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ARTICULO ORIGINAL

Produccion y caracterizacion de un anticuerpo policlonal
dirigido contra la fosfoproteina del virus de la rabia
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Introduccién. La produccién de una proteina viral recombinante facilita la aplicacién de diversas
metodologias bioquimicas en investigacion basica de los virus con relevancia clinica. Ademas,
la obtencion de un anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina P permite el estudio de su
funcion y estad soportado en la inexistencia de un anticuerpo comercial dirigido contra esa
proteina.

Objetivo. Producir y caracterizar un anticuerpo policlonal dirigido contra la proteina P
recombinante del virus de la rabia expresada en Escherichia coli.

Materiales y métodos. EIl gen P que codifica para la proteina P del virus de la rabia, fue
amplificado por reaccion en cadena de la polimerasa de transcriptasa reversa y clonado en el
vector de expresion PinPoint™ Xa-1 T (PROMEGA). La proteina recombinante P fue expresada
en E. coli purificada por cromatografia de afinidad y usada para la produccion del anticuerpo
policlonal anti-P. El anticuerpo obtenido fue purificado y caracterizado por inmunocitoquimica
con un sistema enzimético, inmunofluorescencia, Cell-ELISA fluorométrica y Western blotting.
Resultados. La proteina recombinante se expresd eficientemente como una proteina de fusion
biotinilada de aproximadamente 50 kd, que corresponde a la forma completa de la proteina P
del virus de la rabia. El anticuerpo policlonal anti-P detecté con alta especificidad la proteina P
en cultivos de neuronas sensoriales infectados con el virus de la rabia.

Conclusion. La proteina P recombinante expresada en E. coli se constituy6 en un antigeno
especifico para producir un anticuerpo policlonal que reconoce la proteina P nativa en células
infectadas con el virus de la rabia.

Palabras clave: virus de la rabia, inmunoquimica, fosfoproteinas, proteinas recombinantes,
Escherichia coli.

Production and characterization of a polyclonal antibody against rabies virus
phosphoprotein

Introduction. The expression of recombinant viral proteins has been a useful tool to study
molecular biology and pathogenesis of virus infections. Because commercial specific antibodies
to rabies virus phosphoprotein (P) are currently unavailable, these antibodies must be generated
de novo in order to study the role of P protein during the infectious process.

Objective. A polyclonal antibody was produced and characterized for use against the
phosphoprotein (P) of rabies virus. The antibody was raised in rabbits with a recombinant viral
phosphoprotein (P) produced in Escherichia coli.

Materials and methods. Gene P coding for the viral phosphoprotein (P) was amplified by RT-
PCR and cloned into the expression vector PinPointTM Xa-1 T. The recombinant protein P was
expressed in Escherichia coli, purified by affinity chromatography and used to produce a
polyclonal antibody anti-P. The antibody anti-P was purified and characterized by
immunocytochemistry, immunofluorescence, fluorometric CELL-ELISA and Western blotting.
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Results. The recombinant viral phosphoprotein was successfully expressed as a 50 kd
biotinylated fusion protein which corresponds to the whole protein P of rabies virus. The
polyclonal antibody raised against this recombinant protein P was able to detect with high
specificity, protein P in cultures of sensorial neurons infected with rabies virus.

Conclusions. The P protein obtained from heterologous expression in Escherichia colibecame
a specific antigen that was used to produce a polyclonal antibody capable of detecting native

P protein in rabies virus infected cells.

Key words: rabies virus, immunochemistry, phosphoproteins, recombinant proteins, Escherichia

coli.

Un reporte de la Organizacion Mundial de la Salud
estimé que cada afio ocurren entre 40.000 y
70.000 muertes por encefalomielitis rabica (1),
principalmente, debido a la ausencia de un 6ptimo
protocolo para el tratamiento posterior a la expo-
sicién, para vacunacion humanay seroterapia (2).

Ademas de que las infecciones por virus de la rabia
continGian siendo un problema de salud publica
en paises en vias de desarrollo, el virus per se
constituye en un modelo experimental completo
para el estudio de las interacciones entre los vi-
rus neurotrépicos y la maquinaria celular neuronal.

La comprension de los mecanismos de entrada 'y
propagacién usados por el virus de la rabia aporta
al conocimiento de la patogenia de otros virus que
ocasionan dafio al sistema nervioso. Asimismo,
el estudio de la biologia molecular del virus
fortalece el entendimiento de la interaccion virus-
huésped que, finalmente, aporta al mejoramiento
de la vacuna existente y al disefio de nuevas
terapias antivirales.

Los mecanismos de transcripcion y replicacion
usados por el virus de la rabia siguen siendo objeto
central de investigacion, ya que la participacion
de las proteinas virales en dichos eventos no ha
sido dilucidada en forma completa. Actualmente,
se sabe que la fosfoproteina del virus de la rabia
(proteina P) es un componente del complejo
ribonucleoproteina (RNP), donde interactlia con
la nucleoproteina (proteina N) y con la ARN
polimerasa virales. La proteina P es susceptible
de ser fosforilada y los estudios recientes han
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identificado dos tipos de cinasas que fosforilan la
proteina de manera diferencial, lo cual sugiere un
mecanismo regulador del ciclo viral (3).

La proteina P también interactGa con una proteina
celular implicada en el transporte retrégrado (4),
lo cual sugiere que la interferencia de las funciones
de la P podria tener efectos deletéreos sobre el
ciclo viral (2,4).

Considerando la potencial versatilidad funcional
de la proteina P, esta fosfoproteina se vislumbra
como un excelente blanco para el disefio de
inhibidores de la transcripcién y replicacion viral
y, ademas, teniendo en cuenta su multifuncio-
nalidad, se hace valiosa la propuesta de indagar
sobre su funcidn en la replicacion viral.

Con este proposito, en este trabajo se us6 como
estrategia experimental la expresion de la proteina
P recombinante en un sistema procariote, la cual
se constituy6 en una herramienta (til para evaluar
la funcién de P en el ciclo viral. Por tanto, se
llevé a cabo la produccién de un anticuerpo
policlonal a partir de la proteina P recombinante,
el cual permitira en estudios posteriores evaluar
aspectos como la sintesis, la distribucion
subcelular y el transporte de la proteina P en
cultivos neuronales infectados con el virus de la
rabia, con la finalidad de responder a algunos
interrogantes acerca de la participacién de la P
en el ciclo viral.

Materiales y métodos
Clonacion del gen P del virus de la rabia

El gen P del virus de la rabia fue clonado como
se describi6 previamente (Castafieda N, Chaparro
J, Castellanos JE. Tecnologia de la clonacién y
expresion génica en un sistema bacteriano y su
aplicacién en virologia. Revista Escuela
Colombiana de Medicina 2007. En prensa).
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En forma breve, mediante el método del trizol
(INVITROGEN), se extrajo el ARN total a partir
de cerebro de ratén infectado con virus de la rabia
(cepa CVS-11). A continuacién, se hizo trans-
cripcion reversa usando un iniciador oligod (T).
Con base en la secuencia del gen de la
fosfoproteina (gen P) de la cepa CVS-11 del virus
de la rabia, se disefiaron los iniciadores
especificos sentido PF-Kpnl (5' TCG-GTA-CCA-
TGA-GCA-AGA-TCT-TTG-TTA-ATC-3") vy
antisentido, PR-Smal (5’ ATC-CCG-GGT-CGG-
GTT-AGC-AGG-ATG-TAT-AGC 3)).

Las condiciones de amplificacién de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) fueron: un ciclo
de 94°C/2 minutos; 30 ciclos de 94°C/45 s, 65°C/
90 s, 72°C/ 60 s y un ciclo de 72°C/3 minutos. El
producto de PCR fue purificado con el kit QIAquick
Gel Extraction (QIAGEN) y clonado en el vector
pGEMT-Easy (PROMEGA). Se hizo después
transformacion de bacterias E. coli (JM109). La
presencia del inserto correcto se confirmé por
PCR, restriccion enzimatica y determinacion de
la secuencia.

Expresion del gen P del virus de rabia y
purificacion de la proteina P

El inserto fue subclonado en el vector de expresion
PinPoint™ Xa-1 T (PROMEGA) y la expresion de
la proteina P fue inducida por adicién de isopropil-
-D-tiogalactopiranésido (IPTG) a cultivos de E.
coli (JM109). La expresién de la proteina P se
confirmo por inmunoblot de extractos bacterianos
crudos, debido a que el sistema usado produce
proteinas de fusion biotiniladas. La proteina P se
detectd por reacciones enzimaticas con
estreptavidina acoplada a fosfatasa.

La proteina P recombinante fue purificada por
cromatografia de afinidad usando la resina Softlink
(Promega), la cual estd acoplada a avidina y
permite la purificacién de proteinas biotiniladas.
El lisado celular bacteriano que contenia la
proteina de fusién biotinilada se sometié a un
proceso de captura en batch, en el cual la resina
y el lisado celular permanecieron en contacto du-
rante cuatro horas. Después de la captura se hizo
la elucién de la proteina biotinilada durante 16
horas usando un tampdn de elucion (Tris-HCI pH

Anticuerpo anti-fosfoproteina de virus de rabia

7,5, NaCl 150mM) que contiene un exceso de
biotina y que permitié la liberacion de la proteina
de fusién. Una vez purificada la proteina P
recombinante, se cuantificé usando el método de
acido bicinconinico.

Preparacién del antigeno, inmunizacion y
purificacion del anticuerpo

Para la produccién del anticuerpo policlonal, se
usaron dos conejos Nueva Zelanda, machos, de
ocho semanas de edad. El procedimiento de
inmunizacién de los conejos se realizd con la
aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional. Antes de
iniciar el esquema de inmunizacion en los conejos,
se obtuvo una muestra de 5 ml de sangre de una
de las venas marginales de la oreja de cada conejo
para obtener el suero preinmune que posterior-
mente seria usado como control negativo.

Los conejos se inocularon por via subcutanea con
una mezcla de adyuvante completo de Freund y
500 ug de proteina P recombinante por cada
conejo. Se reforzé la inoculacion en los dias 14,
30 y 45 después de la primera inoculacién
primaria, con una nueva dosis subcutanea de
antigeno (250 pg por conejo) preparado en
adyuvante incompleto de Freund.

En el dia 45 se recolectd 1 ml de sangre de cada
conejo inoculado y se realizaron experimentos de
inmunocitoquimica para evaluar el titulo de
anticuerpos séricos especificos contra la proteina
P del virus de la rabia. En el dia 60 se practicé la
recoleccion del volumen sanguineo total (exsan-
guination) bajo anestesia profunda de los
animales. La fraccién de inmunoglobulinas del
suero policlonal se purificé por precipitacion con
sulfato de amonio. Finalmente, el anticuerpo
policlonal anti-P purificado se preservé en PBS y
50% de glicerol estéril y se almacend a -20°C.

Analisis por inmunocitoquimica y por
inmunofluorescencia

Para la caracterizacion del anticuerpo policlonal
anti-P, inicialmente se realizaron ensayos de
inmunoperoxidasa indirecta e inmunofluorescencia
sobre cultivos de neuronas de ganglio de raiz
dorsal de ratén adulto. Aproximadamente, 2.000
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neuronas se sembraron en cajas de 24 pozos sobre
laminillas tratadas con poli-L-lisina, infectadas al
dia 3 de cultivo con virus de la rabia cepa CVS-
11 en una dilucion 1/100 (MOI: 0,03) y fijadas
durante 30 minutos con PFA 4% a las 26 horas
después de lainoculacioén (5).

Las células infectadas se detectaron con el
anticuerpo policlonal producido contra la proteina
P recombinante del virus de la rabia, el cual se
prepar6 en solucién tampdén de bloqueo (PBS 1X,
ASB 1%, suero de bovino recién nacido 10%,
Tween 20 0,05%) en diluciones de 1/300, 1/600 y
1/1.200 y se incub6 durante 30 minutos a 37°C.
El anticuerpo policlonal anti-nucleocapside
(BIORAD Catalogo 357-2114) se us6 como control
positivo y se incubé en las mismas condiciones
descritas para el anticuerpo anti-P, pero en una
dilucién de 1/100.

Luego, se adiciond un anticuerpo biotinildado anti-
IgG de conejo (Vector Labs) en una dilucién 1/200
durante 30 minutos a temperatura ambiente,
seguido por incubacién con estreptavidina
acoplada a peroxidasa (2 pug/ml Vector Labs) por
30 minutos a temperatura ambiente. El revelado
se llevo a cabo con una mezcla 1:1 de H,0, al
0,02% en agua y diaminobenzimida al 1% en Tris
HCIpH 7,2.

El procesamiento que se realiz6 para inmuno-
fluorescencia fue similar al descrito para la técnica
de inmunoperoxidasa, usando estreptavidina
acoplada a isotiocionato de fluoresceina (FITC) a
una concentracion final de 2 pg/ml (Sigma). Las
laminas se observaron en un microscopio de
epifluorescencia Olimpus BX 50 para analizar y
describir el patrén de marcacién especifico obtenido
con el anticuerpo anti-P.

Ensayo de cell-ELISA fluorométrica

Se empled una cell-ELISA fluorométrica
estandarizada en nuestro laboratorio (6). Las
células se sembraron en cajas de 96 pozos
(Corning 25870), se fijaron con paraformaldehido
al 4% por 30 minutos después de 16, 26 y 36
horas de la infeccién. Se utilizé el anticuerpo
policlonal producido contra la proteina P
recombinante del virus de la rabia, en diferentes
concentraciones, el cual se preparé en tampoén
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de bloqueo (TBS 1X, ASB 1%, suero de bovino
recién nacido 10%, Tween20 0,05%) durante 30
minutos a 37°C.

Después de lavar con TBS, se incubé por 30
minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario biotinilado, anti-lgG de conejo (Vector
Labs. BA9200). Nuevamente se lavo con TBS y
se agrego0 la enzima estreptavidina conjugada a
fosfatasa alcalina (1/250, SA5100 Vector Labs) por
30 minutos a temperatura ambiente.

Por ultimo, se adicion6 un substrato fluorogénico,
el 4-metil-umbeliferilfosfato (MUP 3,6 mM,
Molecular Probes, M-6491) preparado en tampén
de revelado (NaCl 0,1 M, Tris 100 mMy MgCl, 50
mM, pH 9,5) y se realiz6 la mediciéon de
fluorescencia a diferentes tiempos en un
fluorémetro PR-521 (TecnoSuma, La Habana,
Cuba) con filtros de excitaciéon de 360 nm y
emisién de 450 nm.

Para normalizar los datos se utiliz6 el método del
acido bicinconinico para cuantificar la cantidad
de proteina total en cada uno de los pozos (7,8).
La concentracién de proteina se determind
interpolando los datos de absorbancia en una
curva de calibracién con concentraciones
conocidas de albimina sérica bovina.

Anélisis por Western blotting

El anticuerpo policlonal anti-P se us6 para detectar
la proteina viral en lisados celulares totales
infectados obtenidos a partir de cultivos de
neuronas de ganglio de raiz dorsal e inmovilizados
en membranas de polifluoruro de vinilideno
(PVDF). Los cultivos neuronales se mantuvieron
en cajas de 35 mm y se infectaron con virus de la
rabia cepa CVS-11 a un MOI 0,03.

Alas 26 horas después de la infeccion, las células
se lisaron con solucién tampon RIPA (PBS 1X,
IGEPAL 1%, deoxicolato de sodio 0,1%, SDS
0,1%). Luego de centrifugar por 20 minutos a 4°C,
se obtuvo y cuantificé el lisado celular total de
cultivos neuronales sin infectar y los cultivos
neuronales infectados con el virus de la rabia.

En un gel de poliacrilamida al 11% se separaron
electroforéticamente 200 mg de proteina total
obtenida de los lisados celulares totales infectados
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y los no infectados en condiciones denaturantes
y reductoras. Las proteinas separadas se
transfirieron a una membrana de PVDF durante
16 horas a 30 V (300 mA). La membrana se incubo
con el anticuerpo policlonal anti-P a una
concentracién de 30 pg/ml preparado en solucién
de bloqueo durante 30 minutos a 37°C. Luego se
adicioné un anticuerpo anti-lgG de conejo
biotinilado durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se incub6 la membrana con
estreptavidina acoplada a peroxidasa por 30
minutos a temperatura ambiente. El revelado de
la membrana fue llevado a cabo con DAB/H,O,,.

Resultados

Clonacién y expresion del gen de la
fosfoproteina del virus de la rabia

Los resultados de la clonacidn del gen P fueron
descritos previamente (Castafieda N, Chaparro J,
Castellanos JE. Tecnologia de la clonacion y
expresion génica en un sistema bacteriano y su
aplicacion en virologia. Revista Escuela
Colombiana de Medicina 2007. En prensa). Para
dos clones, la secuencia obtenida (GenBank
Accesion number DQ011221) se tradujo y se
comparoé con la proteina P del virus de la rabia
cepa CVS-11 reportada (NCBI, X55727); ambos
clones mostraron un 98% de homologia (cinco
aminoacidos cambiados, ninguno de ellos
corresponde a los sitios conocidos de fosforilacién
de la proteina P).

Usando un sistema de revelado con fosfatasa
alcalina se detectaron las proteinas de fusion
biotiniladas producidas por la transformacion de
E. colicon el vector PinPoint™ Xa-1 T (figura 1A).
La Unica proteina biotinilada expresada
endbégenamente por E. coli se detecté como una
banda de 22,5 kd; el péptido sefial incorporado en
el vector de expresion también se detecté con un
peso molecular de 13 kd en el extracto de bacterias
transformadas con el vector sin inserto.

Asimismo y de manera muy eficiente, se expreso
la proteina P recombinante en E. coli. El sistema
de expresion usado produjo una proteina de fusién
biotinilada de 50 kd, aproximadamente; la proteina
P silvestre tiene un peso molecular de 37 kd y el
péptido sefal biotinilado, 13 kd, que corresponde

Anticuerpo anti-fosfoproteina de virus de rabia

1 2 3 4

=

Proteina P
50 kDa

Formas de P
truncadas

22,5 kD2 — - S e— —

13kDa—p  —

S —
B
1 2 3 4 5 6
50 kDa —p —
22,5 kDa —p-mmm === = gi-|
13 kDa —pp-is

Figura 1. Expresion y purificacién de la proteina P
recombinante. A. Blot de proteinas de fusion biotiniladas
expresadas en el vector PinPoint™ Xa-1 T. Carril 1: bacterias
JM109 sin vector; carril 2: bacterias IM109 con vector; carril
3: bacterias JM109 que contienen el vector con inserto sin
induccion de la expresion; carril 4: bacterias JM109 que
contienen el vector con inserto a las 4 horas de induccién de
la expresion. B. Purificacién: blot revelado con un sistema
de fosfatasa alcalina. Carril 1: extracto sin purificar; carril 2:
fraccién no unida a la resina; carriles 3 y 4: lavados de la
resina; carriles 5y 6: eluidos 1y 2 con la proteina P purificada.

a la forma completa de la proteina P del virus de
rabia (figura 1A).

Ademas, las formas truncadas de la proteina P
(9) se expresan y detectan como proteinas de
fusion biotiniladas de tamafio mas pequerio.

Purificacion y cuantificacion de la proteina P
recombinante

A diferencia de la gran eficiencia en la expresion
de la proteina P recombinante, la purificacion por
cromatografia de afinidad mostro poca eficiencia
y, aunqgue las proteinas de fusién biotiniladas se
purificaron, hubo necesidad de repetir en varias
oportunidades la expresion en E. colide la proteina
hasta obtener 2 mg de proteina recombinante
contenida en 4 ml de eluido con una concentracion
de 500 mg/ml, cantidad suficiente para inmunizar
los conejos.

La eficiencia en la purificacion de las diferentes
formas de P fue diferencial; la forma completa de
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Figura 2. Ensayo de inmunoperoxidasa indirecta para la deteccion de la proteina P con el anticuerpo policlonal
anti-P. En cultivos de neuronas de ganglio de la raiz dorsal infectados con virus de rabia, se observan células
neuronales inmunoreactivas (A). B, control sin infeccién. Las barras corresponden a 20 pm en Ay a 40 pm en B.

P se detectdé predominantemente después del
proceso de elucion (figura 1B).

Caracterizacion del anticuerpo anti-P
Inmunocitoquimica

En los ensayos de inmunoperoxidasa se usaron
concentraciones entre 10y 50 g/ml del anticuerpo
policlonal anti-P. La proteina P se detectd con una
concentracion de 15 pg/ml del anticuerpo en
cultivos de neuronas infectadas con virus de la
rabia cepa CVS-11 (figura 2A). El antigeno se
detect6 en el citoplasma, donde se observaron
pequefias vesiculas inmunorreactivas. En contraste,
en las células no infectadas no se observo
inmunorreactividad con el anticuerpo (figura 2B),
de igual manera que cuando se usé el suero
preinmune como control sobre células infectadas.

Inmunofluorescencia

En los ensayos de inmunofluorescencia la
proteina P del virus de la rabia se detectd en
cultivos infectados usando el anticuerpo policlonal
anti-P (36 pg/ml) describiendo un patrén de
marcacion citoplasmética definido, en vesiculas
de menor tamafio que las descritas para el
anticuerpo anti-nucleocapside. Ademas, se
observé un patrén de tincién granular fino mas
concentrado hacia la superficie celular, el cual se
extendia en los procesos neuriticos, donde se
observaron "varices" (varicosities) discretas con
una inmunotincion intensa (figura 3A).
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La marcacion fue especifica para células
infectadas (en células no infectadas no se observé
inmunofluorescencia, figura 3B) y predominante-
mente en neuronas grandes, con tincién ocasional
de células no neuronales, lo cual establece
diferencias en el patrén de distribucién con
respecto a la deteccién en células neuronales y
no neuronales del complejo nucleocépside cuando
se usa el anticuerpo BIORAD (figura 3C).

El patrén de marcacion definido por el anticuerpo
policlonal anti-P es claramente distinguible de la
tincion descrita por los anticuerpos anti-
nucleocapside y anti-proteina G. Las vesiculas
citoplasmaticas caracteristicas de la marcacién
con el anticuerpo anti-nucleocapside (figura 3C)
son de mayor tamafio, explicable por el complejo
proteico que el anticuerpo detecta, los procesos
'neuriticos' tienen una marcacion continua menos
granular y que describe aparentemente un proceso
'neuritico’ de mayor grosor comparado con las
finas y discretas "varices" (varicosities) donde se
detecta la proteina P.

Con respecto a la deteccion de la glicoproteina
del virus con el anticuerpo PVE12 (figura 3D), se
observo un patrén de marcacion difuso y denso
en las células infectadas; no se describe una
tincién fina ni granular como la obtenida en la
deteccion de la proteina P.

Por otra parte, el patrén de tincion en las células
no neuronales fue citoplasmatico disperso sin la
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Figura 3. Expresién de la proteina P en cultivos de neuronas de ganglio de la raiz dorsal infectados con virus de la rabia.
Inmunofluorescencia que muestra el patrén de marcacién descrito con el anticuerpo policlonal anti-P en células neuronales
infectadas (A) y ausencia de marcacion en células no infectadas (B). Patrén de marcacién con anticuerpos BIORAD y
PVE12 (C y D) y patron de marcacion descrito con el anticuerpo policlonal anti-P en células no neuronales infectadas (E).
Las neuronas infectadas se sefialan con flechas y las células no neuronales infectadas con cabeza de flecha. Las barras
corresponden a 40 um (A, B, C, Dy E) y a 100 um en el detalle del recuadro A.
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tendencia a la marcacién granular fina en la
superficie celular (figura 3E). Ademas, la
marcacion de células no neuronales fue muy
evidente cuando se usaron los dos anticuerpos
de control, en contraste con la marcacion casi
absolutamente neuronal descrito por el anticuerpo
policlonal anti-P.

Los resultados muestran, de esta manera, un
patrén diferencial de tincion en la deteccion de la
proteina P comparado con la marcacion descrita
por la detecciéon del complejo proteico de la
nucleocapside y de la glicoproteina del virus de
larabia, lo cual permitiria posteriormente evaluar
mas finamente la localizacién particular subcelular
de la proteina P.

Ensayos de fluorometria

El anticuerpo anti-P también se us6 en ensayos
de fluorometria en diferentes concentraciones y
una concentracion de 15 mg/ml fue la 6ptima para
la deteccion del antigeno en tres tiempos
diferentes de infeccién. A esta concentracion del
anticuerpo, se evalu6 de manera confiable el nivel
relativo de expresion de la proteina P, ya que la
fluorescencia inespecifica detectada por el
sistema en los controles sin virus es similar al
valor de fluorescencia inespecifica detectada en
los controles sin virus usando el anticuerpo mono-
clonal de referencia PVE12 (dirigido contra la
glicoproteina del virus). Este anticuerpo fue
previamente avalado para la deteccion de
antigeno viral por la técnica fluorométrica (6). Los
valores de cuantificacién para las proteinas P y
G difieren significativamente debido a que la
glucoproteina es sintetizada en mayor a cantidad
através del ciclo viral (figura 4).

Western blotting

Por ultimo, el anticuerpo policlonal anti-P fue
caracterizado por Western blotting. La proteina P
se detectd en lisados celulares infectados con
virus de la rabia como una Unica banda de 37 kd
usando el anticuerpo policlonal a una concen-
tracion de 30 mg/ml (figura 5).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por
las técnicas de inmunocitoquimica, fluorometria
y Western blot ,se puede afirmar que el anticuerpo
policlonal anti-P reconoce especificamente a la
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Figura 4. Caracterizaciéon del anticuerpo policlonal anti-P
por la técnica fluorométrica. El anticuerpo anti-P se usé en
concentraciones entre 20 y 11 pg/ml en neuronas de ganglio
de la raiz dorsal infectadas con virus de la rabia. Los valores
corresponden a la media de un experimento con cuatro
réplicas para cada condicién + EEM (n=4). Nétese que la
sefial de fluorescencia detectada en los controles sin virus
es igual usando el anticuerpo policlonal anti-P y el anticuerpo
monoclonal PVE12.
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Figura 5. Deteccion de la proteina P por Western blotting.
Lisados celulares infectados con el virus de la rabia cepa
CVS-11 fueron sometidos a SDS-PAGE y Western blot con
el anticuerpo policlonal anti-P (carril 2). El anticuerpo anti-
nucleocapside se us6 como control positivo sobre el mismo
lisado celular infectado (carril 3). Nétese la fuerte banda de
37 kd que corresponde a la proteina P. El carril 1 corresponde
al marcador de peso molecular.

proteina P del virus de la rabia en cultivos de
neuronas de ganglio de la raiz dorsal infectados y
gue es una valiosa herramienta para el estudio de
su funcion en el ciclo viral.

Discusion
Recientemente, el gen para la nucleoproteina del
virus de la rabia fue clonado, secuenciado y

expresado en E. coli para su uso como reactivo
diagnéstico (10).
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A nuestro grupo le interesa particularmente
investigar el papel de la proteina P del virus de la
rabia en los eventos de transcripcion y replicacion
viral. Por tanto, la proteina recombinante P
obtenida en este trabajo se usara como herramienta
molecular para realizar ensayos de fosforilacion
in vitro que ayuden a esclarecer la participacién
de la P en diferentes eventos del ciclo viral.

También se usara en ensayos de co-inmunopreci-
pitacion con la nuceloproteina para evaluar la
formacion de complejos N-P en cultivos de
neuronas infectadas y tratados con neurotrofinas,
lo cual podria aportar al entendimiento del efecto
antiviral ejercido por estos factores neurotréficos.

En trabajos previos, se han usado las proteinas
virales recombinantes, por ejemplo, para la
caracterizacion de moléculas que podrian estar
involucradas en los procesos de adhesion y
entrada del virus. La aproximacion experimental
en dichos estudios consiste en usar la proteina
recombinante como ligando en un ensayo de
cromatografia de afinidad (11).

De la misma manera, el receptor de ratén para
neurotrofinas p75 se postulé como una molécula
receptora para el virus de la rabia usando una
estrategia de clonacion y expresion de la
glucoproteina del virus (12); se evidenciaron las
interacciones directas entre la glicoproteina del
virus de la rabia y p75 y se identificaron los
dominios de unién en ambas moléculas (13).

El plasmido recombinante construido en este
trabajo que codifica para el gen completo P
permitié la expresion eficiente de la forma
completa (P1) y las formas truncadas de P (P2-
P5). Se ha demostrado que las formas P1y P2
se localizan en el citoplasma pero las formas P3-
P5 se encuentran, principalmente, en el ndcleo.
Estos productos nucleares del gen P interactian
con la proteina de leucemia promielocitica (PML)
inducida por interferén en complejos multi-proteina
llamados cuerpos nucleares, que podrian estar
involucrados en un mecanismo de defensa celular
contra la infeccién viral (14).

Con respecto a los cambios encontrados en la
secuencia traducida para la proteina P
recombinante, es posible que se deban a una
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variabilidad inherente a los virus ARN, como el
virus de la rabia, y sean promovidos por el sistema
biolégico usado para obtener virus purificado en
condiciones experimentales (el virus purificado ha
sido sometido a varios pasajes en cerebro de
ratén).

El acceso comercial a los anticuerpos dirigidos
contra las proteinas del virus de la rabia ha
significado un inconveniente, especialmente para
nuestro grupo, en el proceso de investigacion
sobre la patogenia y replicacién del virus. Aunque
un panel de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la proteina P ha sido generado y
caracterizado en trabajos previos (15,16), no existe
aun un anticuerpo disponible comercialmente.

Eltrabajo realizado aporta un producto tecnolégico
gue apoya el estudio de la funcién de la proteina
P; el anticuerpo policlonal producido representa
una valiosa aproximacion experimental para la
investigacion de los mecanismos de patrticipacion
de la proteina P en la regulacién de eventos como
transcripcion y replicacion viral. La deteccion del
antigeno P fue muy especifica y de gran
versatilidad técnica, de manera que en ensayos
de fluorometria, inmunofluorescencia e inmunoblot
fue adecuada la utilizacion del anticuerpo
policlonal anti-P producido en conejo.

Motoi et al. (2005) detectaron la proteina viral P
en el citoplasma de neuronas de ganglio trigémino
usando el anticuerpo policlonal obtenido en gallina
y, aunque no describieron en detalle el patron de
inmunotincion, se puede observar que, al igual
gue en nuestro trabajo, detectaron la proteina P
en vesiculas pequefias localizadas en la periferia
del citoplasma.

El anticuerpo policlonal producido por nuestro
grupo fue caracterizado por inmunocitoquimica,
inmunofluorescencia, Western blot y cell-ELISA
en células infectadas con virus de la rabia y no
infectadas, a diferencia del trabajo previo realizado,
en el cual la caracterizacion del anticuerpo
policlonal se hizo usando inmunohistoquimica 'y
Western blot; sin embargo, en este ultimo el
anticuerpo no fue ensayado sobre células
infectadas y no infectadas sino sobre proteina
purificada a partir de un inéculo viral de la cepa
CVS-11 (17).
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Por otro lado, el patrén de marcacion descrito por
el anticuerpo anti-P en los ensayos de inmuno-
fluorescencia, evidencié una distribucién
subcelular de la proteina P muy particular que
podria significar un transporte activo de esta
proteina viral desde el citoplasma hasta procesos
'neuriticos' y que podria estar relacionado con la
participacion de P en los eventos de propagacion
viral hacia otras células.

Asimismo, se observé que la proteina P se
detect6 predominantemente en células neuronales,
especialmente en neuronas grandes, en las cuales
se ha demostrado mayor susceptibilidad a la
infeccion por virus de la rabia (Martinez-Gutiérrez
M, Castellanos JE. Morphological and biochemical
characterization of sensory neurons infected in
vitro with rabies virus. Acta Neuropathol (Berl)
2007. En prensa). Por consiguiente, se podria
pensar que las neuronas tienen, ademas de mayor
susceptibilidad, una maquinaria celular mas
eficiente para la replicacion de este virus, lo cual
soportaria aun mas la participacién de la
fosfoproteina en el fuerte neurotropismo
evidenciado para el virus de la rabia.

Es posible que en tiempos tempranos de
replicacion viral, dos factores puedan afectar la
deteccion del antigeno; uno es la disminucion de
ARN viral, posiblemente, por accién de la ARNsa L
y otro, la baja produccién de la proteina que
escaparia al sistema de deteccion fluorométrico.
De ahi que en tiempos tardios de la replicacion,
la expresion diferencial de la proteina podria
evaluarse con mayor sensibilidad.

Finalmente, teniendo en cuenta la expresion
silvestre de formas truncadas de la proteina P y
su localizacién nuclear y citoplasmética, es
relevante confirmar que el anticuerpo policlonal
anti-P detecta esas formas truncadas por cuanto
se les ha propuesto una funcion inhibiendo la
respuesta antiviral y de esta manera evaluar la
implicacion de dichas formas en el ciclo viral.
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