Rapida vacunacion y administracion de
m lameduras en piel lesionada; contaminacion de mucosas | mmunoglobulina antimabica; tratamiento local de
con saliva por lamedura; conlacio con murciélagos. la herida.

Tabla 4. Medidas profilacticas post exposicion recomendadas (Jackson, 2011).
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El plan de inmunizacion de lleva a cabo con una vacuna antirrabica potente y
eficaz conforme a las normas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
(Tabla 5). En caso de estar indicado, la administracion de inmunoglobulina
antirrdbica puede llevarse a cabo. El tratamiento inmediatamente después de
la exposicién, es la Unica manera de evitar la aparicion de los sintomas y la

muerte consiguiente.

Tratamiento post exposicion
Dosis 1 2 3 4 (]
Dias 1 3 7 14 28

Tabla 5. Tratamiento post exposicién con vacunas producidas en cultivo celular (Warrel,

2012).

1.2.9 Estudios en vacunas antirrabicas

La rabia es una de las enfermedades mas estudiadas a lo largo de la historia.
Desde la primera vacuna antirrabica efectiva (Pasteur, 1885) hasta la
actualidad, numerosos cientificos han dedicado sus estudios para desarrollar

vacunas gracias al avance de la tecnologia en produccion.

Vacunas atenuadas: Se han realizado atenuaciones en cepas virales y se
han probado como vacunas. Un ejemplo es la cepa SAD (Street-Alabama-
Dufferin), que se utilizé como vacuna oral para la rabia silvestre en América

del norte y Asia (Baer y col., 1971). Sin embargo, éstas vacunas han sido
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desaconsejadas por la OMS debido a los riesgos de su aplicacién y su baja

estabilidad térmica.

Vacunas a ADN: Como una alternativa mas segura a las vacunas atenuadas,
ya que no es necesaria mucha manipulacion con el virus rabico y no existe
riesgo de reversion, se desarrollaron vacunas a ADN donde el gen que
codifica para la glicoproteina G fue clonado en un vector plasmidico y se
inoculdé en animales de experimentacion. Dado que el gen debe expresarse
en la célula hospedadora, se demoraba un tiempo en alcanzar un nivel lo
suficientemente elevado como para generar inmunidad ante un desafio ante
el virus fijo. Esta caracteristica hizo a esta vacuna ineficaz en un tratamiento
post exposicion, debido a la rapidez de accidon que se necesita para evitar el

ingreso del virus en el SNC (Saxena y col., 2008).

Vacunas utilizando vectores virales: Numerosos estudios se han llevado a
cabo para realizar vacunas utilizando diversos virus (fundamentalmente
adenovirus y poxvirus), en los que el gen de la glicoproteina G se insertaba
con técnicas de ADN recombinante (Henderson y col., 2009; Weyer y col.,
2009). Si bien se pueden obtener resultados satisfactorios en cuanto a la
estimulacion de wuna respuesta inmune protectora, la presencia de
anticuerpos neutralizantes enddgenos contra estos virus en el ser humano

reduce drasticamente la respuesta inmune. De todos modos, vacunas
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antirrabicas de este estilo han sido aprobados para su comercializacion pero

solo para rabia silvestre, mayormente en Norteamérica.

Vacunas producidas en plantas: Diversos grupos han llevado a cabo
experimentos en plantas, con la finalidad de producir una vacuna que se
administre por la via oral. Para tal objetivo, la glicoproteina G ha sido
expresada en variedades de tomate, maiz, espinaca y tabaco (Tiwari y col,
2009). Estos presentaron resultados satisfactorios a la hora de generar una
respuesta inmune protectora en ratones y en el nivel de glicosilacién logrado.
Sin embargo, restan solucionar algunas cuestiones como la estabilidad en

los rendimientos obtenidos entre generaciones.

Vacunas a partir de particulas pseudovirales: Otro tipo de vacuna
recombinante que ha tomado atencion en los ultimos afos es la basada en el
uso de particulas pseudovirales, conocidas como VLPs (del inglés virus-like
particles), para transportar inmunégenos. Si bien este tipo de vacunas tiene
sus propios desafios, estas estructuras ya han arrojado resultados
satisfactorios en diversos estudios y constituyen una alternativa segura,
dentro del campo de vacunas antirrdbicas de nueva tecnologia. Las VLPs
son buenos candidatos vacunales, ya que son capaces de generar una
potente y equilibrada respuesta inmune y, al ser particulas que no contienen

genoma viral, son bioseguras (Fontana y col., 2014).
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Vacunas a subunidades bioldgicas

La produccion de vacunas a subunidades biologicas para el virus de la rabia
ha sido, y sigue siéndolo, objetivo en el desarrollo de vacunas para varios
grupos de trabajo. Esto se debe a los beneficios que estas tienen respecto al
nivel de bioseguridad necesario, ademas de disminuir el riesgo de infeccion
para las personas que trabajan con un virus altamente mortal. Dado que la
rabia afecta a paises en vias de desarrollo o subdesarrollados, la busqueda
de vacunas que sean econdmicas, potentes, y eficaces (Wunner y col., 1983)
es muy importante. Se ha trabajado en la expresién de genes de lyssavirus
en una amplia variedad de microorganismos, que incluyen bacterias,
levaduras, baculovirus, herpesvirus, paramixovirus y virus de plantas (Ge et
al., 2011). Se han obtenido resultados satisfactorios en numerosos estudios,
donde se demuestra que se logran proteinas inmunogénicas capaces de
proteger contra el desafio del virus de la rabia en ensayos de laboratorio. Sin
embargo, resulta necesario seguir trabajando en este campo en el marco del

desarrollo de vacunas antirrabicas que sean comerciables y eficaces.

1.3 Expresion de proteinas recombinantes

1.3.1 Expresion en Bacterias

Los microorganismos mas utilizados para la sintesis de proteinas
recombinantes son las bacterias. La especie mas utilizada por excelencia es
Escherichia coli (E. coli), aunque se usan otras, por ejemplo especies Gram-

positivas del género Bacillus. E. coli es uno de los microorganismos mas
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estudiados, su genética es bien conocida, son muy sencillas de manipular,
tienen una tasa de crecimiento elevada en medios minimos, con escasos
requerimientos nutricionales y en la actualidad existe una gran disponibilidad
de cepas y vectores, especialmente desarrollados para aumentar los niveles
de expresién (que pueden alcanzar hasta un 30% de las proteinas totales).
Estas caracteristicas, hacen que sea una de las primeras posibilidades que
se tenga en cuenta cuando se desea expresar proteinas recombinantes (Lee,
1996).

Los sistemas bacterianos son ideales para producir proteinas de pequefio
tamafio que no requieran modificaciones post traduccionales. Al ser
organismos procariotas, no son idoneas para sintetizar proteinas de gran
tamafio o procedentes de organismos superiores. Algunas proteinas a
menudo muestran plegamientos complejos que incluyen muchos puentes
disulfuro o que necesitan la intervencion de chaperonas celulares en el
plegamiento, caracteristicas no presentes en los procariotas. Ademas,
muchas de estas proteinas requieren para su funcion la inclusion de
modificaciones tras su sintesis, que no pueden llevarse a cabo en
organismos procariotas. Un ejemplo de ello es la glicosilacion, esencial para
la funcion de muchas proteinas eucariotas. Un efecto colateral,
experimentado por las bacterias cuando son forzadas a producir una proteina
a concentraciones elevadas, es la generacidén de cuerpos de inclusion, que
no son mas que agregados citoplasmaticos insolubles de dicha proteina. Las

proteinas que forman los cuerpos de inclusion pueden ser inactivas o mostrar
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artefactos estructurales, como puentes disulfuro no nativos, tanto intra como
intermoleculares y cisteinas libres no habituales. Para estos casos se han
desarrollado métodos de procesamiento de cuerpos de inclusion, con el fin
de aislarlos, solubilizarlos con agentes desnaturalizantes, eliminar los
puentes disulfuro y renaturalizar la proteina a su forma activa. Como
alternativa, se han desarrollado también aproximaciones para reducir la
produccion de cuerpos de inclusion, que incluyen el direccionamiento de la
proteina hacia el espacio periplasmico y el crecimiento de las bacterias a
temperaturas inferiores a las estandar.

Los sistemas de expresion inducibles, como en el caso del vector comercial
elegido para el desarrollo de este trabajo (pQE30), ya han sido extensamente
utilizados para la obtencion de proteinas recombinantes a mediana o gran
escala (Studier y col., 1990). Este vector en particular, también presenta la
posibilidad de obtener la proteina fusionada a una secuencia de 6 histidinas
consecutivas (His-tag), que facilita la recuperacion del producto por medio de
una cromatografia de afinidad a iones metalicos (IMAC).

Los sistemas de expresion en bacterias han sido estudiados para la
expresion de la glicoproteina G del virus de la rabia, obteniéndose una
proteina insoluble que no resulté inmunogénica (Yelverton y col., 1983). Por
su parte, para la nucleoproteina N no hay reportes que al producirse en

bacterias se altere su inmunogenicidad.

1.3.2 Expresion en Levaduras.



62

Las levaduras presentan muchas de las ventajas de las bacterias, en cuanto
a crecimiento (alto rendimiento, estabilidad de la cepa productora,
crecimiento a alta densidad, productividad, crecimiento en medios baratos y
quimicamente definidos). Pero ademdas, como son eucariotas, son capaces
de glicosilar y de plegar proteinas complejas, incluyendo aquellas que tienen
un namero elevado de puentes disulfuro, ya que su proceso de produccion
es muy similar al de las células de mamifero. La adicion de una secuencia
sefial en el gen, permite la excrecién de la proteina al medio de cultivo.

Algunas levaduras, como Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), tienen
una larga historia de utilidad en procesos de fermentacion industrial. De
hecho, se la viene utilizando hace miles de afios para la elaboracion de
bebidas y productos de panificacion, lo que la hace aceptablemente segura
para el ser humano. Ademas, debido a tantos afios de uso en investigacion,
se cuenta con un amplio conocimiento sobre su fisiologia y su genética. Sin
embargo, S. cerevisiae no siempre demostré ser el medio ideal para la
produccion de proteinas recombinantes. Si bien se han logrado grandes
exitos en la expresion de proteinas utilizando este sistema, existen una serie
de problemas que dificultan el escalado de la producciébn a niveles
industriales. En algunos casos, la proteina producida presenté un patron de
glicosilacién diferente al de la proteina wild type. También, se han observado
fendmenos de hiperglicosilacién con oligosacaridos que contienen mas de
100 residuos de manosa (las proteinas naturales no suelen contener mas de

10 moléculas de manosa por cada aminoacido modificado). A veces, la



63

proteina, en vez de secretarse se quedaba en el espacio periplasmico lo que
dificultaba su purificacion.

Estas dificultades han llevado al estudio de otros sistemas de expresion
basados en levaduras, como Kluyveromyces lactis, Hansenula polimorpha y
Pichia pastoris (P. pastoris). La levadura metilotréfica ascomicética P.
pastoris es la alternativa mas desarrollada para la expresion de proteinas
fordneas, ya que es capaz de realizar mejores modificaciones post
traduccionales que las producidas por S. cerevisiae a nivel del
procesamiento proteolitico, la glicosilacién y la formacion de puentes
disulfuro. P. pastoris se ha usado desde 1984 para producir proteinas
recombinantes, y, en la actualidad, existen sistemas comerciales que brindan
la posibilidad de controlar la expresion del gen de interés por medio de
promotores inducidos por metanol. Este sistema esta basado en el promotor
de uno de los genes de la enzima alcohol oxidasa, que cataliza la primera
reaccion de la ruta de degradacion del metanol en el peroxisoma de la célula.
La enzima alcohol oxidasa tiene poca afinidad por el metanol, pero esto es
compensado por la levadura sintetizando grandes cantidades de la enzima,
codificada por dos genes (aox1 y aox2). El producto del primero, representa
mas del 90% de la actividad total y su promotor esta fuertemente regulado e
inducido por la presencia de metanol y, a la vez, reprimido en otras
condiciones (por ejemplo, bajos niveles de fuente de carbono). Las proteinas
expresadas bajo el control de este promotor, pueden llegar a niveles

superiores al 5% de la proteina total soluble luego de la induccion con
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metanol. Por lo tanto, este promotor permite una expresion controlada de
genes heterdlogos y la posibilidad de cultivar la levadura recombinante
durante la mayor parte del tiempo en una fuente de carbono no inductora,
como la glucosa o el glicerol, hasta alcanzar una gran densidad. Todo esto,
unido a altos rendimientos de la proteina obtenida y muy altos niveles de
secrecion de proteina de interés con escasa secrecion de proteinas nativas,
que facilita el escalado, han convertido a los procedimientos de obtencién de
proteinas basados en P. pastoris en uno de los sistemas mas facilmente
escalable, mas baratos y mas rapidos de los desarrollados hasta el
momento.

Este sistema, disponible comercialmente y de facil uso, ha permitido expresar
mas de 400 tipos de proteinas, algunos ejemplos son la endostatina humana,
la proteina de tela de arafia y la produccion del antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B entre otros. Otra de las ventajas de los organismos
metilotrofos es que al crecer en soluciones de metanol, pueden eliminarse
virtualmente otros microorganismos competidores o0 contaminantes. Por
altimo, presentan la posibilidad de integrar multiples copias del vector en su
genoma, dando lugar a transformantes estables.

Muy pocos grupos trabajan con P. pastoris en la produccién de la
glicoproteina G del virus de la rabia (Ben Azoun y col., 2017; Nagesha y col.,
2010) con resultados preliminares satisfactorios, pero hasta la fecha no se

han realizado desarrollos de vacunas.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipotesis de trabajo

La expresién de las proteinas G y N en un sistema heterdlogo, facilitara la obtencién

de antigeno viral y eliminara las desventajas del método actual de produccion.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivos generales

Estudiar la producciéon de la glicoproteina G y de la nucleoproteina N
del virus de la rabia, en el marco del desarrollo de una vacuna para la
profilaxis de esta enfermedad.

Analizar la utilidad de los sistemas heterdlogos para la producciéon de

proteinas del virus rabico.

2.2.2 Objetivos especificos

Clonar la glicoproteina G y la nucleoproteina N del virus de la rabia en
sistemas heterologos.

Expresar la glicoproteina G en un sistema de levadura.

Expresar la nucleoproteina N en un sistema bacteriano.

Optimizar la expresion de las proteinas en sistemas batch alimentado
mediante el correcto disefio de las condiciones de
alimentacion/induccion.

Establecer una estrategia adecuada para la recuperacion de las

proteinas a partir de cada uno de los sistemas de expresion utilizados.
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- Estudiar la influencia del escalado sobre la produccion de las proteinas
recombinantes.
- Estudiar la capacidad inmunogénica de las proteinas recombinantes en

modelos animales.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Cepas Bacterianas

TOP10F" (Invitrogen): Cepa de clonado de E. coli. Utlizada para la
transformacion con los vectores pCR2.1-TOPO y pPIC9 (ambos Invitrogen).
Genotipo: F{proAB, laclqg, lacZAM15, Tn10 (TetR)}, deoR, recAl, araD139,
gal, rpsL(StrR), endAl, nupG A-A(ara-leu)7697mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC),

¢80lacZAM15, AlacX74.

M15 (Qiagen): Cepa de clonado y expresién de E. coli. Utilizada para la
transformacion con el vector pQE-30 UA (Qiagen). Genotipo: F, @

80AlacM15, thi, lac, mtl, recA*, KmR.

3.1.2 Cepade levadura

GS115 (Invitrogen): Cepa para expresion de proteinas de P. pastoris,
genotipo: his4. Fenotipo: Mut™ His™. La cepa wild type (wt) puede crecer tanto
en medios ricos como en medios minimos suplementados con histidina,

utilizando metanol como fuente de carbono y energia.
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3.1.3 Virus
CVS: Cepa vacunal inactivada del virus de la rabia, provista por el Instituto
Biol6gico Dr. Toméas Peron de La Plata. Utilizada para la extraccion del ARN

viral.

3.1.4 Vectores de clonado y expresion

pPQE-30 UA: Utilizado para el clonado y la expresion de la nucleoproteina N
en E. coli (Figura 10). Esta disefiado para la clonacion directa de productos
de PCR, ya que al ser linealizado presenta un residuo libre de timina en cada
extremo 3.

Dentro de sus 3,5 Kb de longitud, contiene la secuencia del promotor del
bacteri6fago T5 (reconocido por la ARN polimerasa de E. coli), dos
secuencias del operador lac (aumentan la union del represor lac y aseguran
una represion eficaz del promotor T5), un sitio de unidn ribosomal sintético
(incrementa la tasa de traduccion), la secuencia de codificacién de un tag de
seis residuos de histidina en el extremo N-terminal (facilita la purificacion), los
terminadores transcripcionales fuertes t0 del fago lambda y T1 del operon
rmB de E. coli (aseguran la estabilidad del transcripto), y el origen de
replicacion ColE1l. Ademas, el plasmido contiene el gen de la B-lactamasa
(bla), que confiere resistencia a la ampicilina (Sutcliffe, 1979). Las bacterias
qgue incorporen al vector seran capaces de crecer en un medio con

ampicilina.
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lac operator EcoRI (3418)

BamHI (3475)
ECORV (3488)
End (3504)

Start (1)

HindIII (s6)

PQE-30 UA (linearized)
3503 bp

Figura 10. Vector de expresion pQE-30 (Qiagen).

pCR2.1-TOPO: Utilizado para el clonado del gen de la glicoproteina G en E.
coli. Este vector de 3,9 Kb de longitud (Figura 11), esta disefiado para el
clonado rapido de productos de PCR, utlizando la enzima ADN-
Topoisomerasa | en lugar de la ADN-Ligasa convencional.

La insercién del producto de PCR dentro del vector interrumpe el gen lacZ vy,
por lo tanto, las bacterias que posean estos plasmidos tendran el fenotipo
Lac’ y, en presencia de un sustrato cromogénico como el X-Gal, no
desarrollaran color, mientras que las bacterias que hayan incorporado el
plasmido (sin el inserto) solamente se veran azules, lo que facilita el
screening de las colonias obtenidas. Ademas, contiene dos origenes de

replicacion: pUC vy f1; los genes nptll y bla que le confieren resistencia a
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kanamicina y ampicilina, respectivamente, y sitios de union para primers

universales de M13, que permiten verificar la presencia del inserto.

Figura 11. Vector de clonado pCR2.1-TOPO (Invitrogen).

pPIC9: Utilizado para la expresion de la glicoproteina G en P. pastoris (Figura
12). Posee un péptido sefnal, derivado del factor a de Saccharomyces
cerevisiae, que al ser fusionado al gen de interés permite la secrecion de la
proteina al medio extracelular.

El plasmido contiene el promotor (inducible por metanol) y el terminador del
gen aox1 de la enzima alcohol oxidasa. Presenta el origen de replicacion del
plasmido PBR322, que permite la duplicacion del vector en bacterias que

pueden ser seleccionadas por resistencia a ampicilina.
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Bgl Il

Figura 12. Vector de expresion pPIC9 (Invitrogen).

Al transformar las cepas de P. pastoris GS115 con este plasmido linealizado,
se produce una insercion del tipo Q, que ocasiona el reemplazo del gen aox1
de la levadura. De esta manera, el gen de interés se inserta en el genomay
su expresion se induce por la presencia de metanol en el medio de cultivo.
Durante el evento de recombinacién, el genoma de la levadura también
adquiere el gen de la histidinol deshidrogenasa (his4), que le confiere el
fenotipo His", y permite la seleccion de las colonias recombinantes en placas

de medio minimo sin histidina.

3.1.5 Medios de cultivo
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Placas de medio Luria Bertani (LB): Utilizadas para el screening de las

colonias de E. coli transformadas con los vectores pQE-30-N, pCR2.1-TOPO-

Gy pPIC9-G.

- Composicion:

Triptona 10 g/l
Extracto de Levadura 5gll
Cloruro de sodio 10 g/l
Bacto-agar 15 g/l

Autoclavar a 121 °C durante 20 min. Dejar enfriar hasta 55 °C y agregar

antes de plaquear:

- Para la transformacién de E. coli con pQE-30-N

Ampicilina 100 pg/ml

Kanamicina 25 pg/ml

- Para la transformacién de E. coli con pCR2.1-TOPO-G:

Ampicilina 100 pg/mi
X-Gal 200 pg/ml
IPTG 40 pg/ml

- Para la transformacién de E. coli con pPIC9-G:

Ampicilina 100 pg/ml
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Medio LB liquido con ampicilina y kanamicina (LB Amp Kan): Utilizado para la

expresion de la nucleoproteina N en E. coli.

- Composicion:

Triptona 10 g/l
Extracto de Levadura 549l
Cloruro de sodio 10 g/l

Autoclavar a 121 °C durante 20 min. Dejar enfriar hasta 55 °C y agregar:
Ampicilina 100 pg/ml

Kanamicina 25 pg/ml

Medio liquido Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC): Utilizado
para la regeneracion de las células electrocompetentes de E. coli luego de la

electroporacion.

- Composicion:

Triptona 20 g/l
Extracto de Levadura 59/l
NaCl 10 mM
KCI 2.5 mM
MgCl; 10 mM
Glucosa 20 mM

Autoclavar a 121 °C durante 20 min.
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Placas de medio minimal dextrose (MD): Utilizadas para la transformacién de

la levadura de P. pastoris.

- Composicion:

Glucosa 20 g/l
Base nitrogenada para levaduras (YNB) 13,4 g/l
Bacto-agar 15 g/l

Autoclavar a 121 °C durante 20 min. Dejar enfriar hasta 55 °C y agregar:

Biotina 0,4 mg/l

Placas de medio minimo con metanol (MM): Utilizadas para seleccionar los

clones de P. pastoris con fenotipo Mut**:

- Composicion:
Base nitrogenada para levaduras (YNB) 13,4 g/l
Bacto-agar 15 g/l

Autoclavar a 121 °C durante 20 min. Dejar enfriar hasta 55 °C y agregar:
Biotina 0,4 mg/l

Metanol 5 ml/l

Medio yeast extract peptone dextrose (YPD): Utilizado para el crecimiento y
almacenamiento de la levadura P. pastoris.

- Composicion:

Extracto de levadura 10 g/l

Peptona 20 g/l
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Glucosa 20 g/l

Autoclavar a 121 °C durante 20 min.

Medio buffered glycerol media (BMG): Utilizado para el crecimiento de la

levadura P. pastoris.

- Composicion:

Base nitrogenada para levaduras 13,4 g/l
KoHPO, 2,3 gll
KH,PO,4 11,8 g/l
Glicerol 10 g/l

Ajustar el pH en 6,0 y autoclavar a 121 °C durante 20 min. Dejar enfriar hasta
55 °C y agregar:

Biotina 0,4 mg/l

Medio buffered methanol media (BMM): Utilizado para la expresion de la

glicoproteina G en la levadura P. pastoris.

- Composicion:

Base nitrogenada para levaduras 13,4 g/l
KoHPO, 2,3 gll
KH,PO,4 11,8 g/l

Ajustar el pH en 6,0 y autoclavar a 121 °C durante 20 min. Dejar enfriar hasta
55 °C y agregar:

Metanol 5 ml/l
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0,4 mg/l

Medio sintético (MS): Utilizado para los ensayos de escalado en la expresion

de la glicoproteina G en la levadura P. pastoris.

- Composicion:
Glicerol

KH,PO,
MgS04.7H,0
CacCl,.2H,0

(NH4),SO.,

32 g/lL
20 g/L
2g/L

0,3 g/L

15,7 g/L

Ajustar el pH en 6,0 y autoclavar a 121 °C durante 20 min. Dejar enfriar hasta

55 °C y agregar:

- 1 ml por litro de medio de solucion de vitaminas 1000X conteniendo:

Biotina

Pantotenato de calcio
Acido folico

Niacina

Acido p-aminobenzoico
Piridoxina (HCI)
Riboflavina

Tiamina (HCI)

Inositol

0,002 g/l
0,4 g/l
0,002 g/l
0,4 g/l
0,2 g/l
0,4 g/l
0,2 g/l
0,4 g/l

24/
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- 1 ml por litro de medio de solucibn de elementos traza 1000X

conteniendo:

Acido bérico 0,05 g/L
Sulfato de cobre 0,004 g/l
loduro de potasio 0,01 g/l
Cloruro férrico 0,02 g/l
Sulfato de manganeso 0,04 g/l
Molibdato de sodio 0,02 g/l
Sulfato de zinc 0,04 g/l

3.1.6 Anticuerpos

Para detectar la presencia de la nucleoproteina N y de la glicoproteina G en
los ensayos de western blot, se produjeron anticuerpos policlonales anti rabia
en conejo. Utilizando una vacuna antirrabica de uso veterinario, producida
por el Instituto de Zoonosis Luis Pasteur de la Ciudad Autonoma de Buenos
Aires en cerebro de ratones lactantes, se realiz6 un protocolo de
inmunizacion en un conejo albino a los dias 0, 7 y 14 con 1 ml de vacuna
inoculada por via subcutanea. En la primera y segunda inoculacion, se utilizo
adyuvante de Freund completo e incompleto, respectivamente, mientras que
en la tercera inoculacion se inoculé solamente la vacuna. A los 21 dias, se

realizo el sangrado a blanco del animal para extraer el suero.
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Como anticuerpo primario, también se utiliz6 un anticuerpo monoclonal
especifico contra la glicoproteina G del virus de la rabia provisto por el
Laboratorio de Cultivos Celulares de la Universidad Nacional del Litoral.

Como anticuerpos secundarios, se utilizaron dos producidos en cabra Anti-
IgG de conejo (Sigma cat. A9044) y Anti-lgG de raton (Sigma cat. A9044),

ambos conjugados con la peroxidasa del rabano picante.

3.1.7 Animales de Experimentacion

Para el ensayo de potencia se emplearon ratones CF-1 libres de patégenos,
de 4 a 5 semanas, provistos por el bioterio del Instituto Biolégico Dr. Tomas
Peron de La Plata.

Para el ensayo de deteccion cualitativa de anticuerpos anti-G y anti-N
rabicas, se utilizaron 6 ratones BALB/c libres de patogenos, de 4 a 5
semanas, cedidos por el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Nacional de La Plata.

Para producir anticuerpos anti rabia, se utilizé un conejo albino, cedido por la
catedra de Produccion Animal de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de La Plata.

Los procedimientos experimentales que se desarrollaron en el presente
trabajo, estan de acuerdo con las normativas internacionales (Institute of
Laboratory Animal Resources, 1996), y fueron supervisados por el Comité

Institucional de Cuidados y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), de la
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Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP (Exp.600-004104/08-001. Res.

129/09).

3.2 METODOS GENERALES

3.2.1 Cultivos celulares en pequefia escala

Cultivos bacterianos: Para el crecimiento en escala pequefia de las
diferentes cepas de bacterias se realizaron cultivos liquidos, de hasta 100 ml,
con una agitaciéon de 100 rpm a 37 °C con medio LB. Para mantener la
presion selectiva en el caso de las bacterias recombinantes se utilizaron los
antibiéticos ampicilina y kanamicina (uno s6lo o ambos dependiendo de la
cepa y plasmidos) en concentraciones finales de 100 ug/ml y 25 pg/ml,
respectivamente.

El mantenimiento de las cepas bacterianas y clones recombinantes a corto
plazo, se realizé en placas de LB (sin y con antibidtico/s dependiendo de la
cepa y plasmidos) a 4° C durante un periodo maximo de un mes. En tanto, el
mantenimiento a largo plazo se hizo a partir de cultivos liquidos a los que se
les afladié glicerol estéril hasta una concentracion final de 15 % y se los

almacend a -70 °C.

Cultivos de levaduras: Para el crecimiento en escala pequefia de las
levaduras se realizaron cultivos liquidos, de hasta 100 ml, con una agitacion
de 100 rpm a 28 °C. Dependiendo el tipo de ensayo, se utilizaron los medios

YPD, BMG, BMM y MS. ElI mantenimiento de las levaduras y clones
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recombinantes a corto plazo se realiz6 en placas con los mismos medios a 4
°C durante un periodo maximo de un mes. En tanto, el mantenimiento a largo
plazo se hizo a partir de cultivos liquidos a los que se les afiadid glicerol

estéril hasta una concentracion final de 15 % y se los almacené a -70 °C.

3.2.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Las reacciones de PCR fueron realizadas en un volumen total de 25 pl en
tubos de pared delgada de 200 pl. La mezcla de reaccion que se utilizo fue
siempre la misma, variando Unicamente en el molde y primers utilizados
(Tabla 6). A lo largo del trabajo se han utilizado 4 pares de primers para los

distintos ensayos (Tabla 7).

Reactivo Volumen Concentracion final
Molde variable 100-1000 ng
Primer forward 10 mM 1l 0,4 uM
Primer reverse 10 mM 1l 0,4 uM
MgCl2 25mM 1yl 1mM
Buffer PCR 10X 1l 1X
dNTPmix (8 mM c/u) 0,5 ul 200 uMm
Tag-DNApol (5 Ul/ul) 0,125 pl 0,625 Ul
Agua c.s.p. 25 pl -
Total 25 pl -

Tabla 6. Mezcla de reaccidn general de PCR.

Para que los resultados de las reacciones de la PCR sean consistentes, en
cada una de las reacciones realizadas se afiadid un control negativo y, en

caso de tener el molde necesario, uno positivo. Los controles negativos
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consistieron en un tubo adicional con todos los componentes necesarios para
la PCR menos un molde y sirvieron como controles de contaminacion, y para
confirmar que los resultados positivos se deben a la presencia del acido
nucleico que se desea amplificar. En tanto los controles positivos
consistieron en un tubo adicional conteniendo al segmento de acido nucleico
gue se deseaba amplificar y sirvieron para comprobar que las condiciones de

la reaccion eran las adecuadas.

Primer Secuencia T Uso

NBacF 5'GTCTCGAGGATCCATGGATGCCGACAA 3 55 °C Amplificaciéon gen de la nucleoproteina.
NBacR 5 CGGAAGCTTATGAGTCACTCGAATATG 3 Clonado en pQE-30

GLevF 5’ATGTCGACAAAAGAATGGTTCCTCAGGCTCTCCTGTTTGTACC 3 58 °C Amplificacién gen de la glicoproteina.
GLevR 5’ATGAATTCTCACAGTCCGGTCTCACCCCCGCTCTTG 3 Clonado en pCRTOPO2.1

M13F 5" GTAAAACGACGGCCAG 3’

55°C| Chequeo del vector pPCRTOPO2.1.
M13R 5 CAGGAAACAGCTATGAC 3’

Secuenciacion F |5' CGGATAACAATTTCACACAG 3'
Secuenciacion R |5' GGTCATTACTGGAGTCTTG 3'

54 °C| Secuenciacién de la nucleoproteina

5'AOX1 5’ GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’ 57 °C Chequeo del vector pPIC9.
3'’AOX1 5 GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’ Secuenciacién de la glicoproteina.

Tabla 7. Primers utilizados.

Se han utilizado diferentes fuentes de molde para las reacciones. Estas han
provenido de productos purificados de PCR previamente realizadas, de ADN
plasmidico aislado de cultivos bacterianos, de una suspension conteniendo
particulas virales, o de colonias frescas de bacterias o levaduras (ensayo
denominado colony-PCR).

El ciclado fue llevado a cabo utilizando un termociclador MasterCycler
Gradient (Eppendorf). Los productos de PCR fueron utilizados

inmediatamente luego del ciclado o conservados a -20 °C hasta su uso.
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Para realizar los ensayos de colony-PCR a partir de las colonias bacterianas,
se preparé la mezcla de reaccién de PCR con todos los reactivos necesarios
(menos el molde) y se llevé al volumen final de reaccién de 25 pul. A
continuacion, y en condiciones de esterilidad bajo cabina de flujo laminar,
cada una de las colonias bacterianas a analizar fue suavemente picada con
un ansa estéril, introducida en cada uno de los tubos de reaccién de PCR y
resuspendida mediante agitacion suave. Teniendo en cuenta la sensibilidad
de las bacterias de E. coli a la temperatura, se asume que durante la etapa
de desnaturalizacion inicial a 95 °C de la PCR se produce la ruptura de las
bacterias, permitiendo la liberacion del ADN plasmidico que puede ser
utilizado como molde de la reaccion.

Para realizar los ensayos de colony-PCR a partir de las colonias de levadura,
hay que realizar un procedimiento previo de ruptura de las mismas, debido a
que presentan mas resistencia a la ruptura celular que las bacterias. Para
ello, se realiza un cultivo overnight en 600 ul de medio YPD picando cada
colonia que se quiere analizar. A continuacion, se centrifuga a 16000 x g
durante 2 minutos y se descarta el sobrenadante. El pellet de levaduras es
resuspendido en una solucion 1 % en SDS y 200 mM en LiCl, y se incuba a
70 °C durante 15 minutos. Luego, se coloca a -70 °C durante 5 minutos, se
centrifuga a 8000 x g durante 2 minutos y se deposita el sobrenadante en un
tubo limpio. Posteriormente, se agregan 300 ul de etanol absoluto y se
centrifuga a 16000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Por ultimo, se descarta el

sobrenadante y el pellet es resuspendido en 100 pl de agua estéril libre de
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nucleasas. Como molde en las reacciones de PCR se utilizan 5 pl de esta

solucién.

3.2.3 Transformacién de bacterias competentes

Para obtener las distintas cepas de E. coli electrocompetentes, se inocularon
5 ml de medio LB con 100 ul de un cultivo stock almacenado a -70 °C de la
bacteria correspondiente y se dejo crecer overnight a 37 °C y 100 rpm. Al dia
siguiente, 500 ml de medio LB fresco fueron inoculados con los 5 ml del
cultivo overnight y se dejaron crecer a 37 °C y 100 rpm, hasta alcanzar una
densidad optica a 600 nm (DOggonm) entre 0,5y 0, 7. Luego de incubar a 0 °C
durante 20 minutos, para detener el crecimiento bacteriano, se centrifugo a
4000 x g durante 15 minutos a 4 °C, descartandose el sobrenadante. Para
disminuir la concentracion salina del entorno de las células, se realizaron
sucesivos lavados de las bacterias resuspendiéndolas suavemente en una
solucion fria de glicerol al 10 %, centrifugandolas a 4000 x g durante 15
minutos a 4 °C, descartdndose el sobrenadante. Secuencialmente, se
utilizaron los voliumenes 500 ml, 250 ml, 20 ml de la solucion de glicerol al 10
%. Luego de la ultima centrifugacion y descartar el sobrenadante, las
bacterias eléctricamente competentes fueron resuspendidas en 1 ml de la
solucion de glicerol al 10 % vy utilizadas en el momento para la transformacion
o almacenadas en alicuotas de 100 ul con durante seis meses a -70 °C.

Para realizar la transformaciéon de las bacterias mediante electroporacion se

trabajé en esterilidad. Las células, ADN a transformar, microtubos de
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polipropileno de 1,5 ml y cubetas a utilizar se mantuvieron en hielo durante
todo el procedimiento. En un microtubo, se mezclaron 40 ul de bacterias de
E. coli electrocompetentes con 1-2 ul de cada uno de los ADN plasmidicos a
transformar (estériles, purificados y libres de sales) y se dejaron en hielo
durante 1 minuto. A continuacién, la mezcla fue introducida en la cubeta y
colocada en el equipo Micropulser Electroporation Appartus (Biorad), dénde
se le aplico un pulso de 1,8 kV durante 5 mili segundos. Inmediatamente, se
resuspendiéo suavemente la mezcla de electroporacion con 1 ml de medio
SOC, se deposité en un microtubo estéril y se incubé una hora a 37 °C y 100
rom. Finalmente, 200 uyl de cada una de las mezclas de electroporacion
fueron plaqueadas en sus respectivos medios selectivos (dependiendo de los
genes de resistencia codificados por los plasmidos) e incubadas a 37 °C

overnight.

3.2.4 Transformacion de levaduras competentes

Para obtener levaduras de la cepa GS115 de P. pastoris electrocompetentes,
se inocularon 5 ml de medio YPD con 100 pl de un cultivo stock almacenado
a -70 °C de la levadura, y se dejo crecer overnight a 30 °C y 100 rpm. Al dia
siguiente, 500 ml de medio YPD fresco fueron inoculados con los 5 ml del
cultivo overnight y se dejaron crecer a 30 °C y 100 rpm hasta alcanzar una
densidad oOptica a 600 nm (DOggonm) entre 0,5y 0, 7. El cultivo fue separado
en dos frascos de centrifugacion de 250 ml estériles y se centrifugaron a

3000 x g durante 5 minutos a 4 °C, descartandose los sobrenadantes y
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resuspendiendo los pellets de levaduras en 50 ml de YPD. A continuacion, se
agregaron 1,25 ml de DTT 1 M en cada frasco y se incub6 a 30 °C. Al cabo
de 15 minutos, se agregaron 200 ml de sorbitol 1 M estéril a 4 °C en cada
frasco y se centrifugaron a 3000 x g durante 5 minutos a 4 °C, descartandose
los sobrenadantes. Para disminuir la concentracion salina del entorno de las
células, se realizaron sucesivos lavados de las levaduras resuspendiéndolas
en una solucion de sorbitol 1 M estéril a 4 °C, centrifugandolas a 3000 x g
durante 5 minutos a 4 °C y descartando el sobrenadante. Secuencialmente,
se utilizaron los volimenes 250 ml y 10 ml de la solucion de sorbitol 1 M.
Luego de la ultima centrifugacién y descartar el sobrenadante, las levaduras
eléctricamente competentes fueron resuspendidas en 0,5 ml de la solucién
de sorbitol 1 My utilizadas en el momento para la transformacion.

Para realizar la transformacion de las levaduras mediante electroporacion se
trabajé en esterilidad, y las células, ADN a transformar, microtubos de
polipropileno de 1,5 ml y cubetas a utilizar se mantuvieron en hielo durante
todo el procedimiento. En un microtubo se mezclaron 40 ul de levaduras de
P. pastoris electrocompetentes (1 x 10° células/ml) con 1-2 pl conteniendo 10
Mg del ADN a transformar (estéril, purificado y libres de sales). A
continuacion, la mezcla fue introducida en la cubeta y ésta fue colocada en el
equipo Micropulser Electroporation Appartus (Biorad), dénde se le aplicd un
pulso de 1,8 kV durante 5 mili segundos. Inmediatamente, se resuspendio

suavemente la mezcla de electroporacion con 1 ml de la solucién de sorbitol
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1 M. Finalmente, 200 ul de la mezcla de electroporacion fueron plaqueados

en una placa conteniendo medio MD e incubadas a 30 °C durante 72 horas.

3.2.5 Extraccion de ADN plasmidico

Para realizar las extracciones de ADN plasmidico, se realizé un cultivo
overnight a 37 °C y 100 rpm, en 5 ml de medio liquido LB, con el o los
antibiéticos correspondientes. Dependiendo del tipo de andlisis posterior que
se deseaba realizar, se han utilizado dos métodos distintos de aislamiento.
Para los ensayos de confirmacion de la presencia de un inserto por PCR, en
los que no se requiere una pureza muy elevada del ADN plasmidico a
utilizar, se realizd una adaptacion de la técnica original de Birnboim y Doly
(Birnboim y Doly, 1979). Los 5 ml del cultivo overnight fueron centrifugados a
3000 x g durante 10 minutos, descartando el sobrenadante y resuspendiendo
el pellet de bacterias en 100 pl de la solucion | (Tabla 8). Luego de afadir
200 ul de la solucién Il (Tabla 8) y mezclar suavemente por inversion (4 o 5
veces), la mezcla resultante fue incubada en hielo durante 5 minutos. A
continuacion, se afadieron 150 pl de la solucion Il (Tabla 8), se agitd por
inversion y se mantuvo otros 5 minutos en hielo. Posteriormente, se
centrifugd durante 15 minutos a 17000 x g y 4 °C, y aproximadamente 400 pl
del sobrenadante se transfirieron a un tubo limpio en el que se afadié 1 mi
etanol absoluto (frio). Luego, se centrifugd durante 20 minutos a 17000 x g y
4 °C, descartandose el sobrenadante y lavando el pellet resultante con 500 ul

de etanol al 70% (frio). El pellet se dejé secando a temperatura ambiente y el
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ADN plasmidico obtenido fue resuspendido en 30 ul de agua tridestilada
estéril. En algunos casos el ADN obtenido fue tratado con ARNasa A de
pancreas bovino (Promega) a una concentracién de 100 pug/ml durante 30
minutos a 37 °C.

En aquellos casos en los que se necesitdo que el ADN plasmidico fuera de
gran pureza (reacciones de digestiébn enzimatica o secuenciacion), se utilizo
el kit comercial Wizard® Plus SV Mimiprep (Promega), siguiendo las

indicaciones del protocolo del fabricante.

Solucion | | ]
Glucosa 50 mM NaOHO,2 N KAc 5 M {pH 4.8), 60 ml
Composicion Tris-HCO 25mM, pH 8,0 SDS 1% HAc glacial, 11,5 ml
EDTA 10 mM, pH 8,0 Agua tridestilada, 28,5 ml

Tabla 8. Soluciones para la extraccién de ADN plasmidico (Birnboim y Doly, 1979).

3.2.6 Cuantificacion de acidos nucleicos y proteinas

Para medir concentraciones de &cidos nucleicos y proteinas se utilizé el
fluorémetro Qubit 2.0 (Invitrogen). La determinacién se basa en la unién de
sondas especificas que se unen al polimero que se desea cuantificar
(proteinas, ADN y ARN). Las sondas son colorantes que presentan una
fluorescencia muy baja por si solas, pero al unirse a sus moléculas objetivo
se vuelven intensamente fluorescentes.

Para las determinaciones, se realizé una solucion de trabajo que consiste en

una diluciébn 1/200 de las sondas especificas con su respectivo buffer.
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Posteriormente, se prepararon los patrones y las muestras como es detallado
en la tabla 9.

Luego de mezclar en vortex durante 5 segundos, se incubaron las muestras
durante 2 minutos (15 minutos para las determinaciones de proteinas) a

temperatura ambiente y se realizaron las medidas fluorométricas.

. Tipo de muestra
Reactivo
Patrones Problema
Solucion de trabajo 190 pl 180-199 pl
Patrones a agregar 10l -
Muestra a agregar - 1-20 pl
Volumen total 200 pl 200 pl

Tabla 9. Soluciones para medir acidos nucleicos y proteinas por fluorometria (Invitrogen).

Alternativamente, como método para cuantificar una muestra de proteinas se
utilizé una adaptacién del protocolo de Bradford (Bradford, 1976). Se
prepararon, a partir de una solucién patron 2,5 mg/ml de seroalbumina
bovina (BSA), las diluciones 2,5 (directo); 1,25; 0,625; 0,3125; 0,156 y O
mg/ml de BSA. Para realizar la curva patrén se mezclaron por duplicado 0,5
ml de cada una de las diluciones con 2,5 ml del reactivo de Bradford. De
manera similar, 0,5 ml de las muestras problema se mezclaron con 2,5 ml del
reactivo de Bradford. A continuacion, se realizé la medida de absorbancia a
595 nm de las soluciones patrones, con las que se armé una curva patron, y

de las muestras problema. La determinacion de la concentracion de cada
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una de las muestras se obtuvo comparando la absorbancia a 595 nm con la

de la curva patron.

3.2.7 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Para analizar los fragmentos de ADN, se realizaron electroforesis en geles de
agarosa D1-LE (Biodynamics) horizontales y de tamafio 5 x 6,5 cm. La
concentracién de agarosa en los geles vario entre 0,7 y 1,5% (dependiendo
del tamafio de los fragmentos a analizar), y el buffer empleado fue TBE 0,5X:
45 mM Tris (Invitrogen), 45 mM &cido bodrico (Invitrogen), 1 mM EDTA
(Merck), pH:8.

Las muestras a analizar fueron mezcladas con una sexta parte de buffer de
carga (10mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,03% de azul de bromofenol y 60% de
glicerol) e introducidas en el gel. Como marcadores de longitudes del
fragmentos de ADN, se emplearon los siguientes marcadores: AHindlll
(Promega), MEcoRI-Hindlll (Promega), 100bp Marker (Promega) o 1Kb
Marker (Promega). Las electroforesis se realizaron a un voltaje constante de
100 V, en una cubeta horizontal MUPID-2 (Cosmo-Bio) cargada con el Buffer
TBE 0,5X durante 40 a 60 minutos. Al finalizar las electroforesis, los ADNs
presentes en los geles fueron tefidos por difusion pasiva durante 15 minutos
con una solucién 0,1 pg/ml de bromuro de etidio (SIGMA). Para hacer
visibles las bandas de ADN tefidas, se empleé un transiluminador de luz

ultravioleta.
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3.2.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Tomando el método original de Laemmli (Laemmli, 1970), se realizaron las
electroforesis en geles de poliacrilamida. Cada sistema estuvo formado por
dos geles de 1 mm de espesor. un gel separador de 5 x 9 cm
aproximadamente con una concentracion de acrilamida de 8 o 10 % y un gel
un gel de apilamiento de 1,5 x 9 cm aproximadamente con una concentracion
de acrilamida de 5%.

Para realizar los SDS-PAGE, se utilizaron las siguientes soluciones y
reactivos:

o Acrilamida-Bisacrilamida: 30 g de acrilamida, 0,8 g de Bis-acrilamida
en 100 ml de agua.

o Buffer Tris-Cl 1,5M pH=8,8: 18,5 g de Tris-Base (Invitrogen) en
aproximadamente 50 ml de agua, ajustar el pH a 8,8 con HCI y llevar a 100
ml con agua.

o Buffer Tris HClI 0,5M pH 6,8: 6g de Tris-Base (Invitrogen) en
aproximadamente 50 ml de agua, ajustar el pH a 6,8 con HCI y llevar a 100
ml con agua.

o SDS 10%: 10 g de SDS (WAKO) en 100 ml de agua.

o APS 10 %: 10mg de persulfato de amonio (Gibco) en 1ml con agua.
o TEMED: solucién comercial de N,N,N,N’-Tetrametiletilendiamina.
(AppliChem)

o 0,1% BB: 10mg de azul de Bromofenol (SIGMA) en 10ml de agua.
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o Buffer de reservorio: 0,302 g/l de Tris-Base (Invitrogen), 1,44 g/l de
Glicina y 0,1% de SDS.

o Buffer de carga: 1,25ml de Tris-HCI pH6,8 mas 2ml de SDS 10% mas
2ml de Glicerol y 100 pl de 0,1%BB. Luego agregar agua hasta un volumen
final de 10 ml.

Los geles separadores y de apilamiento fueron preparados segun se muestra

en la tabla a continuacién (Tabla 10):

Tipo de gel
Reactivo / solucién Separador | Separador | Apilador

10 % 8% 5%
Acrilamila-Bisacrilamida 3,3ml 2,7 ml 0,83 ml
Buffer Tris-Cl 1,5M pH=8,8 2,5 ml 2,5 ml -
Buffer Tris-Cl 1 M pH=6,8 - - 0,63 ml
Agua 4,0 ml 4,6 ml 3,4 ml
SDS 10 % 100 ul 100 50 ul
APS 10 % 100 100 ul 50 ul
TEMED 4pl 6 ul 5 ul
Volumen total 10 ml 10 ml 10 ml

Tabla 10. Reactivos y tipos de geles de poliacrilamida empleados (Sambrook, 1989).

Las electroforesis fueron realizadas cuba Dual Mini Slab (Atto) a voltaje
constante entre 50 y 70 V, durante 3,5 a 5 horas, dependiendo del tamafio de
las proteinas que se querian separar. Una vez finalizada la corrida
electroforética (si los geles no se usaban para un ensayo de western blot), se
tiferon los geles durante 1 hora en agitacion suave y a temperatura ambiente
con una solucién al 0,025% de Coomassie Brillant Blue R250 (SIGMA). Para

decolorar, se utilizé una solucion al 30 % de metanol y 10 % de &cido acético
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glacial durante un minimo de 3 horas hasta lograr la decoloracion del gel y
visualizar las bandas de las proteinas claramente (Sambrook, 1989).
En algunos SDS-PAGE, se utilizé un patron de BSA (entre 10 y 80 pg/ml) vy,

mediante el programa TotalLab, se estimo la concentracion de las proteinas.

3.2.9 Western blot

Una vez transcurrida la corrida electroforética, se realizo la transferencia de
las proteinas desde gel de poliacrilamida hacia una membrana de
nitrocelulosa, mediante el sistema sandwich semi-himedo Trans-blot Semi-
Dry Electrophoretic Transfer Cell (BioRad). Para ello, se recortdé un trozo de
membrana de nitrocelulosa y cuatro de papel secante, todos con una
superficie de 5 x 9 cm. Posteriormente, se formo el sandwich sobre la placa
positiva del equipo colocando dos papeles secantes, la membrana de
nitrocelulosa, el gel de poliacrilamida y los dos papeles secantes restantes.
Todos los componentes del sandwich fueron previamente empapados en el
buffer de transferencia y se eliminaron las burbujas de aire entre los
componentes del sandwich presionando suavemente.

La transferencia se llevo a cabo durante 30 minutos a 15 V. Posteriormente,
se sumergiéo completamente la membrana de nitrocelulosa en la solucién de
bloqueo durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, se realizaron tres
lavados de 5 minutos cada uno a la membrana agitandola suavemente en la
solucion de lavado. Luego, se incubd la membrana a temperatura ambiente

con el anticuerpo primario producido en conejo diluido 100 veces con la
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solucién de bloqueo, y se dejé durante 90 minutos con agitacion suave.
Luego de la incubacion, se realizaron otros tres lavados adicionales de la
membrana con solucién de lavado y se la incub6 durante 90 minutos con el
anticuerpo Anti-lgG de conejo o ratdn conjugado con la peroxidasa del
rabano picante producido en cabra (Sigma cat. A9044 y cat. A9040,
respectivamente) diluido 1000 veces en la solucion de bloqueo. Finalmente
se realizaron otros tres lavados con solucion de lavado y se incubd la
membrana con la solucién de revelado en agitacion suave hasta la aparicion
de las bandas.
Reactivos y soluciones empleados:
- Buffer de transferencia: Tris-Base 5,82 g; glicina 2,93 g; SDS 10%
3,75 ml; metanol 200 ml; llevar a 1 L con agua.
- Solucién de lavado: PBS 999 ml; Tween-20 1 ml.
- Solucién de bloqueo: PBS 99,9 ml; Tween-20 0,1 ml; Leche en polvo 5
g.

- Solucion de revelado: PBS 100 ml; DAB 30 mg; H,0, 30 pl.

3.3 OBTENCION DEL ADNCc viral

3.3.1 Disefio de los primers

El disefio de los primers para la amplificacién del gen de la nucleoproteina N
se llevé a cabo a partir de un alineamiento mdltiple, realizado con varias
secuencias del virus de la rabia. Como base comparativa, se utilizd la

secuencia de la cepa CVS-11. En total se utilizaron 27 secuencias (aquellas
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que presentaron un porcentaje de identidad superior al 97 % y un porcentaje
de cobertura del 100 %), todas ellas obtenidas de la base de datos del
GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html).  Para el
alineamiento, se uso el programa ClustalX (version 1.81). Una vez realizado
el alineamiento, el area de andlisis se acot6 al marco de lectura abierto
(ORF) correspondiente a la N. Teniendo en cuenta el consenso entre las
secuencias alineadas y el marco de lectura de la porcién codificante, se

disefio el siguiente par de primers:

NBacF: 5 GTCTCGAGGATCCATGGATGCCGACAA 3

NBacR: 5 CGGAAGCTTATGAGTCACTCGAATATG &

Para permitir el posterior clonado del gen, se agregaron sitios de
reconocimiento para las enzimas BamHI y Hindlll en los primers NBacF y
NBacR respectivamente (subrayados en la secuencia).

Para el disefio de los primers para la amplificacién de la glicoproteina G se
procedié de manera similar. Se realiz6 el alineamiento de 30 secuencias del
segmento de la glicoproteina G y, a partir de las regiones conservadas, se
buscé un par de primers capaz de amplificar el marco de lectura completo del

gen:

GLevF:5’ATGTCGACAAAAGAATGGTTCCTCAGGCTCTCCTGTTTGTACCS'

GLevR: ’ATGAATTCTCACAGTCCGGTCTCACCCCCGCTCTTG 3
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Para facilitar el posterior clonado del gen, los sitios de reconocimiento para
las enzimas Sall y EcoRlI fueron introducidos en los primers GLevF y GLevR
respectivamente (subrayados en la secuencia).

Los sitios de corte que se afadieron en cada par de primers (BamHI y Hindlll
para la N; Sall y EcoRlI para la G) fueron seleccionados de modo tal que al
realizar la clonacion dentro de los vectores de expresion se respeten los
marcos de lectura abiertos al momento de la traduccion. Ademas, se busco
que estos sitios de corte no existan dentro las secuencias que codifican para
cada gen de interés y que permitan direccionar las inserciones de los
fragmentos dentro de los vectores de expresion.

Los dos pares de primers fueron analizados mediante el software AnnHyb
(version 4.936), para confirmar la ausencia de posibles estructuras
secundarias y la formacién de dimeros. Ademas, se realizdé un alineamiento
local (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) para comprobar la especificidad de
los primers y se confrontdé su secuencia con la de los otros genes del
genoma viral para verificar que no existieran posibilidades de mispriming

durante la PCR.

3.3.2 Obtencién del ARN viral
A partir de una suspension viral de la cepa vacunal CVS del virus de la rabia,
se realizd una extraccion del ARN viral con el reactivo TRIZOL® (GibcoBRL),

utilizando una ligera adaptacion del protocolo brindado por el fabricante. A
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500 ul de la suspension viral, se le afiadieron 500 ul del reactivo TRIZOL y
220 pl de cloroformo (Merck). Luego de agitar vigorosamente la mezcla en
vortex durante 10 minutos, se centrifugé a 12000 x g y 4 °C durante 15
minutos. Un volumen aproximado de 650 ul de la fase acuosa superior fue
transferido a un nuevo tubo en el que se afiadieron 750 ul de isopropanol
absoluto (Merck) y se mezclé por inversion. A continuacién, se incubo la
mezcla a -70 °C durante 15 minutos y se centrifugd a 12000 x g y 4 °C
durante 10 minutos, descartandose el sobrenadante. El pellet de ARN
obtenido fue lavado con 1 ml de etanol (Merck) al 75% y centrifugado a 7500
X gy 4 °C durante 5 minutos. Luego de descartar el sobrenadante, el pellet
de ARN fue secado al aire durante 10 minutos. Finalmente, el ARN fue
resuspendido en 50 ul de agua tridestilada libre de nucleasas.

La concentracion del ARN obtenido fue determinada por fluorometria.
Utilizando espectrofotometria y midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm, se

realizd una estimacion del grado de pureza de la muestra.

3.3.3 Retrotranscripcion

El ARN viral extraido fue transformado en una copia del ADN
complementario (ADNCc). La reaccién de retrotranscripcion fue llevada a cabo
con la enzima retrotranscriptasa del virus de Leucemia Murina de Moloney
(MMLV) (Promega).

A 8 ul del ARN viral extraido (aproximadamente 1 ug), se le anadieron 2 ul

de una solucion de primers al azar y 5 yl de agua. La solucion fue calentada
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durante 5 minutos a 70 °C y luego colocada en hielo 5 minutos. A
continuacion, se le agregaron 1 ul (200 U) de la enzima MMLYV, 5 ul del buffer
de reaccién 5X provisto con la enzima, 3 pl de una solucién 200 uM de cada
uno de los dNTPs y 1 ul (40 U) de inhibidor de ARNsas RNAsin® (Promega).

Por dltimo, la mezcla fue incubada a 42 °C durante una hora (Tabla 11).

Reactivo Volumen Conce'ntracic’m
final
Muestra 15 pl
Buffer 5X MMLV 5l 1X

MMLV 1ul 200 U
dNTPs 3l 200 mM c/u
RNAsin 1ul 40 U
Total 25 pl i

Tabla 11. Mezcla de retrotranscripcion.

3.4 EXPRESION DE LA NUCLEOPROTEINA EN BACTERIAS
3.4.1 Amplificacién por PCR
La reaccion de PCR para la amplificacion del fragmento N se llevé a cabo

empleando la combinacién de primers NBacF-NBacR.

PCR N
Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 3 minutos 1
94 °C 45 segundos
60 °C 45 segundos 30
72 °C 1,5 minutos
72 °C 10 minutos 1

Tabla 12. Perfil de ciclado para la amplificacion del gen N.
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Para ello, 5 pl del ADNc obtenido en la retrotranscripcion fueron utilizados
como molde en un volumen de reaccion de PCR de 25 pl. El perfil de ciclado
empleado para la reaccion de PCR se detalla la tabla 12:

Para confirmar la amplificacion del fragmento N, se realiz6 una electroforesis

en un gel de agarosa al 1,5 % con 10 pl del producto la RT-PCR.

3.4.2 Ligacion en el vector pQE-30y transformacién en E. coli

Una vez comprobado que el tamaio del gen amplificado en la RT-PCR
coincidia con el del gen de la nucleoproteina N del virus, se llevo a cabo la
ligacion del mismo en el vector pQE-30.

En una primera instancia, y para permitir la clonacién en la direccion correcta,
el amplicon y el vector fueron digeridos con las enzimas de restriccion BamHI
y Hindlll (ambas Promega). Para separar los fragmentos digeridos, se realiz
una electroforesis en un gel de agarosa al 1 % con los volimenes totales de
cada una de las reacciones de digestion. Luego, las bandas
correspondientes al inserto y al vector fueron recuperadas del gel mediante
el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System extracts DNA
fragments (Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los fragmentos de ADN digeridos recuperados fueron cuantificados
fluorométricamente para poder proceder a la ligacion del vector y el inserto,
que se llevé a cabo siguiendo el protocolo descripto para el kit ExpressLink™

T4 DNA Ligase (Invitrogen) (Tabla 13).
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Reactivo Volumen Cantidad
Vector pQE-30 digerido Xul 30 fmol
Fragmento N digerido Y ul 90 fmol
Buffer de reaccion 5X 4 ul -
T4 DNA ligase (5 Ul/ul) 1ul 5 Ul
Agua c.s.p. 20 ul -
Total 20 pl -

Tabla 13. Reaccion general de ligacion pQE-30-N.

Luego de incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, la mezcla de
ligacion fue utilizada para trasformar bacterias electrocompetentes (E. coli
Cepa: M15) por electroporacion. La mezcla de transformacion fue sembrada
en placas de LB Amp Kan y, luego de una incubacién overnight a 37 °C, se
seleccionaron al azar 20 colonias para confirmar el fenotipo y se repicaron en

una nueva placa de LB Amp Kan.

3.4.3 Anélisis de las colonias de E. coli

Para confirmar la presencia del fragmento N en las colonias obtenidas, y
poder diferenciarlas de aquellas que adquirieron el plasmido pQE-30 sin el
inserto (que también pueden crecer en una placa LB Amp Kan), 14 colonias
fueron tomadas al azar y analizadas por colony-PCR con los primers

especificos para el gen de la nucleoproteina N (NBacF-NBacR).
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Los productos de la colony-PCR fueron analizados mediante electroforesis
en un gel de agarosa al 1,5 %, para corroborar la banda de ~1,4 Kb
correspondiente al gen N.

Una vez seleccionado los clones adecuados para los ensayos de expresion,
éstos fueron almacenados a -70 °C en glicerol al 15 % hasta su uso.
Finalmente, para comprobar la identidad y la correcta continuidad del marco
de lectura del fragmento clonado, el ADN plasmidico de uno de los clones
positivos a la colony-PCR fue purificado por medio del kit comercial Wizard
Plus Miniprep DNA Purification System (Promega) y enviado a secuenciar al
Servicio de Secuenciacion y Genotipado de la Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales de la Universidad de Buenos Aires, utilizando los primers de

secuenciacion del vector.

3.4.4 Expresion de la nucleoproteina

Las colonias positivas al ensayo de colony-PCR fueron seleccionadas para
realizar cultivos liquidos, con el fin de comprobar la expresion de la N. Se
tomaron 100 ul de los cultivos stocks almacenados a -70 °C y se utilizaron
para inocular 5 ml de medio liquido LB Amp Kan, dejandose crecer overnight
a 37 °C con agitacion. A partir de estos cultivos, se realizé una dilucion 1/100
(50 pl de cada cultivo overnight en 5 ml de medio liquido LB Amp Kan) en
tubos plasticos de 15 ml, y se los coloc6 a 37 °C en un agitador orbital

(Minitron incubator shaker, INFORS HT) a 100 rpm el tiempo necesario para


http://www.ege.fcen.uba.ar/servicios/secuenciador/
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que el cultivo alcance una densidad 6ptica medida a 600 nm entre 0,5-0,7
(aproximadamente 3 hs).

A continuacién, se realizd la induccion con IPTG (Fermentas) a una
concentracién final de 1 mM y se lo dej6 crecer durante 2 horas a 37 °C y
una agitacion de 100 rpm. Simultdneamente, se realiz6 un cultivo en iguales
condiciones de bacterias M15 (conteniendo el pldsmido pQE-30 sin inserto)
para ser utilizado como control negativo de la expresion.

Una vez transcurridas las 2 horas de induccion, los tubos fueron incubados a
0 °C durante 20 minutos, para detener el crecimiento bacteriano, y
centrifugados a 4000 x g durante 15 minutos a 4 °C, descartdndose el
sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido suavemente en 400 ul
de buffer de ruptura (NaH,PO, 100 mM, Tris-Cl 10 mM, urea 8 M, pH 8).
Mediante agitacion suave en vortex durante 30 minutos, se realizo la ruptura
de las bacterias y extraccion de las proteinas intracelulares. Para eliminar
restos celulares, se centrifugé a 15000 x g durante 5 minutos a 4 °C y se
transfirio el sobrenadante a un tubo limpio de 1,5 ml.

Para analizar el nivel de expresion de la nucleoproteina N en los clones
seleccionados, 10 pl de cada uno de los extractos crudos obtenidos fueron
analizados por SDS-PAGE y western blot, usando como control un lisado de
células proveniente de un cultivo de bacterias M15 que contenian el plasmido

pPQE-30 sin inserto.

3.4.5 Determinacién del tiempo de induccién adecuado
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Con el proposito de hallar el tiempo de inducciéon que genere mayor cantidad
de N expresada, el clon mas productor fue seleccionado y analizado. Se
realizaron ensayos en medio LB Amp Kan con una concentracion del
inductor IPTG de 0,5 y 1 mM. Los cultivos se llevaron a cabo en 2
erlenmeyers de 100 ml conteniendo 20 ml de medio de cultivo LB Amp Kan.

Se parti6 de dos cultivos overnight (clon a ensayar y clon control con
plasmido pQE-30 sin inserto) con el que se realizé una dilucién 1/100 (200 ul
del cultivo en 20 ml de medio LB Amp Kan) y se los dejo crecer a 37 °Cy 125
rpm. Una vez alcanzada la densidad o6ptica deseada a 600 nm (DOgoonm)
(entre 0,5 y 0,7), los cultivos fueron inducidos con IPTG (a 0,5y 1 mM).
Desde la hora 0, se tomaron 2 ml de cultivo cada hora (hasta 3 horas) de
cada erlenmeyer para evaluar el mejor tiempo de induccion. Para comparar
el nivel de expresion, las alicuotas de los cultivos fueron analizadas por SDS-

PAGE y western blot.

3.4.6 Escalado

Para realizar el escalado del cultivo, se mantuvieron las condiciones
ensayadas en erlenmeyer que mayor nivel de expresion arrojaron. Se llevé a
cabo un cultivo Batch en el fermentador de 7,5 litros BioFlo 310 Benchtop
Bioreactor (New Brunswick-Scientific, Edison, NJ, USA). Para realizar el
cultivo semilla, 150 ml de medio LB Amp Kan fueron inoculados con 1 ml del
cultivo stock del clon seleccionado, e incubados overnight a 37 °C en un

agitador orbital. Al dia siguiente, este cultivo se utiliz6é para inocular 3,85 litros
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del mismo medio en el fermentador (DOgoonm inicial ~ 0,100). La temperatura y
el pH del fermentador fueron fijados en 37 °C y 7, respectivamente. La
agitacion se programé de manera tal de garantizar en todo momento una
concentracién de oxigeno del 30 % del valor de saturacion en el medio de
cultivo, y lograr un crecimiento aerdbico del microorganismo. El cultivo se
mantuvo en estas condiciones hasta alcanzar una DOgoonm ~ 2, momento en
el cual fue inducido con IPTG en una concentracion de 1 mM y se mantuvo
durante 3 horas, tomandose muestras de 10 ml de cultivo cada hora. Una
vez alcanzadas las 3 horas, el cultivo fue centrifugado a 3000 x g durante 20
minutos a 4 °C en una centrifuga Thermo Scientific IEC CL40, descartandose
el sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido en 160 ml de buffer
de ruptura (concentrado 25 veces) y se realizd la ruptura de las bacterias
mediante inversion durante una hora. A continuacion, se centrifugo a 20000 x
g durante 30 minutos a 4 °C en una centrifuga RS-201V (TOMY -Seiko) para
eliminar los restos celulares. Este sobrenadante fue utilizado para evaluar el
nivel de expresion de la nucleoproteina N y realizar la purificacion de la

misma mediante cromatografia de afinidad a iones metélicos (IMAC).

3.4.7 Purificacion de la proteina

Para realizar la purificacion de la nucleoproteina N fusionada a los 6 residuos
de histidina (N-His), se utilizo el extracto crudo obtenido del cultivo realizado
en el fermentador. La purificacion se llevé a cabo mediante cromatografia de

afinidad a iones metalicos (IMAC) en una columna de 10 ml cargada con una
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matriz de acido nitriloacético y niquel (NTA—Ni) (BioRad). Para ello, el pellet
resultante del cultivo de 4 litros fue resuspendido suavemente en 160 ml de
buffer de ruptura (25 veces concentrado) y separado en 4 alicuotas de 40 ml
gue fueron purificadas individualmente.

Una vez equilibrada la resina, haciendo circular 2 volimenes de columna (20
ml) de buffer de ruptura a pH 8, se sembraron los 40 ml de muestra. A
continuacion, se realizaron dos lavados con 2 volumenes de columna (20 ml)
de buffer de ruptura (a pH 8 y pH 6,3 respectivamente). Luego, se realizaron
las eluciones, con 2 volumenes de columna cada vez, a pH 5,9 y pH 4,5. Por
altimo, se mididé la concentracién total de proteinas en cada una de las
fracciones por el método fluorométrico. La fraccion que contenia la proteina
purificada fue dializada contra PBS, esterilizada por filtracion (con filtro de

0,22 ym) y almacenada a - 20 °C hasta su posterior uso.

3.5 EXPRESION DE LA GLICOPROTEINA EN LEVADURAS
3.5.1 Amplificaciéon por PCR del gen de la glicoproteina
La reaccion de PCR para la amplificacion del fragmento G se llevé a cabo

empleando la combinacién de primers GLevF-GLevR.
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PCR G
Temperatura Tiempo Ciclos
94 °C 3 minutos 1
94 °C 45 segundos
58 °C 45 segundos 30
72 °C 1,5 minutos
72 °C 10 minutos 1

Tabla 14. Perfil de ciclado para la amplificaciéon del gen G.

Para ello, 5 pl del ADNc obtenido en la retrotranscripcion fueron utilizados
como molde en un volumen de reaccién de PCR de 25 pl. El perfil de ciclado
empleado para la reaccién de PCR se detalla en la tabla 14: Para confirmar
la amplificacion del fragmento G, se realiz6 una electroforesis en un gel de

agarosa al 1,5 % con 10 pl del producto la RT-PCR.

3.5.2 Ligacion en el vector pCR2.1-TOPO y transformacion en E. coli
Luego de verificar que el tamafio del gen amplificado en la RT-PCR coincida
con el del gen de la glicoproteina G del virus, éste fue clonado en el vector
pCR2.1-TOPO.

El producto de RT-PCR fue purificado utilizando el kit comercial Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System extracts DNA fragments (Promega) y
cuantificado fluorométricamente, al igual que el vector pCR2.1-TOPO.

Con el inserto y vector cuantificados, se procedio a la ligacion de los mismos

siguiendo el protocolo descripto por el fabricante (Invitrogen) (Tabla 15).
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Reactivo Volumen Cantidad
pCRTOPO2.1 Xul 10 ng
Fragmento G Y ul 40 ng

NaCl 1,2 M 1l )
MgCl, 0,06 M

Agua c.s.p. 6 ul -

Total 6 ul -

Tabla 15. Reaccion general de ligacion pCR2.1-TOPO-G.

La mezcla de ligacion se incub6 durante 15 minutos a 42 °C y se utilizé para
trasformar bacterias electrocompetentes (E. coli Cepa: TOP10) por
electroporacion, que a continuacion fueron sembradas en placas de LB Amp
con IPTG y X-Gal, e incubadas overnight a 37 °C. Posteriormente, se
seleccionaron al azar 20 colonias blancas para confirmar el fenotipo y se
repicaron en una nueva placa con IPTG y X-Gal.

Para confirmar la ligacion y transformacion del vector pCR2.1-TOPO-G en las
colonias bacterianas blancas de E. coli, se seleccionaron al azar 4 colonias y
se analizaron por colony-PCR con los primers especificos para la region M13
(M13F-M13R), presente en el vector. Los productos de la colony-PCR fueron
analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 %. Los clones

positivos a la colony-PCR fueron seleccionados y almacenados a -70 °C.

3.5.3 Ligacion en el vector pPIC9 y transformacién en E. coli
Tomando una alicuota de un cultivo stock almacenado a - 70 °C de una de

las colonias de E. coli positivas a la colony-PCR para los primers M13
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(conteniendo al vector pCR2.1-TOPO-G), se realiz6 un cultivo liquido
overnight a 37 °C en medio LB Amp. A continuacion, se extrajo el ADN
plasmidico con un kit comercial y se confirmé la extraccion del pCR2.1-
TOPO-G de un tamafio aproximado de 5,5 kb mediante electroforesis en gel
de agarosa al 0,7 %.

Se realiz6 un cultivo overnight de una bacteria de E. coli conteniendo el
vector pPIC9 en medio LB Amp. Se extrajo el ADN plasmidico y, para
comprobar la presencia del vector de 8 kb aproximados, una alicuota de 10
ul se sembroé en una electroforesis en gel de agarosa al 0,7 %.

Luego de cuantificar fluorométricamente las extracciones de ADN plasmidico
del pCR2.1-TOPO-G y del pPIC9, se realiz6 la digestion de los mismos con
las enzimas EcoRI-Sall y EcoRI-Xhol, respectivamente. La enzima Xhol
genera un extremo compatible al generado por Sall. Todas las enzimas
utilizadas fueron de Promega.

Para separar los fragmentos digeridos, se realizé una electroforesis en un gel
de agarosa al 1 %, con los volumenes totales de cada una de las reacciones
de digestion. Luego, las bandas correspondientes al inserto y al vector fueron
recuperadas del gel mediante el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System extracts DNA fragments (Promega), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

A continuacion, se cuantificaron los ADN fluorométricamente para poder

proceder a la ligacion del vector y del inserto, que se llevé a cabo siguiendo
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el protocolo descripto para el kit ExpressLink™ T4 DNA Ligase (Invitrogen)

(Tabla 16).

Reactivo Volumen Cantidad
Vector pPIC9 digerido Xul 30 fmol
Fragmento G digerido Y ul 90 fmol
Buffer de reaccion 5X 5 pl -

T4 DNA ligase (5 Ul/ul) 1 pl 5 Ul
Agua c.S.p. 20 ul -
Total 20 pi -

Tabla 16. Reaccion general de ligacion pPIC9-G.

Se incubd la mezcla de ligacién a temperatura ambiente durante 5 minutos, y
se utilizo para trasformar bacterias electrocompetentes (E. coli Cepa: TOP10)
por electroporacion. La mezcla de transformacién fue sembrada en una placa
de LB Amp e incubada overnight a 37 °C. Por ultimo, se seleccionaron al
azar 20 colonias para confirmar el fenotipo y fueron repicadas a una nueva
placa de LB Amp.

La presencia del gen de la glicoproteina G en las colonias bacterianas de E.
coli obtenidas luego de la transformacion con el vector pPIC9-G fue
comprobada por colony-PCR con los primers GLevF-GLevR. Los productos
fueron analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 %. Los
clones positivos fueron seleccionados y almacenados a -70 °C con una
concentracién de glicerol de 15 % hasta su uso.

Para comprobar la identidad y la correcta continuidad del marco de lectura

del fragmento clonado, el ADN plasmidico fue purificado por medio del kit
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comercial Wizard Plus Miniprep DNA Purification System (Promega) y
enviado a secuenciar al Servicio de Secuenciacion y Genotipado de la

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.

3.5.4 Transformacién del plasmido pPIC9-G en Pichia pastoris

A partir de uno de los clones de E. coli conteniendo al vector pPIC9-G, se
realizd un cultivo liquido overnight a 37 °C en LB Amp y se realizd una
extraccion de ADN plasmidico con el kit comercial Wizard Plus Miniprep DNA
Purification System (Promega). Luego de confirmar la extraccion del ADN
plasmidico mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,7 %, se cuantificd
fluorométricamente.

Para facilitar la recombinacion homaologa entre el vector de transferencia y en
el ADN gendmico de la levadura P. pastoris, el vector pPIC9-G fue
linealizado con la enzima Sacl. Para ello, 20 pug del vector pPIC9-G fueron
digeridos overnight a 37 °C con la enzima Sacl (Promega), para formar el
cassette de expresion lineal. ElI volumen total de la digestion se sembro en
un gel de agarosa al 0,7 % y se realizO una electroforesis. El cassette de
expresion fue purificado del gel mediante el kit comercial Wizard® SV Gel
and PCR Clean-Up System extracts DNA fragments (Promega) y cuantificado
fluorométricamente. A continuacion, 10 ug del cassette de expresion fueron
utiizados para transformar 40 pul de células de P. pastoris

electrocompetentes mediante electroporacion.
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Luego de la transformacion, 400 ul de la mezcla fueron sembrados en una
placa de agar MD (medio minimo con glucosa y sin histidina). Al cabo de 72
horas a 28 °C, las colonias que crecieron en estas placas fueron repicadas a
placas MM (medio minimo sin histidina, con metanol como Unica fuente de
carbono) e incubadas a 28 °C hasta observar crecimiento (entre 48 y 72
horas). Para confirmar la capacidad selectiva de las placas también se

estriaron las cepas originales como control.

3.5.5 Anélisis de las colonias de P. pastoris

La presencia del gen de la glicoproteina G en las colonias de levadura P.
pastoris obtenidas en las placas MM, luego de la transformacion con el
cassette de transformacion linealizado pPIC9-G, fue comprobada por colony-
PCR con los primers AOX1F-AOX1R. Los productos fueron analizados
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 %. Los clones positivos

fueron almacenados a -70 °C en glicerol al 15 % hasta su uso.

3.5.6 Expresidén de la glicoproteina

El vector de transferencia formado pPIC9-G presenta la caracteristica de
tener el gen de la glicoproteina G bajo el control del promotor AOX (inducible
por metanol). Ademas, la proteina resultante se encuentra fusionada a un
péptido sefial que permite la secrecion de la proteina al medio de cultivo

(factor a).
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Se seleccionaron 8 clones positivos en los ensayos de colony-PCR para
levaduras y se realizaron ensayos de expresion con ellos. Con tal fin, 5 ml de
medio YPD fueron inoculados con 500 pl de los cultivos stock de los clones
seleccionados y cultivados overnight a 28 °C. Al dia siguiente, se utilizaron 1
ml de cada cultivo para inocular 20 ml de medio minimo con glicerol (BMG)
en erlenmeyers de 100 ml, que fueron incubados a 125 rpm y 28 °C durante
20 horas hasta alcanzar una DOgyonm aproximada de 4. Posteriormente, se
centrifugaron aproximadamente 5 ml de cultivo a 3000 x g durante 15
minutos a 4 °C, y las células fueron recogidas en esterilidad, resuspendiendo
en 20 ml de medio minimo con metanol BMM y colocadas en erlenmeyers de
250 ml (con una DOgponm inicial aproximada de una unidad). Los erlenmeyers
fueron incubados a 125 rpm y 28 °C durante 4 dias. Cada 24 horas, se
tomaron muestras de 2 ml de cada cultivo para analizar las proteinas
secretadas al medio por SDS-PAGE y ELISA. Para mantener al promotor
inducido, se afiadi6 metanol diariamente hasta una concentracion final de 0,5
%. Simultaneamente, se realizé un cultivo en idénticas condiciones la cepa
wild type con el agregado de histidina (para permitir el crecimiento de estas

cepas), que fueron utilizados como control negativo.

3.5.7 Escalado
El escalado del cultivo se llevé en a cabo en un fermentador de 7,5 litros
BioFlo 310 Benchtop Bioreactor (New Brunswick-Scientific, Edison, NJ,

USA).
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Se disefid una estrategia de cultivo de Batch alimentado con dos sustratos
diferentes. En primera instancia, se planteé la etapa de crecimiento en
glicerol con el fin de aumentar la masa celular. Una vez consumido el glicerol,
se disefio la etapa de alimentacion con metanol, mediante una bomba de
suministro externa, que adiciona el inductor con el fin de expresar la G.

El medio que se empleo para el cultivo es el MS. Tomando una alicuota de
500 pl del stock del clon seleccionado en los ensayos en pequeiia escala, se
realizé un cultivo overnight, en 5 ml de medio liquido YPD a 28 °C y 100 rpm.
Este cultivo fue utilizado para inocular 150 ml de medio sintético MS fresco y
realizar un cultivo semilla, incubando a 28 °C overnight con una agitacion de
100 rpm. Al dia siguiente, el cultivo semilla (con una DOgoonm aproximada de
10 unidades) fue utilizado para inocular 3,85 litros de medio SM fresco
contenido dentro del fermentador. La temperatura del cultivo y el pH fueron
ajustados en 28 °C y 5, respectivamente.

La agitacion se programé de manera de mantener el oxigeno disuelto (OD)
en torno al 40 % del valor de saturacion en el medio de cultivo, durante la
fase en la cual el glicerol se mantuvo como Unica fuente de carbono y
energia.

Una vez consumido el glicerol, comenzé la alimentacion con metanol. Para
ello, se disefio una estrategia de DO-STAT (derivada del inglés dissolved
oxygen stationary) para mantener el oxigeno disuelto en torno al 40% del
valor de saturacion en el medio de cultivo mediante la alimentacién con

metanol, utilizando un software (BioCommand software, New Brunswick).
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Durante las 48 horas que dur6 esta fase, la bomba de alimentacion se
programé de manera de activarse si el oxigeno disuelto excedia el 42 % del
valor de saturacion, y detenerse si descendia el 38 % del valor de saturacion.
Se tomaron muestras del cultivo a las horas 0, 12, 24, 36 y 48 de induccion
para ser analizadas mediante SDS-PAGE y western blot. Ademas, para
seguir el crecimiento de las levaduras, se tomaron muestras intermedias y se
determiné el peso seco en cada una de las muestras.

Para determinar el peso seco de las muestras, 10 ml de cultivo fueron
colocados en tubos de centrifuga de 15 ml (previamente pesados en balanza
analitica) y centrifugados a 10.000 x g durante 5 minutos descartando el
sobrenadante. El pellet de levaduras fue lavado tres veces con 10 ml de
agua tridestilada y centrifugada nuevamente a 10.000 x g durante 5 minutos,
descartando el sobrenadante. Por ultimo, los tubos conteniendo los pellet de
levaduras fueron secados overnight a 90 °C y nuevamente pesados. Por
diferencia de peso en los tubos, se calcul6 el peso seco y se expresoé en g/l.
Una vez alcanzadas las 48 horas de induccion, el cultivo fue centrifugado a
3000 x g durante 20 minutos a 4 °C, almacenando el sobrenadante. A
continuacion, el sobrenadante fue ultrafiltrado utilizando un cartucho Pellicon
Mini Cassette Holder de 10 kDa de corte (Millipore) y una bomba peristaltica
Masterflex I/P™ easy-loaded (Millipore). De esta manera, todo lo que
atravesaba al cartucho de 10 kDa era descartado, permitiendo concentrar el
sobrenadante de cultivo 20 veces (de 4 litros aproximadamente hasta 200

ml). El sobrenadante concentrado, en un frasco erlenmeyer con salida lateral
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de 1 litro, se diluyd 5 veces en PBS estéril y se ultrafiltro llevando el volumen
a 200 ml nuevamente. Este proceso se realizd 10 veces para eliminar todas
las moléculas inferiores a 10 kDa (proteinas, sales, vitaminas, metabolitos del

cultivo remanentes, etcétera) y tener las proteinas extracelulares en PBS.

3.5.9 Purificacion de la proteina

La purificacion de la glicoproteina G se realiz6 mediante cromatografia de
intercambio iénico, utilizando un cromatografo liquido (Pharmacia LKB).

La cromatografia, se llevd a cabo utilizando una resina de dietilaminoetil
(DEAE) sepharose (Sigma). Esta es una resina de intercambio aniénico débil,
que al tener carga positiva adsorbe las que tienen una carga negativa.

Para lograr que la glicoproteina G presente una carga negativa, que le
permita pegarse a la resina, se trabaj6 con a pH=8, ya que el punto
isoeléctrico de la misma se encuentra en 6,3 aproximadamente, segun
estudios bioinforméaticos.

Como buffer de pegado, se utilizd Tris-Cl 20 mM, pH=8,0 y como buffer de
elucion se empled Tris-Cl 20 mM, NaCl 1M, pH=8,0. Ambos buffers fueron
filtrados por un filtro de nitrocelulosa de 0,45 pm.

Se empacaron 20 ml de la resina DEAE sepharose (Sigma) en la columna. El
volumen de columna (VC) es igual a 20 ml. El protocolo utilizado durante la

cromatografia es:
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- Equilibrar la resina con 5 VC de buffer de pegado (Tris-Cl 20 mM,
pH=8,0), conteniendo 0,1 M de NaCl para disminuir el pegado de
proteinas con menos carga.

- Inyectar la muestra (5 ml sobrenadante de cultivo de P. pastoris
concentrado 20 veces, 5 ml de agua, 10 ml buffer Tris-ClI 40 mM, NaCl
0,2 M, pH=8,0).

- Lavar, para eliminar todas aquellas proteinas que no se unen en tales
condiciones, con 4 VC de Tris-Cl 20 mM, NaCl 0,1 M, pH=8,0.

- Se realiz6 un gradiente de elucion con una longitud de 10 VC,
comenzando en las condiciones de pegado (Tris-Cl 20 mM, NaCl 0,1
M) y terminando en el 100 % del buffer de elucién (Tris-Cl 20 mM,
NaCl 1M, pH=8,0).

- Desde el momento de la inyeccion de la muestra y hasta el final del
gradiente se tomaron fracciones de 5 ml para luego analizar.

- Se llevé a cabo la limpieza de la columna con 5 VC de buffer de
elucion (Tris-Cl 20 mM, NaCl 1M, pH=8,0). A continuacion, se pasaron
5 VC de agua filtrada y por dltimo 5 VC de una solucion de

preservacion (etanol al 20 %).

Todas las fracciones de elucion fueron analizadas, por SDS-PAGE y western

blot, en busqueda de la G.
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Las fracciones que contenian a la glicoproteina G fueron dializadas contra
PBS, esterilizadas por filtracion (con filtro de 0,22 ym) y almacenadas a - 20

°C hasta su posterior uso.

3.5.10 Ensayo de glicosilacion

Para evaluar si la glicoproteina G recombinante fue glicosilada por P.
pastoris, se realizé un ensayo tratando a la glicoproteina G purificada por
cromatografia con la enzima Endoglicosidasa H (New England Biolabs cat.
P0702S). Posteriormente, se corri6 un western blot. Para este ensayo, se
utilizé un anticuerpo monoclonal especifico contra la glicoproteina G del virus
de la rabia provisto por el Laboratorio de Cultivos Celulares de la Universidad

Nacional del Litoral.

3.6 ENSAYOS INMUNOLOGICOS

3.6.1 Ensayo de desafio

Se llevaron a cabo haciendo una adaptacion (para reducir el numero de
animales empleado) del protocolo descripto por los Institutos Nacionales de
Salud (NIH es la sigla en inglés, de National Institutes of Health), que
pertenecen al Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU. El
test del NIH es el ensayo internacional para la medicién de la potencia de
vacunas antirrabicas.

El ensayo se basa en la inmunizacion de ratones CF-1 de 13-16 gramos, a

los 0 y 7 dias, con la vacuna a evaluar y se compara con una vacuna de
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referencia. Los animales son desafiados, a los 14 dias de la primo
inmunizacion, con la cepa viral fija CVS, con el objetivo de evaluar si la
respuesta inmune desarrollada es protectora y calcular su potencia. Para
ello, se realiza la observacion de los animales durante los 14 dias posteriores
a la descarga viral, se anota el dia en que mueren (si mueren) los ratones y
se describen la presencia de los signos causados por el virus.

Debido a que para realizar este procedimiento es necesaria la manipulacion
del virus, este ensayo debe hacerse en laboratorios que presenten la
contencion viral requerida para dicho patégeno. Por tal motivo, el ensayo de
potencia del NIH fue llevado a cabo en el Instituto Bioldégico Dr. Tomas Perdn
de La Plata.

Para el ensayo, se utilizaron seis grupos de ratones. A cuatro de los grupos
se los inmunizo, via intraperitoneal (i.p.), con cuatro formulaciones diferentes
de proteinas recombinantes. Ademas, se utilizaron dos grupos control para
que el ensayo sea valido. Las formulaciones empleadas fueron las

siguientes:

Formulacion A: Conteniendo 5 pg/ml de G recombinante, utilizando AI(OH);
como adyuvante.
Formulacién B: Conteniendo 10 pg/ml de G recombinante, utilizando Al(OH)3
como adyuvante.
Formulacién C: Conteniendo 5 pg/ml de G y 5 pg/ml de N, ambas

recombinantes, utilizando Al(OH); como adyuvante.
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Formulacién D: Conteniendo 10 pg/ml de G y 10 pg/ml de N, ambas

recombinantes, utilizando Al(OH); como adyuvante.

- Protocolo:

1. Realizar las diluciones 1/5, 1/25, 1/125 y 1/625 de cada vacuna a evaluar y
de la vacuna de referencia en buffer PBS.

2. Preparar grupos de 16 ratones para cada dilucion e inyectar 0,5 ml por via
intraperitoneal en los dias 0y 7.

3. En el dia 14, desafiar cada raton inyectando intracerebralmente 0,03 ml de
una dilucion de CVS conteniendo entre 12 y 50 LD50% (dosis letal 50%)

4. Observar los animales diariamente durante 14 dias, anotando el niumero
de ratones muertos.

5. Calcular la dosis efectiva 50% (ED50%, dilucion que sea capaz de
proteger al 50% de los animales evaluados) de cada muestra. La potencia
relativa final de la vacuna evaluada se calcula utilizando la siguiente
ecuacion:

ED50% de V dosis de V

PR = —— X ——
ED50% de VR dosis de VR

Donde:

PR: potencia relativa

V: vacuna a evaluar

VR: vacuna de referencia

Dosis: volumen de una dosis vacunal
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3.6.2 Estimacién de la capacidad antigénica de las proteinas
recombinantes

Para evaluar, cualitativamente, si las proteinas recombinantes G y N inducen
la produccion de anticuerpos especificos contra la glicoproteina G y la
nucleoproteina N nativas del virus de la rabia, se inmunizaron ratones por las
vias intramuscular (i.m.), subcutanea (s.c.) e intraperitoneal (i.p.) y se
analizaron los sueros mediante western blot. Para reducir el numero de
animales empleados, se utilizé la formulacion D que es la que contiene
ambas proteinas recombinantes y en su mayor concentracion, utilizando
Al(OH)3; como adyuvante.

Se realizé un protocolo de inmunizacion a los 0 y 14 dias por las vias
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal (Tabla 17). A los 28 dias de la
primo inoculacioén, los ratones fueron sangrados a blanco mediante puncién

cardiaca.

Via de inoculacién Volume.n por Cantldgd de Dosis
dosis proteinas
Intramuscular (IM) 100 1 ﬂg 32 ,Cj 2
Intraperitoneal (IP) 500 pl g ﬂg 32 lc\l; 2
Subcutanea (SC) 200 pl 2 ﬂg 32 ﬁ 2

Tabla 17. Protocolo de inmunizacion para analisis cualitativo de anticuerpos.
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La sangre obtenida fue incubada a 37 °C durante una hora para permitir la
coagulacion, y luego a 4 °C durante una noche. A continuacion, se centrifugo
a 500 x g y 4 °C durante 10 minutos para poder separar el suero del codgulo.
Los sueros obtenidos fueron almacenados a -20 °C hasta su uso.

Como suero control, se utiliz6 el proveniente de uno de los ratones
sobrevivientes al ensayo de potencia del NIH, inoculado con la vacuna de
referencia producida por el Instituto Biol6gico Dr. Tomas Peron de La Plata
en cerebro de raton lactante.

Una vez obtenidos los sueros, se realiz6 un ensayo de western blot,
haciendo correr un SDS-PAGE con la vacuna antirrabica producida en cultivo
celular (VERORAB). Luego de la a transferencia y bloqueo, la membrana fue
cortada en tiras finas que luego se utilizaron individualmente con diluciones
1/50 en solucion de bloqueo de cada uno de los sueros a ensayar. Luego de
una incubacion de 90 minutos y 3 lavados en solucion de lavado, se incubo6
durante 90 minutos con una dilucion 1/1000 en solucion de bloqueo de un
suero Anti-IgG de ratdn conjugado con la peroxidasa del rabano picante
producido en cabra (Sigma cat. A9040). Finalmente se realizaron otros tres
lavados con solucion de lavado y se incub6 la membrana con la solucion de

revelado en agitacion suave hasta la aparicion de las bandas.

4. RESULTADOS
4.1 EXPRESION DE LA NUCLEOPROTEINA EN BACTERIAS

4.1.1 Amplificacién por PCR del gen de la nhucleoproteina
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Para la obtencion del ARN viral se utiliz6 una cepa vacunal del virus de la
rabia CVS, provista por el Instituto Biologico Dr. Tomas Peron de La Plata.
Utilizando como material de partida una suspension viral, se realizé la
extraccion del acido nucleico y el ARN obtenido fue resuspendido en 50 pl de
agua tridestilada libre de nucleasas. EI ARN extraido fue cuantificado
fluorométricamente arrojando un valor de 130 ng/ul. Simultaneamente, se
realiz6 una estimacion del grado de pureza por la relacion de Azsonm/A2s0nm
arrojando un valor de 1,90. Este valor indica que se obtuvo un buen
rendimiento en la extraccion.

Este molde de ARN fue utilizado para obtener copias de ADNc de los
segmentos de la nucleoproteina N y de la glicoproteina G del virus de la
rabia, mediante la reaccion de retrotranscripcion, empleando 1 ug
aproximadamente del mismo y primers al azar.

La amplificaciéon por PCR del segmento de la nucleoproteina N se realiz6
utilizando como molde 5 ul del ADNc sintetizado y los primers especificos
NBacF-NBacR. Para confirmar la amplificacion del fragmento N, se realizo
una electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 % con 10 pl del producto la
PCR, observandose la presencia de una banda de aproximadamente 1,4 kb

(Figura 13), que coincide con el tamafo predicho para el segmento (1373

pb).
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—> 2027 pb
—> 1904 pb

—> 1584 pb

~Laphe —> 1375pb

—> 947 pb
—> 831pb

—> 564 pb

Figura 13. Amplificacion por RT-PCR del segmento N. Calle 1: Producto de RT-PCR; calle 2:

Marcador de peso molecular Lambda DNA/ Hindlll (Thermo Scientific™).

4.1.2 Ligacion en el vector pQE-30y transformacién en E. coli

Una vez comprobado que el tamafio del gen amplificado en la RT-PCR
coincidia con el de la nucleoproteina N rabica, se llevo a cabo la ligacion del
mismo en el vector pQE-30. Para ello, el amplicon y el vector fueron
digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll. Se llevé a cabo una
electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, y las bandas de interés fueron
recuperadas. Se cuantificaron fluorométricamente los fragmentos de ADN
digeridos en 81,8 fmol/ul para el fragmento N y 2,4 fmol/ul para el vector

pQE-30.
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Teniendo en cuenta que las condiciones de ligacion descriptas por el
fabricante especifican 90 fmoles de inserto y 30 fmoles de vector, se

colocaron 12,5 ul de vector y 1,1 pl de inserto (tabla 18).

Reactivo Volumen | Cantidad
Vector pQE-30 digerido 12,5l 30 fmol
Fragmento N digerido 114l 90 fmol
Buffer de reaccién 5X 4 ul -
T4 DNA ligase (5 Ul/ul) 1l 5Ul
Agua 1.4l -
Total 20 pl -

Tabla 18. Reaccion de ligacion pQE-30-N.

Luego de incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, la mezcla de
ligacion fue utilizada para trasformar, por electroporacion, bacterias de E. coli
M15 electrocompetentes, que luego fueron sembradas en una placa de LB
Amp Kan e incubadas overnight a 37 °C. Se obtuvieron alrededor de 100

colonias para la construccion de pQE-30-N.

4.1.3 Analisis de las colonias

Se seleccionaron al azar 20 colonias para corroborar el fenotipo, y se
repicaron nuevamente en una placa de LB Amp Kan. Todas las colonias
volvieron a crecer normalmente, demostrando de esta manera que todas las
colonias seleccionadas tenian un fenotipo resistente a kanamicina y

ampicilina y, por consiguiente, habian adquirido el vector de expresion, con o
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sin el fragmento N, ya que el gen de resistencia a la kanamicina esta
codificado en el vector pQE-30.

Para confirmar la presencia del gen N, 14 colonias fueron tomadas al azar y
analizadas por colony-PCR con los primers especificos para el gen de la
nucleoproteina N (NBacF-NBacR). Los productos de la colony-PCR fueron
analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 %, buscando
una banda de aproximadamente 1,4 Kb correspondiente al gen N (Figura
14). En 6 de las 14 colonias analizadas (colonias 3, 4, 5, 8, 11 y 14), se
observé el resultado positivo y se permiti6 corroborar la presencia del

fragmento N dentro del vector.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

> 23130 pb
—> 9416 pb
6557 pb
—> 4361 pb

2322 pb
2027 pb

~1,4 kb

564 pb

Figura 14. Colony-PCR transformacion pQE-30-N. Calles 1 a 14: supuestas colonias
pPQE30-N (colonias 1 a 14); calle 15: control positivo de amplificacién; calle 16: Marcador de

pesos molecular Lambda DNA/ Hindlll.

Finalmente, para comprobar la identidad y la correcta continuidad del marco

de lectura del fragmento clonado, se seleccion6 una de las colonias positivas
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a la colony-PCR, se realizé una extraccién de DNA plasmidico por medio de
un kit comercial y se envié a secuenciar (Figura 15), utilizando los primers del

kit del vector pQE-30 para secuenciar.

6 x His

1 AATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTAEEAGAGGATCdCATCACCATCACCATCAdGGATCd;;aGATGCCGACA
76 AGATTGTGTTCAAAGTCAATAATCAGGTGGTCTCTTTGAAGCCTGAGATTATCGTGGATCAATATGAGTACAAGT
151 ACCCTGCCATCAAGGATTTGAAAAAGCCTTGTATCACCCTAGGGAAAGCCCCCGACTTGAACAAAGCATACAAAT
226 CAGTTTTATCAGGCATGAATGCCGCCAAACTTGATCCGGATGATGTATGCTCCTACTTGGCAGCAGCAATGCAGT
301 TCTTTGAGGGGACATGTCCGGAAGACTGGACCAGCTATGGAATCCTGATTGCACGAAAAGGAGATAGGATCACCC
376 CAAACTCTCTAGTGGAGATAAAGCGTACTGATGTAGAAGGGAATTGGGCTCTGACAGGAGGCATGGAATTGACAA
451 GGGACCCCACTGTCTCTGAACATGCATCTTTAGTCGGTCTTCTCCTGAGTCTGTACAGGTTGAGCAAAATATCAG
526 GACAGAACACTGGTAACTATAAGACAAACATTGCAGATAGGATAGAGCAGATTTTCGAGACAGCACCTTTTGTTA
601 AGATCGTGGAACACCATACCCTAATGACAACTCACAAGATGTGTGCTAATTGGAGTACTATACCGAACTTCAGAT
676 TTTTGGCCGGAACCTACGACATGTTTTTCTCACGGATTGAGCATCTGTATTCGGCAATCAGAGTGGGCACAGTCG
751 TCACCGCTTATGAAGACTGCTCAGGACTGGTATCGTTTACAGGGTTCATAAAGCAGATCAATCTCACCGCAAGGG
826 AAGCAATACTATATTTCTTCCACAAGAACTTTGAGGAAGAGATAAGAAGAATGTTCGAGCCAGGGCAAGAGACAG
901 CTGTTCCTCACTCTTATTTCATCCACTTCCGTTCACTAGGCTTGAGTGGGAAGTCTCCTTATT CATCGAATGCTG
976 TCGGTCATGTGTTCAATCTCATTCACTTTGTTGGATGCTACATGGGTCAAGTCAGATCTCTAAATGCGACGGTTA
1051 TTGCTGCATGTGCCCCTCATGAGATGTCTGTTCTAGGGGGCTATTTGGGAGAGGAATTCTTCGGAAAAGGGACAT
1126 TTGAAAGAAGGTTCTTCAGAGACGAGAAAGAACTTCAAGAATATGAGGCGGCTGAACTAACAAAGTCCGACGTGG
1201 CACTGGCAGATGACGGAACCGTCAACTCTGATGACGAGGACTATTTCT CTGGTGAAACCAGAAGTCCAGAAGCTG
1276 TCTATACTCGAATCATGATGAATGGAGGTCGACTGAAGAGATCTCATATACGGAGATATGTCTCAGTCAGT TCCA
1351 ATCATCAAGCCCGTCCAAACTCATTCGCCGAATTTTTAAACAAGACATATTCGAGTGACTC4:£§§§EIAATTAG

1426 CTGAGCTTGGACTCCTGTTGATAGAT

Figura 15. Secuencia nucleotidica de la nucleoproteina N recombinante. El codén de inicio
de la proteina de fusion His-N se muestra subrayado y en negrita. El tag de seis residuos de
histidina, el primer codén (ATG) de la nucleoproteina N y el codon de parada (TAA) se
muestran enmarcados y sombreados. Ademas, se observan los sitios de corte BamHI y

Hindlll introducidos en la PCR.

Al analizar la secuencia nucleotidica obtenida (Figura 15), pueden verse los
sitios de corte BamHI y Hindlll introducidos en la PCR (subrayados en la

secuencia). Ademas, se comprobo que el fragmento clonado se encuentra en
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marco de lectura con el primer codon ATG del tag de histidina. Al analizar la
secuencia mediante un alineamiento local, utilizando el programa Blastn, se
obtuvo mas de un 99% de identidad de secuencia con las secuencias de la
nucleoproteina N de las cepas virales Pasteur (GU992320.1), SAD-1
(EF206718.1), SAD-BERN (LN713619.1) y ERA (AB781935.1).

Al analizar la secuencia aminoacidica deducida de la secuencia nucleotidica,
puede observarse el tag de seis residuos histidina que se encuentra unido al
extremo N-terminal de la nucleoproteina N recombinante (Figura 16).
Utilizando esta secuencia (sin incluir el tag de histidina) como molde para
realizar un alineamiento local, usando el programa Blastp, se obtuvo una
identidad de secuencia superior al 99 % respecto a varias secuencias de la
nucleoproteina N almacenadas en la base de datos, por ejemplo la de la

cepa CVS (ALG03758.1).

1 MRGSHHHHHHGSMDADKIVFKVNNQVVSLKPEIIVDQYEYKYPATIKDLKK
51 PCITLGKAPDLNKAYKSVLSGMNAAKLDPDDVCSYLAAAMQFFEGTCPED
101 WITSYGILIARKGDRITPNSLVEIKRTDVEGNWALTGGMELTRDPTVSEHA
151 SLVGLLLSLYRLSKISGONTGNYKTNIADRIEQIFETAPFVKIVEHHTLM
201 TTHKMCANWSTIPNFRFLAGTYDMFEFSRIEHLYSAIRVGTVVTAYEDCSG
251 LVSFTGFIKQINLTAREAILYFFHKNFEEEIRRMFEPGOQETAVPHSYFIH
301 FRSLGLSGKSPYSSNAVGHVENLIHFVGCYMGQVRSLNATVIAACAPHEM
351 SVLGGYLGEEFFGKGTFERRFFRDEKELQEYEAAELTKSDVALADDGTVN
401 SDDEDYFSGETRSPEAVYTRIMMNGGRLKRSHIRRYVSVSSNHQARPNSF
451 AEFLNKTYSSDS

Figura 16. Secuencia aminoacidica de la nucleoproteina N recombinante deducida de la
secuencia nucleotidica. Subrayada se encuentra el tag de histidina, mientras que el primer

residuo de metionina (M) de la nucleoproteina N se encuentra en negrita.
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4.1.4 Expresion de la nucleoproteina

El nivel de expresiéon de la nucleoproteina N fusionada al tag de histidina
(His-N) en los clones positivos a la colony-PCR, fue determinado
preliminarmente mediante cultivos liquidos en pequefa escala. Para ello, se
inocularon 5 ml de medio LB Amp Kan con 100 ul de los cultivos stock
almacenados a -70 °C de los seis clones positivos a la colony-PCR
(denominados clones 1 a 6) y se incubaron overnight a 37 °C. Luego, se
realizaron diluciones de los cultivos 1/100 en tubos plasticos nuevos
conteniendo 5 ml del mismo medio de cultivo. A continuacion, se incubé a 37
°C hasta lograr alcanzar la densidad Optica deseada (DOgoonm €ntre 0,5-0,7) y
se indujeron con 1 mM de IPTG durante 3 horas. Como controles negativos
de expresion, se utilizaron un cultivo de un clon de E. coli M15 conteniendo al
vector pQE-30 sin inserto crecido e inducido en las mismas condiciones, y un
cultivo de E. coli M15 crecido en medio LB Kan e inducido en las mismas
condiciones.

Para determinar cual era el clon mas productor de N, las proteinas totales
obtenidas, luego del tratamiento con el buffer de ruptura, fueron comparadas
por SDS-PAGE y western blot.

En el analisis por SDS-PAGE no se pudo observar alguna diferencia clara en
la expresion debido a la gran cantidad de proteinas intracelulares propias del
microorganismo. Sin embargo, en el ensayo de western blot pudo verse en la

colonia niumero 6 que la nucleoproteina N fusionada al tag de histidina fue
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reconocida por anticuerpos policlonales especificos contra el virus de la

rabia, de la misma manera que la nucleoproteina N nativa (Figura 17).

180kDa—
130kDa—>
100 kDa—

70kDa—>
55kDa—>
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Figura 17. Western blot de las proteinas totales de cultivos bacterianos. Calle 1: Marcador
de peso molecular “PageRuler™ Prestained Protein Ladder” (Thermo Fisher); calle 2: Virus
de la rabia inactivado; calle 3: Control negativo (Bacterias con pQE-30 sin inserto); calle 4:
control negativo (Bacterias sin plasmido); calles 5 a 10: colonias 1 a 6 conteniendo el

plasmido pQE-30-N-His.

El clon correspondiente a la colonia 6 fue seleccionado para seguir adelante

con el resto del trabajo.

4.1.5 Determinacién de la concentracion de inductor y el tiempo de

induccion adecuados
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Para determinar la concentracion de IPTG a utilizar en el fermentador, se
realizaron dos cultivos del clon seleccionado en erlenmeyers de 100 ml
conteniendo 20 ml de medio de cultivo LB Amp Kan. Una vez alcanzada la
densidad Optica deseada (DOgoonm entre 0,5-0,7), los cultivos fueron
inducidos con IPTG (0,5 y 1 mM). Ademas, se realiz6 un cultivo en las
mismas condiciones (inducido con 1 mM de IPTG) de un clon de E. coli M15,

conteniendo al vector pQE-30 sin inserto y se utilizé como control negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 18. SDS-PAGE para determinar el tiempo de induccion adecuado de los cultivos

bacterianos. Calle 1: marcador de peso molecular; calle 2: control negativo pQE-30, 3 horas
de induccién, IPTG 1 mM. Calles 3 a 8 clon recombinante en distintas condiciones; calle 3: 3

horas de induccién, IPTG 0,5 mM; calle 4: 3 horas de induccién, IPTG 1 mM; calle 5: 1 hora
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de induccion, IPTG 0,5 mM; calle 6: 1 hora de induccion, IPTG 1 mM; calle 7: 2 horas de

induccioén, IPTG 0,5 mM; calle 8: 3 horas de induccién, IPTG 1 mM.

Las muestras, tomadas a los distintos tiempos, fueron analizadas por SDS-
PAGE y western blot (Figuras 18 y 19, respectivamente). La cantidad de N
fusionada al tag His (N-His) producida fue mayor cuando la concentracién de
IPTG utilizada fue de 1 mM. A su vez, no se observa expresion a la hora de
induccién en ambos casos; en cambio a las dos y tres horas de induccién se

ve expresion para las dos concentraciones de IPTG utilizadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 19. Western blot para determinar el tiempo de induccion de los cultivos bacterianos.
Calle 1: virus de la rabia inactivado; calle 2: marcador de peso molecular; calle 3: control
negativo pQE-30 a las 3 horas de induccion con IPTG 1 mM. Calles 4 a 9: clon recombinante
en distintas condiciones. Calle 4: 1 hora de induccion con IPTG 0,5 mM; calle 5: 1 hora de

induccién con IPTG 1 mM; calle 6: 2 horas de induccién con IPTG 0,5 mM; calle 7: 2 horas
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de induccién con IPTG 1 mM; calle 8: 3 horas de induccién con IPTG 0,5 mM; calle 9: 3

horas de inducciéon con IPTG 1 mM

Al igual que en el ensayo de SDS-PAGE, en el western blot se ve que la
expresion es visible a partir de las dos horas de induccion y es mayor cuando
la concentracion de IPTG empleada es 1 mM. Comparando la cantidad de N
producida a las 2 y 3 horas de induccién con IPTG 1 mM, se nota mayor
expresion a las 3 horas. Por lo tanto, se decidié que las condiciones para el
escalado sean 3 horas de induccién con una concentracion de IPTG de 1

mM.

4.1.6 Escalado

Para realizar el escalado en el fermentador, del clon seleccionado que
expresa la N-His en mayor cantidad, se mantuvieron las condiciones en las
que mas proteina se produjo en erlenmeyer (IPTG 1 mM y 3 horas de
induccidn). Se realizé un cultivo Batch, utilizando como semilla 150 ml de un
cultivo overnight en medio LB Amp Kan, y fijando los parametros en 250 rpm
de agitacion de para garantizar una buena transferencia de oxigeno, el pH
mantenido en 7 (mediante el agregado de acido o base autométicamente) y
el agregado de antiespumante en caso que sea necesario. Si el oxigeno
disuelto en el medio disminuia por debajo del 30 %, la agitacion
incrementaba para asegurar ese nivel de oxigeno minimo. Una vez

alcanzada la densidad oOptica deseada (DOgoonm ~ 2), fue inducido con IPTG
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en una concentraciéon de 1 mM durante 3 horas. Finalmente, el cultivo fue
centrifugado, guardandose el pellet celular.

El pellet de los 4 litros de cultivo fue resuspendido en 160 ml del buffer de
ruptura, agitado vigorosamente, produciendo la ruptura celular y liberacién de
las proteinas citoplasmaticas. El sobrenadante logrado luego de la
centrifugacién, fue utlizado para evaluar el nivel de expresion de la
nucleoproteina N (Figura 20) y, posteriormente, para realizar la purificacion

de la misma.

4.1.7 Purificacion de la proteina
La purificacion de la N-His se realizé mediante cromatografia de afinidad a

iones metalicos (IMAC).

1 2 3 4 5 6 7
100
70
N-His N-His N N-His
¥ \ ' 55 v
40

Figura 20. Western blot de las proteinas citoplasmaticas totales del cultivo en fermentador
de E. coli M15 conteniendo al vector pQE-30-N-His y de las fracciones de la purificacién.
Calle 1: extracto crudo pQE30-N-His a las 3 horas de induccién con IPTG 1 mM; calle 2:

extracto crudo control negativo pQE-30 a las 3 horas de induccion con IPTG 1 mM; calle 3:
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fraccion lavado pH=6,3; Calle 4. virus de la rabia inactivado; Calle 5: Marcador de peso

molecular; Calle 6: fraccion elucion pH=5,9; Calle 7: fraccién elucion pH=4,5.

Se purifico el extracto crudo en alicuotas de 40 ml (correspondiendo a 1 litro
de cultivo). El pegado de la N-His a la matriz se produjo a pH=8, y fue eluida
mediante escalones de pH de 20 ml (2 volimenes de columna) cada uno
(pH=6,3 para lavado; pH=5,9 y pH=4,5 para eluciones). Con las fracciones
obtenidas, se realizé un ensayo de western blot para determinar la presencia
de la N-His (Figura 20). Ademas, mediante un SDS-PAGE con un patron de
seroalbumina bovina (BSA) vy, utilizando el programa TotalLab, se estimé la
concentracién de N-His de la fraccion purificada en 30 mg/l aproximadamente

(Figura 21).

3 4 5 6 7

v " eee @ ->BSA

35
=

Figura 21. SDS-PAGE de la N-His purificada con un patron de seroalbumina bovina (BSA).
Calle 1: Fraccion elucién pH=4,5; calle 2: marcador de peso molecular; calle 3: BSA 10 mg/I;

calle 4: BSA 20 mg/l; calle 5: BSA 40 mg/l; calle 6: BSA 60 mg/l; calle 7: BSA 80 mg/I.
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La concentracion proteica total de la fraccion que contenia la proteina
purificada fue determinada fluorométricamente, arrojando un valor de 40
mg/l. Teniendo la estimacion de la concentracién de la nucleoproteina N
determinada informaticamente, se pudo estimar la pureza de la

nucleoproteina N en la fraccién como:

30 mg/l

—_— = 0,
40 mg/| x100=75%

Pureza =

A continuacion, la fraccion purificada fue dializada contra PBS, esterilizada
por filtracion a través de un filtro de 0,22 ym, y almacenada en alicuotas a -

20 °C hasta su uso.

4.2 EXPRESION DE LA GLICOPROTEINA EN LEVADURAS

4.2.1 Amplificacion por PCR del gen de la glicoproteina

La amplificacion por PCR del segmento de la G, se realizé utilizando como
molde 5 pl del ADNc sintetizado por retrotranscripcion y los primers
especificos GLevF-GLevR. Para confirmar la amplificacion del fragmento G,
se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 1,5 % con 10 pl del
producto la PCR, y pudo observarse la presencia de una banda de
aproximadamente 1,6 kb (Figura 22), que coincide con el tamafio predicho

para el segmento (1597 pb).
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2000 ph

1500 pb +— G (1597 pb)

Figura 22. Amplificacion por RT-PCR del segmento G. Calle 1: marcador de pesos
molecular GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific™); calle 2: control

negativo de PCR; calle 3: producto de RT-PCR.

4.2.2 Ligacion en el vector pCR2.1-TOPO y transformacion en E. coli

Una vez comprobado que el tamafio del gen amplificado en la RT-PCR
coincide con el de la glicoproteina G rabica, se llevo a cabo la ligacion del
mismo en el vector pCR2.1-TOPO. EIl producto de RT-PCR fue purificado
utiizando un kit comercial. Luego de cuantificar fluorométricamente el
fragmento G y el vector pCR2.1-TOPO, ambos se llevaron a una

concentracion de 10 ng/ pl y se utilizaron para la ligacion (Tabla 19).

Reactivo Volumen Cantidad
pCR2.1-TOPO 1l 10 ng
Fragmento G 4 ul 40 ng
NaCl 1,2 M 1l )
MgCl, 0,06 M
Total 6 ul -

Tabla 19. Reaccion de ligacion pCR2.1-TOPO-G.
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Luego de incubar la mezcla de ligacion durante 15 minutos a 42 °C, se utilizé
para trasformar bacterias electrocompetentes (E. coli Cepa: TOP10F’) por
electroporacion, que a continuacion fueron sembradas en placas de LB Amp
con IPTG y X-Gal e incubadas overnight a 37 °C. Se obtuvieron alrededor de
50 colonias blancas, de las cuales se seleccionaron al azar 20 para confirmar
el fenotipo y fueron repicadas a una nueva placa con LB Amp con IPTG y X-
Gal e incubadas overnight a 37 °C. De esta manera, todas las colonias
seleccionadas presentaron un fenotipo Lac-, lo que implicaba a priori que

contenian el vector de clonado con el inserto ligado a él.

2322 pb

2027 pb 1799 pb

Figura 23. Colony-PCR transformacion pCR2.1-TOPO-G. Calle 1: marcador de pesos

molecular Lambda DNA/ Hindlll; calles 2 a 5: supuestas colonias pCR2.1-TOPO-G.

Para determinar la presencia del inserto, 4 colonias blancas tomadas al azar

fueron analizadas por colony-PCR con primers universales de M13, lo que
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permitié corroborar la presencia de la banda de 1799 pb correspondiente al
inserto dentro del vector en dos de las cuatro las colonias analizadas (Figura

23).

4.2.3 Ligacion en el vector pPIC9 y transformacion en E. coli

A partir de uno de los clones positivos a la colony-PCR para los primers M13,
se realizd el subclonado del gen de la glicoproteina G en el vector pPIC9
(Figura 24).

ampR 5' AOX1

Secretion Signal
Xhol
ColEl

Glycoprotein G

EcoRI

3' AOX1
3' AOX (TT)

HIS4

Figura 24. Estructura del plasmido pPIC9-G. 5 AOX1, promotor de la alcohol oxidasa 1;
Factor de secrecion, sefial de secrecion del factor a; 3° AOX (TT), terminador de la
transcripcion del gen de P. pastoris AOX1; HIS4, gen para la seleccion; ColEl, origen de
replicacion del plasmido colicina E1; ampR, gen de resistencia a ampicilina; Xhol y EcoRI

sitios de restriccion (Invitrogen).
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Para ello, se realiz6 un cultivo liquido overnight de una de las colonias de E.
coli conteniendo el plasmido pCR2.1-TOPO-G y se extrajo el ADN
plasmidico. Paralelamente, se realizé un cultivo overnight de bacterias de E.
coli conteniendo el vector pPIC9 y se extrajo el ADN plasmidico.

Se cuantificaron fluorométricamente el plasmido pCR2.1-TOPO-G vy el vector
pPIC9. A continuacion, se realizé la digestion con las enzimas EcoRI-Sall y
EcoRI-Xhol, respectivamente. Luego de una electroforesis para separar los
fragmentos digeridos, las bandas correspondientes al inserto y al vector
fueron recuperadas del gel. Se llevé a cabo la cuantificacion fluorométrica del
vector y del inserto (8,8 fmol/ul y 11,5 fmol/ul, respectivamente), y se ligaron

de acuerdo al protocolo descripto por el fabricante (Tabla 20).

Reactivo Volumen | Cantidad
Vector pPIC9 digerido 2,6 pl 30 fmol
Fragmento G digerido 10,2 pl 90 fmol
Buffer de reaccién 5X 5ul -

T4 DNA ligase (5 Ul/ul) 1l 5 Ul
Agua 1,2 yl -
Total 20 pl -

Tabla 20. Reaccidn de ligacion pPIC9-G.

La mezcla de ligacion se utilizo para trasformar bacterias electrocompetentes
(E. coli Cepa: TOP10F’) por electroporacién, que a continuacion fueron
sembradas en placas de LB Amp e incubadas overnight a 37 °C

obteniéndose alrededor de 40 colonias candidatas a presentar al gen de
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interés. Por ultimo, se seleccionaron al azar 20 colonias para confirmar el
fenotipo y fueron repicadas a una nueva placa de LB Amp.

Utilizando los primers especificos para la secuencia AOX1 presentes en el
vector, se confirm6 la transformacion en 4 colonias mediante colony-PCR,
observandose en los 4 casos una banda de 2 kb aproximados, que coinciden

con los 2050 pb esperados (Figura 25).

000 pb
1500 pb

Figura 25. Colony-PCR con primers AOX1. Calles 1-4: colonias pPIC9-G analizadas; calle 5:

marcador de peso molecular 100 bp; calle 6: control negativo de PCR.

4.2.4 Transformacién del plasmido pPIC9-G en Pichia pastoris

El ADN plasmidico pPIC9-G de uno de los clones previamente analizados
fue linealizado con la enzima de restriccion Sacl en la regibn AOX1,
generando el cassette de expresion (Figura 26), que se utilizé para
transformar, mediante electroporacion, células electrocompetentes de Pichia

pastoris GS115. El producto de la transformacion fue sembrado en placas
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selectivas de 4gar MD (sin histidina), obteniéndose més de 30 colonias a las
72 horas de incubacion a 28 °C. Las levaduras transformadas fueron
capaces de revertir su auxotrofia a histidina (ya que se insert6 el gen HIS4) y

lograron crecer en placas de agar MD (Figura 26).

Plasmido linealizado
(cassette de expresion)

Genoma Pichia
(auxotrofo a histidina)

5 AOX1 T 3

= Plasmido integrado en
5 Paooy GLICOPROTEINA  TT His4 3- AOX1 el genoma (HIS4)

Figura 26. Recombinacion del cassette de expresién en P. pastoris GS115. El plasmido
pPIC9-G linealizado en Sacl forma el cassette de expresién que puede recombinarse por
homologia en el genoma de P. pastoris GS115, generando un clon recombinante con el gen

de la glicoproteina G y el gen HIS4 que revierte su auxotrofia a histidina (Invitrogen).

4.2.5 Analisis de las colonias

Para confirmar la transformacion del plasmido pPIC9-G linealizado en P.
pastoris, se realizd una colony-PCR utilizando los primers 5’A0X1 y 3’ AOXL1.
De esta manera, se obtuvo un resultado positivo (dos bandas préoximas entre

si de 2,1 kb y 2,2 kb, correspondientes al cassette insertado y al segmento
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gendémico AOX1, respectivamente) en 14 de las colonias analizadas (Figura

27).

1 2 3 4

2,2kb

2.1kb 2,0kb

< 1,9kb

Figura 27. Confirmacion de la transformacién en P. pastoris por colony-PCR con primers
AOX1. Calle 1: control negativo; calles 2-3: colonias de levaduras recombinantes analizadas;

calle 4: marcador de pesos molecular Lambda DNA/ HindllI.

Para comprobar la continuidad del marco de lectura y la presencia de los
sitios de N-glicosilacién, necesarios para la correcta glicosilacion de la
proteina, se tomo al azar uno de los clones conteniendo el plasmido pPIC9-G
y se secuenci6 utilizando los primers AOX1.

Al analizar la secuencia nucleotidica obtenida (Figura 28), puede verse que
el primer codon de la glicoproteina G se encuentra en marco con el primer
codon de la secuencia de secrecion del factor a. Ademas se observa la
secuencia de reconocimiento de corte de la proteasa Kex-2 antes de

comenzar el primer codon de la G.



376

451

526

1051

1126

1201

1276

1351

1426

1501

1576

1651

1726

1801

1876

1951

141

TTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATTCGAAGGATCCAAACGAT
GAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCAGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAAC
AGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGC
TGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAA
AGAAGAAGGGGTATCTCTCGACAAAAGAE::FTTCCTCAGGCTCTCCTGTTTGTACCCCTTCTGGGTTTTTCGTT
GTGTTTCGGGAAGTTCCCCATTTACACGATACCAGACGAACTTGGTCCCTGGAGCCCTATTGACATACACCATCT
CAGCTGTCCAAATAACCTGGTTGTGGAGGATGAAGGATGTACCAACCTGTCCGAGTTCTCCTACATGGAACTCAA
AGTGGGATACATCTCAGCCATCAAAGTGAACGGGTTCACTTGCACAGGTGTTGTGACAGAGGCAGAGACCTACAC
CAACTTTGTTGGTTATGTCACAACCACATTCAAGAGAAAGCATTTCCGCCCCACCCCAGACGCATGTAGAGCCGC
GTATAACTGGAAGATGGCCGGTGACCCCAGATATGAAGAGTCCCTACACAATCCATACCCCGACTACCACTGGCT
TCGAACTGTAAGAACCACCAAAGAGTCCCTCATTATCATATCCCCAAGTGTGACAGATTTGGACCCATATGACAA
ATCCCTTCACTCAAGGGTCTTCCCTGGCGGAAAGTGCTCAGGAATAACGGTGTCCTCTACCTACTGCTCAACTAA
CCATGATTACACCATTTGGATGCCCGAGAATCCGAGACCAAGGACACCTTGTGACATTTTTACCAATAGCAGAGG
GAAGAGAGCATCCAACGGGAACAAGACTTGCGGCTTTGTGGATGAAAGAGGCCTGTATAAGTCTCTAAAAGGAGC
ATGCAGGCTCAAGTTATGTGGAGTTCTTGGACTTAGACTTATGGATGGAACATGGGTCGCGATGCAAACATCAGA
TGAGACCAAATGGTGCCCTCCAGATCAGTTGGTGAATTTGCACGACTTTCGCTCAGACGAGATTGAGCATCTCGT
TGTGGAGGAGTTAGTCAAGAAAAGAGAGGAATGTCTGGATGCATTAGAGTCCATCATGACCACCAAGTCAGTAAG
TTTCAGACGTCTCAGTCACCTGAGAAAACTTGTCCCAGGGTTTGGAAAAGCATATACCATATTCAACAAAACCTT
GATGGAGGCTGATGCTCACTACAAGTCAGTCCGGACCTGGAATGAGATCATCCCCTCAAAAGGGTGTTTGAAAGT
TGGAGGAAGGTGCCATCCTCATGTGAACGGGGTGTTTTTCAATGGTATAATATTAGGGCCTGACGACCATGTCCT
AATCCCAGAGATGCAATCATCCCTCCTCCAGCAACATATGGAGTTGTTGAAATCTTCAGTTATCCCCCTGATGCA
CCCCCTGGCAGACCCTTCTACAGTTTTCAAAGAAGGTGATGAGGCTGAGGATTTTGTTGAAGTTCACCTCCCCGA
TGTGTACAAACAGATCTCAGGGGTTGACCTGGGTCTCCCGAACTGGGGAAAGTATGTATTGATGACTGCAGGGGC
CATGATTGGCCTGGTGTTGATATTTTCCCTAATGACATGGTGCAGAAGAGCCAATCGACCAGAATCGAAACAACG
CAGTTTTGGAGGGACAGGGGGGAATGTGTCAGTCACTTCCCAAAGCGGAAAAGTCATACCTTCATGGGAATCATA
CAAGAGCGGGGGTGAGACCGGACT#:%%EAATTCCCTAGGGCGGCCGCGAATTAATTCGCCTTAGACATGACTGT

TCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATCAAGA

Figura 28. Secuencia nucleotidica de la glicoproteina G recombinante. La secuencia de

secrecion del factor a se muestra sombreada de gris y la secuencia de reconocimiento de

corte de la proteasa Kex-2 se muestra rio abajo y subrayada. En negrita y enmarcados se

muestran el primer codén (ATG) de la glicoproteina G y el codén de parada (TGA). Al lado

del codon de parada se muestra subrayado el sitio de corte EcoRI.
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Al analizar la secuencia de la glicoproteina G mediante un alineamiento local,
utilizando el programa Blastn, se obtuvo més de un 99% de identidad de
secuencia con las secuencias de la glicoproteina G de las cepas virales
Pitman Moore (AJ871962) y CVS-11 (GQ918139.1).

La secuencia de aminoacidos de la proteina recombinante (Figura 29),
deducida a partir de la secuencia de nucle6tidos obtenida, presenté mas de
un 99 % de identidad al ser comparada con la secuencia de la glicoproteina
G de la cepa CVS (BAN66661.1). Ademas, pueden observarse los tres sitios

de N-glicosilacién descriptos por Wiktor (Wiktor y col., 1973) esenciales para

la glicosilacion de la proteina.

1 MVPQALTLFVP
51 DEGRTNLSGF
101 FKRKHFRPTP
151 LVITSPSVAD
201 NPRLGMSCDI
251 GLRLMDGTWV
301 ECLDALESIM
351 VRTWNEIIPS
401 QQHMETLIVSS
451 LGLPNWGKYV
501 SVTPQSGKIT

Figura 29. Secuencia
secuencia nucleotidica.

1973).

LIVFPLCFGK
SYMELKVGYT
DACRAAYNWK
LDPYDRSLHS
FTNSRGKRAS
SMOTSNETKW
TTKSVSFRRL
KGCLRVGGRC
VIPLMHPLAD
LLSAGALTAL
SSWESYKSGG

aminoacidica de la glicoproteina G recombinante deducida de la

FPIYTIPDKL
SATKMNGETC
MAGDPRYERS
RVFPGGKCSG
KGSETCGEVD
CPPGOLVNLH
SHLREKLVPGE
HPHVNGVEEN
PSTVFKNGDE
MLITFIMTCW
ETGL

GPWSPIDIHH
TGVVTEAETY
LHNPYPDYHW
VAVSSTYCST
ERGLYKSLKG
DFRSDEIEHL
GKAY'TLFNKT
GIILGPDGNV
AEDFVEVHLP
RRVNRSEPTQ

LSCPNNLVVE
TNEVGYVTTT
LRTVKTTEKES
NHDYT IWMPLE
ACKLOLCGVL
VVEELVEKKRE
LMEADAHYKL
LIPEMOSSLL
DVHERISGVD
HNLRGTGREV

Subrayados se encuentran los sitios de N-glicosilacién (Wiktor y col.,

4.2.6 Expresién de la glicoproteina en pequefia escala
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Se realizaron los ensayos de expresion en escala de frasco erlenmeyer para
determinar la capacidad productora de G en 8 clones de levadura positivos a
la colony-PCR. Los sobrenadantes de cultivos, a los distintos tiempos de
induccion, fueron evaluados mediante SDS-PAGE para determinar la
presencia de la G, contrastandolos con el sobrenadante de un cultivo de la
cepa control Pichia pastoris GS115 sin transformar, crecido en las mismas

condiciones pero con el agregado de histidina (Figura 30).

1 2 3456 78 9 10

100
70

<G
55

40

Figura 30. SDS-PAGE de sobrenadantes de cultivos P. pastoris en pequefia escala en
medio BMG/BMM a las 48 horas de induccion. Calle 1: marcador de pesos moleculares;
calle 2: P. pastoris GS115 sin transformar; calles 3 a 10: clones de P. pastoris GS115

recombinantes (1 a 8 en orden).

En todos los clones analizados, se observd la expresion de la G, aunque en

diferentes niveles. El clon niumero 6 (calle 8 de la Figura 30) fue el que mayor
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nivel de expresion arrojé y fue el que se eligié para realizar ensayos de
escalado en fermentador, para intentar mejorar la produccion de la

glicoproteina G recombinante.

4.2.7 Escalado

El cultivo en el fermentador del clon de P. pastoris seleccionado se realizo
con el método DO-stat descripto.

Se fue midiendo la DOgoonm Y determinando el peso seco del cultivo a lo largo
del Batch y del Batch alimentado. Se determiné la relacion entre densidad
Optica y peso seco, encontrandose que 1 unidad de densidad Optica equivale
a 0,24 g/l de peso seco de P. pastoris. De esta manera, se obtuvieron
rendimientos de crecimiento de 0,634 g de células / g de glicerol y 0,073 g de
células / g de metanol.

Mediante la estrategia de alimentacion disefiada, fue posible mantener el
nivel de oxigeno disuelto alrededor del 40 % de saturacion como se deseaba
(Figura 31). Cuando se alcanzaron las 48 horas de alimentacion, el peso
seco de las células fue 44,92 g/l. Por su parte, las velocidades de crecimiento
especificas iniciales fueron de 0,258 h™ y 0,027 h™ en glicerol y metanol,

respectivamente.
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Figura 31. Datos de la fermentacion de alta densidad del cultivo de P. pastoris
recombinante. Perfiles en funcion del tiempo de cultivo. Peso seco (m), porcentaje de
oxigeno disuelto (-), flujo de metanol (e) y proteina G expresada (A) en el cultivo batch
alimentado con el método DO-stat. La alimentacién con metanol comenz6 a las 22 horas de

cultivo y se control el oxigeno disuelto en torno al 40%.

Al analizar el sobrenadante mediante SDS-PAGE, pudo observarse una
banda intensa a las 48 horas de induccién a la altura de 60—65 kDa en el
sobrenadante de cultivo del clon recombinante no presente en el control
negativo (Figura 32A). Utilizando el programa TotalLab, la concentracion de
la glicoproteina G expresada y el tamafio molecular se estimaron en 10 mg/I
y 65 kDa respectivamente. Al realizar el ensayo de western blot, la banda en

cuestion fue reconocida por anticuerpos anti-rabia (Figura 32B). Las
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diferencias de movilidad causadas por los glicanos se analizaron mediante
tratamiento con Endo H y posterior analisis por western blot (Figura 32C).

La glicoproteina G recombinante presenta 3 sitios de N-glicosilacion
(deducido de su secuencia aminoacidica), y se demostrd la glicosilacion
debido a una mayor movilidad en SDS-PAGE fue evidente después del

tratamiento con Endo H.

1 5 6 7 8
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Figura 32. Analisis por SDS-PAGE y western blot del sobrenadante de cultivo en
fermentador. A. SDS-PAGE. Sobrenadantes de cultivo cuatro veces concentrados (10 pl) a
las 48 hs de inducciéon con metanol: calle 1, P. pastoris no-transformada (control negativo);
calle 2, clon P. pastoris recombinante; calle 3, marcador de pesos moleculares; calles 4-8,
100, 200, 400, 600, 800 ng de BSA. B. Western blot usando un anticuerpo policlonal. Calle 1:

marcador de pesos moleculares; Calle 2: 10 pl de vacuna antirrabica (VERORAB - SANOFI
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PASTEUR); la banda superior es la glicoproteina G y la inferior la N; calle 3: P. pastoris no-
transformada (control negativo); calle 4, clon P. pastoris recombinante. C. Western blot con
tratamiento con EndoH, utilizando un anticuerpo monoclonal. Calle 1, P. pastoris no-
transformada (control negativo); calle 2 marcador de pesos moleculares; Calle 3, proteina G

tratada con EndoH; calle 4, proteina G sin tratar.

4.2.8 Purificacion de la proteina

La purificacion de la glicoproteina G se llevo a cabo mediante cromatografia
de intercambio ibnico, utilizando una resina de dietilaminoetil sepharose
(DEAE). Las fracciones eluidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE

(Figura 33).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 33. SDS-PAGE Fracciones de elucion de la cromatografia del cultivo de P. pastoris-G
en fermentador. Calle 1: control negativo de P. pastoris; calle 2: muestra a purificar
(sobrenadante de cultivo P. pastoris-G en fermentador); calle 3: fraccién no retenida; calle 4:
fraccion 1; calle 5: fraccion 10; calle 6: fraccion 11; calle 7: fraccién 12; calle 8: fraccion 13;

calle 9: fraccién 14; calle 10: fraccién 15; calle 11: fraccién 16; calle 12: fraccién 17.
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La fraccion 14 de la elucion fue la que presenté una concentracion elevada
de la G, con una baja proporcion de las otras proteinas contaminantes del
cultivo de P. pastoris. Esta fraccion fue dializada contra PBS y esterilizada
por filtracion, a través de un filtro de 0,22 ym, y posteriormente almacenada

en alicuotas a -20 °C hasta su uso.

4.3 ENSAYOS INMUNOLOGICOS

4.3.1 Ensayo de desafio

El test del NIH es el ensayo internacional para la medicién de la potencia de
vacunas antirrabicas. Se llevaron a cabo las inoculaciones por la via
intraperitoneal de las cuatro formulaciones a probar (utilizando como
adyuvante hidréxido de aluminio), el grupo control inoculado con vacuna de
referencia (control de proteccion) y el grupo control sin inocular (control de
virus). A los 14 dias de la primo inoculacion, los ratones fueron descargados
intracerebralmente con la cepa viral fija CVS, y observados durante 14 dias.
Todos los ratones que fueron inoculados con las distintas formulaciones
conteniendo las proteinas recombinantes producidas, murieron entre los dias
5 y 6 luego de la descarga viral, de igual manera que el grupo control que no
habia sido inmunizado. Este es el periodo esperado para ratones que no
tienen un titulo de anticuerpos suficientes para contrarrestar o retardar el

efecto letal de la infeccién viral. Para confirmar la validez del test, los ratones
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que fueron inoculados con la vacuna de referencia mostraron reaccionar

satisfactoriamente al desafio viral.

4.3.2 Estimacion de la capacidad de inducir anticuerpos

Para evaluar si el resultado negativo arrojado en el test de potencia fue
debido a que las proteinas recombinantes eran incapaces de inducir la
produccion de anticuerpos especificos contra la glicoproteina G y la
nucleoproteina N nativas del virus de la rabia, se realizé un ensayo de
inmunizacion de ratones por diferentes vias (i.p., s.c., i.m.) y se analizaron

cualitativamente los sueros mediante western blot (Figura 34).
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Figura 34. Western blot de los sueros de ratones inoculados con las proteinas
recombinantes. Calle 1: marcador de peso molecular; calle 2: suero ratén sobreviviente al
test de potencia inmunizado i.p.; calle 3: suero ratdén 1 inmunizado i.m.; calle 4: suero ratén 2
inmunizado i.m.; calle 5: suero raton 1 inmunizado s.c.; calle 6: suero ratén 2 inmunizado
s.c.; calle 7: suero ratén 1 inmunizado i.p.; calle 8: suero ratén 2 inmunizado i.p.; calle 9:

suero ratén sobreviviente al test de potencia inmunizado i.p.
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En el ensayo cualitativo, pudo verse la presencia de anticuerpos especificos
contra la glicoproteina G rabica nativa en el suero de los animales inoculados
por las tres vias (intramuscular, subcutanea e intraperitoneal). Sin embargo,
el nivel de anticuerpos fue notoriamente inferior al alcanzado por el animal
que habia sobrevivido al desafio contra el virus rabico.

En cuanto a los anticuerpos especificos contra la nucleoproteina N rabica
nativa, en los sueros provenientes de las inoculaciones subcutanea,
intraperitoneal e intramuscular pudo observarse una banda muy tenue (en
orden decreciente el nivel de intensidad). Las intensidades de estas
pequeiias bandas, observables con dificultad y solamente a ojo desnudo,
fueron claramente menores respecto de la banda que se observé cuando se
utilizé el suero proveniente del ratdon sobreviviente al desafio contra el virus

rabico.

5. DISCUSION

La rabia es una de las enfermedades mas viejas que afecta a la humanidad
de la que se tiene registro, existiendo reportes de mas de 2000 afios. El
namero anual de muertes humanas en todo el mundo por rabia se estima en
59.000 (Hampson y col., 2015). La mayoria de ellas ocurre en paises
subdesarrollados o en desarrollo, donde la rabia canina es endémica. La via
de transmision mas frecuente hacia el ser humano es mediante saliva de

animales infectados (mayormente perros y gatos).
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En Argentina, se presentan brotes esporadicos de rabia terrestre, mientras
que la rabia aérea es endémica. Esto aumenta el riesgo de transmision hacia
animales de compalfiia, y consecuentemente hacia el humano, debido a que
suelen interactuar con los murciélagos.

Hasta la actualidad, no se ha descripto una terapia efectiva para
contrarrestar la infeccion una vez que los sintomas clinicos aparecen. Para
poder controlar la presencia del virus en las zonas afectadas y disminuir la
probabilidad de contagio al ser humano, resulta de vital importancia la
implementacién de un plan de vacunacion masivo de los animales que
pueden actuar como vehiculos para el virus y la reduccién de animales
callejeros. En Argentina, en las campafas de vacunacion se utilizan vacunas
producidas en ratones lactantes. Estas vacunas han sido desaconsejadas
por la OMS hace muchos afios (OMS, 2007) y, por ello, es necesario el
desarrollo nacional de alternativas para produccién de vacunas, ya que la
importacion de numerosas dosis implica un costo elevado.

En este contexto se desarroll6 este trabajo de tesis con el fin de evaluar la
produccion de proteinas recombinantes como una alternativa para la
profilaxis antirrdbica. Este sistema de produccion presenta una serie de
ventajas respecto al método actual de produccién de vacunas antirrabicas en
Argentina, entre las que se destacan el bajo costo de produccién, el bajo
nivel de bioseguridad necesario (no se tiene que manipular al virus) y que no

se emplean ratones para multiplicar el virus.
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Con tal fin, se produjeron en forma recombinante las dos proteinas virales de
mayor nivel inmunogénico, la glicoproteina y la nucleoproteina.

La nucleoproteina del virus de la rabia, como ya se ha mencionado
anteriormente, presenta una fosforilacion el residuo serina de la posicion 389
llevada a cabo por una casein quinasa celular Il (Gupta y col., 2000); esta
fosforilacion estabiliza la interaccion entre la nucleoproteina y la fosfoproteina
en el complejo RNP (Toriumi y Kawai, 2004). Ademas, algunos estudios
sugieren que la fosforilacion de N cumple un rol importante en la regulacion
de la transcripcion y replicacion del ARN viral (Liu y col., 2004; Yang y col.,
1999).

Durante el desarrollo de la expresion heteréloga de proteinas en bacterias,
se establecio como ley que los organismos procariotas son incapaces de
realizar modificaciones post traduccionales, dejando este tipo de
modificaciones exclusivamente a los organismos eucariotas. La fosforilacion
de proteinas en los aminoacidos serina, treonina y tirosina, es considerada la
principal modificacion post traduccional reguladora en células eucariotas.
Con la aparicion de la protedmica, se hizo evidente la abundancia y
complejidad de las modificaciones post-traduccionales (Choudhary y Mann,
2010). Varias de las modificaciones que anteriormente se consideraban
restringidas a especies eucariotas, como la fosforilacion de serina/treonina
(Dworkin, 2015) y la fosforilacion de tirosina (Hansen y col., 2013), entre
otras, ahora se sabe que también son relativamente comunes en especies

procariotas. De hecho, estudios sugieren a la fosforilacion serina, treonina y
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tirosina como una modificacién post traduccional presente desde el inicio de
la vida celular (Macek y col., 2007).

Si bien E. coli, al ser un organismo procariota, se describe que no es el ideal
para sintetizar proteinas de gran tamafio o procedentes de organismos
superiores, debido a la incapacidad durante el desarrollo de esta tesis de
expresar la nucleoproteina en P. pastoris, se escogi6 a E. coli como
organismo productor de la nucleoproteina recombinante. Si bien no se ha
descripto que la fosforilacion de la nucleoproteina tenga alguna importancia
inmunoldgica, a la hora de elegir E. coli nos basamos en la capacidad,
descripta mediante proteGmica, que presenta este microorganismo de
fosforilar.

E. coli presenta una serie de ventajas a la hora de producir proteinas
recombinantes. Es uno de los microorganismos mas estudiados, su genética
es bien conocida, es sencillo de manipular, tiene una tasa de crecimiento
elevada en medios minimos, con escasos requerimientos nutricionales y en
la actualidad existe una gran disponibilidad de cepas y vectores. Estas
caracteristicas hace que sea una de las primeras posibilidades que se tenga
en cuenta cuando se desea expresar proteinas recombinantes (Lee, 1996).
Sin embargo, presenta las desventajas de no poseer un sistema eficiente
para realizar modificaciones post traduccionales, una baja tasa de secrecion
de la proteina al medio de cultivo, puede formar cuerpos de inclusién

insolubles en el citoplasma celular y generan endotoxinas.
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El gen que codifica para la nucleoproteina de la rabia fue clonado en E. coli
mediante técnicas de biologia molecular. Con tal fin se escogi6 el vector de
expresion del pQE-30, que presenta la posibilidad de obtener la proteina
fusionada a una secuencia de 6 histidinas consecutivas para facilitar la
recuperacion del producto por medio de una cromatografia de afinidad a
iones metélicos (IMAC). Ademas, presenta el promotor fuerte del
bacteridfago T5 (reconocido por la ARN polimerasa de E. coli), que permite la
expresion en alto nivel de la proteina de interés.

Mediante un alineamiento local, se comparé la secuencia clonada con una
base de datos y se observd mas de un 99% de identidad con las secuencias
de la nucleoproteina de las cepas virales fijas Pasteur (GU992320.1), SAD-1
(EF206718.1), SAD-BERN (LN713619.1) y ERA (AB781935.1) (Figura 17). Al
analizarse la secuencia aminoacidica deducida de la secuencia nucleotidica,
pudo observarse el tag de seis residuos histidina que se encuentra unido, y
en marco, al extremo N-terminal de la nucleoproteina recombinante (Figura
18). Ademas, se obtuvo una identidad de secuencia superior al 99 %
respecto a varias secuencias aminoacidicas de la nucleoproteina
almacenadas en la base de datos, por ejemplo la de la cepa CVS
(ALG03758.1).

Los clones recombinantes de E. coli conteniendo el gen de la nucleoproteina,
fueron sometidos a un ensayo de expresion en pequefa escala. Para ello, se

realizaron cultivos y se selecciond el clon con mayor nivel de expresion. Con
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el clon seleccionado, se realizé un ensayo para determinar la concentraciéon
de inductor a utilizar y el tiempo de induccién (Figura 20).

Utilizando las condiciones que mayor nivel de nucleoproteina produjo en
erlenmeyer (IPTG 1 mM y 3 horas de induccion), se realiz6 el escalado en el
fermentador.

El disefio del cultivo Batch fue muy simple, solamente fijando los pardmetros
de pH y agitacibon de manera de garantizar una buena transferencia de
oxigeno, asegurando que el oxigeno disuelto no sea inferior al 30 % del valor
de saturacion en el medio de cultivo durante todo el proceso. Una vez
alcanzada la densidad o6ptica deseada, fue inducido durante 3 horas,
logrando aumentar considerablemente la expresién de la nucleoproteina
fusionada al tag de histidina. Sin embargo, el nivel de expresion logrado fue
menor al esperado. Estudios futuros se centraran en aumentar dicho nivel.
Con tal objetivo, se prevé la utilizacion de un medio sintético previamente
utiizado por el grupo de trabajo con resultados satisfactorios, e ir
modificando las condiciones de crecimiento y nutrientes mediante un ensayo
de tipo factorial para lograr el mejor rendimiento posible. Ademas, se
reintentara expresar la nucleoproteina en un sistema de expresion basado en
levadura, como P. pastoris o Kluyveromyces lactis.

Una vez obtenido el lisado celular, se llevd a cabo la purificacion de la
nucleoproteina fusionada al tag de histidina (N-His) mediante cromatografia
de afinidad a iones metdlicos, en la que se usO una resina conteniendo

adsorbido iones de niquel. Se purificéd el extracto crudo en alicuotas y se
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obtuvo un producto con una pureza de 75 %. Si bien es un buen resultado
para un Unico paso de purificacion, el rendimiento obtenido fue menor de lo
esperado. Para intentar mejorarlo, se estudiara el efecto de otros metales
ligados a la resina, por ejemplo el cobre. Ademas, se probaran otros buffers
de pegado y elucion de la resina.

La glicoproteina viral tiene 505 aminoacidos y un peso aproximado de 60
kDa. Esta proteina de membrana de tipo | presenta un ectodominio que se
extiende hacia afuera de la superficie de las particulas virales maduras y es
inmunolégicamente la proteina mas importante del virus de la rabia. Induce la
respuesta inmune humoral en el huésped luego de la infeccién siendo el
blanco principal de los anticuerpos producidos asi como de los linfocitos
citotoxicos y helpers especificos (Celis y col., 1988; Macfarlan y col., 1986).
La nucleoproteina viral esta compuesta por 450 aminoacidos y tiene un peso
aproximado de 51 kDa. Presenta la secuencia de aminoacidos mas
conservada entre las proteinas de los lyssavirus (Marston y col., 2007),
debido a las regiones que interactian especificamente con el ARN viral.
Inmunoldgicamente, la nucleoproteina genera inmunidad contra un desafio
de virus rabico en animales (Dietzschold y col., 1987), siendo el principal
objetivo para linfocitos T-helpers (Celis y col., 1988). Ademas, funciona como
superantigeno exégeno (Lafon y col., 1992).

Las caracteristicas mencionadas anteriormente, hicieron de la glicoproteina y

nucleoproteina del virus de la rabia las candidatas elegidas para producirlas
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de manera recombinante y evaluar la utilidad de las mismas como antigenos
en una vacuna a subunidades.

Segun la bibliografia, para que la glicoproteina induzca la produccién de
anticuerpos capaces de proteger ante la exposicién al virus rabico es
necesario que se encuentre correctamente glicosilada (Morimoto y col.,
2000). Esta caracteristica, hizo que al momento de escoger un organismo
para producirla se opte por uno que presente la maquinaria de enzimas
capaces de realizar este tipo de modificacién post traduccional.

La levadura P. pastoris es una buena alternativa para la expresion de
proteinas foraneas ya que es capaz de realizar modificaciones post
traduccionales a nivel del procesamiento proteolitico, como la glicosilacion y
la formacion de puentes disulfuro. Ademas, permite controlar la expresion del
gen de interés por medio del promotor de uno de los genes de la enzima
alcohol-oxidasa, que cataliza la primera reaccion de la ruta de degradacion
del metanol en el peroxisoma de la célula. La enzima alcohol-oxidasa tiene
poca afinidad por el metanol, pero esto es compensado por la levadura
sintetizando grandes cantidades de ella, codificada por dos genes (aoxl1 y
aox2). El producto del primero representa mas del 90% de la actividad total y
su promotor estd fuertemente regulado e inducido por la presencia de
metanol. Las proteinas expresadas bajo el control de este promotor pueden
llegar a niveles superiores al 5% de la proteina total soluble luego de la
induccién con metanol. Por lo tanto, este promotor permite una expresion

controlada de genes heterélogos y la posibilidad de cultivar la levadura
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recombinante durante la mayor parte del tiempo en una fuente de carbono no
inductora como la glucosa o el glicerol hasta alcanzar una gran densidad
celular. Ademas, debido a la secuencia de secrecién del factor a, se
obtienen altos niveles de secrecion de las proteinas de interés con escasa
secrecion de proteinas nativas, facilitando el proceso de purificacion. Estas
caracteristicas, han convertido P. pastoris en un sistema de expresion de
proteinas heter6logas ampliamente utilizado, facilmente escalable y de bajo
costo.

El gen que codifica para la glicoproteina de la rabia fue clonado en la
levadura P. pastoris mediante técnicas de biologia molecular. Al analizar la
secuencia nucleotidica obtenida (Figura 29), se demostré que el gen de la
glicoproteina se encuentra en marco de lectura con la secuencia del factor a
y bajo el control del promotor de la enzima alcohol-oxidasa. Al realizar un
lineamiento local de la secuencia del gen clonado, se obtuvo mas de un 99%
de identidad con las secuencias de glicoproteina de las cepas virales fijas
Pitman Moore (AJ871962) y CVS-11 (GQ918139.1), mostrando cuatro
diferencias puntuales en la secuencia nucleotidica. Por su parte, la secuencia
de aminoacidos de la proteina recombinante (Figura 30), deducida a partir de
la secuencia de nucleétidos obtenida, presenté mas de un 99 % de identidad
al ser comparada con la secuencia de la glicoproteina de la cepa CVS
(BAN66661.1). Cabe resaltar que las cuatro diferencias puntuales en la

secuencia nucleotidica no afectaron ninguno de los sitios de N-glicosilacion
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descritos por Wiktor (Wiktor y col., 1973). Estos sitios son esenciales para la
glicosilacion de la proteina y se encuentran conservados.

Con los clones recombinantes de P. pastoris conteniendo el gen de la
glicoproteina, se realizaron cultivos en pequefia escala y se selecciond el
clon con mayor nivel de expresion para realizar un ensayo de escalado en
fermentador, con el objetivo de aumentar la expresion y producir la proteina
recombinante en mayor cantidad.

Cuando se utiliza P. pastoris como sistema de expresion de proteinas, la
concentracién de oxigeno disuelto y metanol en el medio de cultivo durante
la alimentacion son los parametros mas importantes para lograr una
expresion eficiente de proteinas (Hollenberg y Gellissen, 1997). Las cepas
Mut+ de P. pastoris son sensibles a altas concentraciones residuales de
metanol (Couderc y Barratti, 1980). Cuando hay falta de oxigeno y exceso de
metanol, el formaldehido, el primer producto del metabolismo del metanol,
aumenta a niveles toxicos debido a su acumulaciéon como producto de la
oxidacion incompleta del metanol (Couderc y Barratti, 1980; Swartz y
Cooney, 1981; Hazeu y Donker, 1983; Gleeson y Sudbery, 1988). Por lo
tanto, para lograr un crecimiento celular y expresion de proteinas adecuados,
utiizando cepas Mut+ de P. pastoris, es critico mantener una baja
concentracion de metanol en el biorreactor. La ventaja de las cepas Mut+, en
relacion con cepas defectuosas de AOX, es su mayor velocidad de
crecimiento utilizando metanol como fuente de carbono y energia. Con el fin

de disminuir la degradacion proteolitica, mejorar la expresion de la
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glicoproteina y evitar la fermentacion anaerdbica, se utilizé una estrategia de
alimentacion DO-stat, para asegurar una concentracion minima de metanol y
un nivel adecuado de oxigeno. Bajo estas condiciones controladas, se
realizaron cultivos de alta densidad.

Al analizar mediante SDS-PAGE, pudo observarse una banda intensa a las
48 horas de induccion de 65 kDa en el sobrenadante de cultivo del clon
recombinante no presente en el control negativo (Figura 33A). Este resultado
es acorde a lo esperado, debido a que la glicoproteina G de la rabia tiene un
peso aproximado de 56,8 KDa sin glicosilar y 65-70 KDa glicosilada
(Conzelmann y col.,, 1990). Cuando se evalu6 mediante western blot, la
glicoproteina recombinante producida fue reconocida por anticuerpos
especificos contra la rabia de la misma manera que la glicoproteina nativa
(Figura 33B). A pesar de que P. pastoris tuvo la capacidad de glicosilar
proteinas de manera similar a la de los organismos eucariotas superiores, se
observd una ligera variacion en el peso molecular de la proteina obtenida
respecto a la glicoproteina del virus, posiblemente debido al agregado en
defecto de residuos de azucares durante el proceso de glicosilacion (Figura
33B). Esto puede explicarse por el hecho de que no todas las cepas de P.
pastoris presentan las mismas caracteristicas para glicosilar, teniendo
algunas la actividad de glicosilacion muy desarrollada y otras no tanto. De
todos modos, se realizd un ensayo con la enzima Endo-H para eliminar los
residuos glicanos agregados y demostrar que la glicosilacion se habia

llevado a cabo (Figura 33C). El hecho de que se haya demostrado la
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glicosilaciéon de la proteina por parte de P. pastoris no implica que la levadura
es capaz de emular integramente a las glicosilacion de mamiferos y otorgar
la inmunidad protectora que se busca. Para ello era necesario hacer un
ensayo de inmunizacion y desafio contra el virus de la rabia.

La composicion del medio de cultivo y la estrategia de induccion empleada
permitieron expresar 5 mg/l y 10 mg/l de la glicoproteina recombinante a las
24 y 48 horas de alimentacion con metanol, respectivamente. Por otro lado,
no se observé degradacion proteolitica las 48 horas, sino la duplicacion en el
nivel de expresion. Este periodo de induccién, es ampliamente inferior al
descripto por otros investigadores en un trabajo similar (Nagesha y col.,
2010), quienes expresaron la glicoproteina recombinante solo después de
108 horas de alimentacion con metanol en la misma levadura. Esta
disminucion de tiempo permite un ahorro economico considerable, si se
piensa en la posibilidad de escalar este proceso a nivel industrial. Ademas,
estos mismos investigadores describieron la protedlisis total de la
glicoproteina formada luego de 12 horas. Como ya se ha mencionado
anteriormente, una de las principales causas de la protedlisis en P. pastoris
es acumulaciéon de metanol en un ambiente sin oxigeno. Utilizando la
estrategia de alimentacion DO-stat desarrollada, podria evitarse tal
degradacion.

En otro trabajo similar, no se describe la degradacion proteolitica de la
glicoproteina recombinante. Sin embargo, el nivel de expresion fue 7 veces

menor que el reportado aqui (Ben Azoun y col., 2016).
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Durante el crecimiento de un microorganismo en un fermentador, a medida
que se aumenta la agitacion se produce una mayor disolucion del oxigeno
que ingresa en el vaso. Existe un limite en el aumento de la agitacion y esta
dado por el maximo que pueden soportar las células que estan creciendo
antes de detener su crecimiento por estrés (o estallar), debido a la intensidad
en la fuerza de corte por el movimiento mecénico de las paletas. En los
cultivos de alta densidad celular de P. pastoris, es relativamente comun que
se produzca la limitacion de la transferencia de oxigeno, debido a que la gran
cantidad de células generadas necesitan un mayor nivel de oxigeno que el
que puede administrar el fermentador. Mediante la estrategia de alimentacion
DO-stat utilizada, se maximizo la tasa de alimentacion de metanol regulando
el nivel de oxigeno disuelto en torno al 40 % del valor de saturacion sin
necesidad de suministrar oxigeno puro, ni elevar mucho la agitacion. De esta
manera, se pudo realizar un cultivo de alta densidad celular, aumentando
considerablemente la expresion de la proteina recombinante, evitando la
limitacion en la transferencia de oxigeno y la acumulacion de niveles toxicos
de metanol. En conclusion, el método DO-stat desarrollado en este estudio
podria ser eficaz como un método para la alimentacion del sustrato en
cultivos de alta densidad celular.

Los resultados obtenidos del crecimiento en el fermentador muestran que,
bajo las condiciones de cultivo ensayadas, se puede lograr una expresion
adecuada de la glicoproteina del virus de la rabia luego de un corto tiempo

de induccién y sin degradacion proteolitica. Esta estrategia permite la
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reduccion del tiempo de cultivo, minimizando el costo de produccion, que es
importante para las aplicaciones industriales.

Estudios a futuro se basaran en la optimizaciéon del bioproceso con el
objetivo de aumentar el nivel de expresion de la glicoproteina. Debido a que
no se ha observado degradacién proteolitica, el enfoque inicial estara en
ensayar con tiempos de induccion mas largos. De todos modos, si con el
aumento del tiempo de induccion se observa degradacion proteolitica, se
plantea la alternativa de administrar oxigeno puro o realizar cultivos en los
gue el metanol sea agregado de manera exponencial.

Como la glicoproteina fue clonada rio abajo de la secuencia del factor a, esta
fue secretada al medio extracelular. Este aspecto resultd fundamental debido
a que se simplificé mucho la purificacion de la proteina recombinante, que se
llevé a cabo mediante un paso de cromatografia de intercambio aniénico. Si
bien, por cuestiones de tiempo, fue una purificaciéon parcial en la que adn
quedaron restos de proteinas extracelulares propias de la levadura, fue
suficiente para el estudio de desafio que se llevd a cabo posteriormente.
Como trabajo a futuro, se intensificaran los estudios en el proceso de la
purificacion con el objetivo de eliminar la mayor cantidad posible de
contaminantes y lograr un producto de una pureza elevada. A futuro también,
se prevé la utilizacion de una resina de intercambio catidénico y/o una resina
de afinidad por glicoproteinas.

Al realizar el ensayo de potencia de las formulaciones disefiadas, no se

generd proteccion en los ratones con ninguna de las formulaciones
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utilizadas. Asimismo, no se observé variacion en el dia de la muerte de los
animales inmunizados respecto al grupo control sin vacunar. Este resultado,
pudo deberse fundamentalmente a: que las proteinas recombinantes
producidas no eran antigénicas, a que se administrO escasa cantidad de
proteinas recombinantes, a que no se escogid el adyuvante adecuado, o0 a
una combinacion de ellas.

A continuacién, se realizd6 un ensayo para determinar si las proteinas
recombinantes producidas eran antigénicas y demostrar si eran capaces de
inducir la produccién de anticuerpos especificos contra las proteinas virales
nativas. Para ello, se inocularon ratones con las proteinas recombinantes en
diferentes vias (intramuscular, subcutanea e intraperitoneal) y se utilizaron
los sueros obtenidos para un ensayo de western blot contra las proteinas
nativas del virus. De esta manera, pudo determinarse que las proteinas
recombinantes estimularon la produccion de anticuerpos especificos contra
las proteinas virales nativas, aunque el nivel logrado fue inferior al alcanzado
por uno de los ratones inmunizado con la vacuna de referencia, que habia
sobrevivido al ensayo de desafio (Figura 35).

Este resultado logrado es alentador, debido a que, sabiendo que las
proteinas recombinantes inducen la produccion de anticuerpos especificos
contra el virus de la rabia, pueden modificarse las condiciones de manera de
potenciar la respuesta inmune, alcanzando niveles de anticuerpos que sean
neutralizantes ante una descarga viral. Para lograrlo, se ensayaran mayores

concentraciones de antigenos y diferentes adyuvantes.
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Segun la bibliografia, los antigenos solubles puros, recombinantes o
sintéticos, han resultado seguros, pero con una menor inmunogenicidad en
comparacion con aquellos del organismo de origen (Minke y col., 2004), por
lo cual es necesaria la utilizacion de adyuvantes. Los mecanismos de
adyuvancia acrecientan la eficacia de muchas vacunas y desempefian un rol
en la determinacion del tipo de respuesta inmune (Morris Quevedo y col,
1999; Virelizier, 2009). Estos mecanismos aceleran, prolongan o potencian la
respuesta inmune especifica contra los antigenos inoculados.

En el presente trabajo, se utilizé como adyuvante el hidroxido de aluminio.
Este pertenece a la familia de los adyuvantes basados en sales de aluminio y
los motivos que llevaron a su eleccion son: es el tipo de adyuvante mas
utilizado y es considerado seguro; presenta una morfologia en fibras que
proporciona una gran superficie sobre la cual pueden adsorberse los
antigenos; se disuelve bien en pH acido y basico pero no en el pH 7,4 del
espacio intersticial, permitiendo la liberacién lenta de los antigenos. Sin
embargo, en la bibliografia existen trabajos que los describen como
adyuvantes débiles y muy poco consistentes en su capacidad de estimular
respuestas inmunes mediadas por células (Butler y col., 1969; Schirmbeck y
col., 1994; Gupta y col., 1995; Aimanianda V y col., 2009). Puede ser que
este sea uno de los factores que haya generado que la respuesta inmune no
sea acorde a la esperada.

El hecho de que las proteinas recombinantes hayan generado anticuerpos

gue reconocen especificamente a las dos proteinas virales nativas, es
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motivador para realizar nuevos estudios a futuro. En ese sentido, se plantea
la realizacion de otro ensayo de inmunizacion preliminar en el que se utilizara
la via de inoculacion intraperitoneal (ya que es la que mayor titulo de
anticuerpos alcanzo6), incrementando las cantidades de proteinas
recombinantes en la formulacion. Se prevé la utilizacibn de diversos
adyuvantes que mejorarian la presentacion antigénica, y ayudarian a
incrementar la respuesta inmune respecto de la obtenida con hidréxido de
aluminio. El objetivo es incrementar la produccion de anticuerpos contra las
proteinas nativas virales, respecto al logrado en este trabajo. Idealmente, se
quiere alcanzar niveles similares al alcanzado por la vacuna de referencia, de
manera de intentar nuevamente un ensayo de desafio viral.

Como alternativas al hidroxido de aluminio, se plantean los adyuvantes
Specol, Montanide ISA 206 (Seppic), y sistemas sintéticos o inactivados de
suministro de Ag.

En el ensayo de desafio viral y determinacion de la antigenicidad de las
proteinas recombinantes, la maxima cantidad de proteina inoculada fue de 5
Mg por dosis por proteina. Segun la bibliografia consultada (Harlow y Lane,
1988), el rango de proteinas solubles por inoculacién de ratones via
intraperitoneal, capaz de inducir una fuerte respuesta humoral, esta en el
rango de 5 a 50 pg por dosis por proteina. Por lo tanto, se cree que
aumentando las cantidades de proteinas inoculadas, se podria aumentar el

titulo de anticuerpos anti rabia producido.



167

Teniendo en cuenta que la rabia es una enfermedad que afecta
principalmente a los paises en desarrollo, es deseable una solucion eficiente
y econdmica. Por tal motivo, resulta util el seguir intentando avanzar en este
trabajo para ver si se puede lograr el desarrollo de una vacuna a subunidad

para poder controlar la presencia del virus en las zonas afectadas.
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