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RESUMEN

La polilla guatemalteca, Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelichiidae), es una
plaga de importancia econdmica en los cultivos de papa. El granulovirus de
Phthorimaea operculella proveniente del Peru se ha utilizado para el control
de T. solanivora en nuestro pais con resultados promisorios bajo condiciones
de almacenamiento de semilla. Sin embargo, esta cepa es foranea y aislada
de otro hospedero, por tal razén, CORPOICA realizé la busqueda de
aislamientos virales nativos obtenidos de T. solanivora, a los cuales se les
han realizado diferentes pruebas para su identificacion con miras a
comprobar si pertenecen al grupo de los granulovirus, sin embargo, algunas
pruebas resultan costosas, demoradas o poco precisas, por lo que surge la
necesidad de desarrollar otro método para determinar la identidad de los

virus colectados.

En el presente trabajo, se produjeron anticuerpos policlonales tanto en gallina
como en conejo contra el granulovirus del Peru, para el desarrollo de una
prueba de ELISA. Se selecciond el sistema gallina por ser mas eficiente y
menos dispendioso para la obtencion y purificacidn de los anticuerpos. Se
realizaron pruebas de Dot blot y Western blot para determinar la afinidad de
los anticuerpos producidos por el antigeno, a partir de las cuales se
comprobé que efectivamente los anticuerpos reconocian las particulas virales
y se observd una mayor afinidad por una proteina de aproximadamente 30
KDa que corresponderia a la granulina, mayoritaria en los granulovirus. Sin
embargo, los anticuerpos producidos presentaron algunas reacciones
inespecificas. El titulo de anticuerpos y la concentracion optima de
recubrimiento fueron 1/128 y 200 ng de virus por ml para gallina y 1/1024 y
13 ug de virus por ml para conejo, respectivamente. Finalmente, se confirmo
la identidad de los aislamientos virales nativos como granulovirus, mediante

la prueba de ELISA desarrollada.



ABSTRACT

Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) is an insect pest that
significatively affects potato crops in Colombia and other countries. Peruvian
Phthorimaea operculella granulovirus has been used for controlling T.
solanivora in our country with promissory results under storage conditions of
potato seeds. However, that strain is foreign and was isolated from other
host, for this reason, CORPOICA carried out the T. solanivora native strains
collection. These native strains have been identified by used different assays
in order to establish their identity as granulovirus, but these techniques are
time consuming, expensive or present low precision, being necessary to
develop other method for confirming the native viruses identities. Policlonal
antibodies against Peruvian granuliovirus were produced in hens and rabbits
in order to develop a ELISA test. Antibodies production by using hens was
selected because it was more efficient and easier than antibodies production
in rabbits. Dot blot and Western blot assays were carried out to determine the
affinity of antibodies to the antigen. Obtained results demonstrated that
antibodies recognized the virus particles and they had major affinity for a 30
KDa protein which corresponds to the granulina, the major protein in
granulovirus. However, produced antibodies presented some inespecific
reactions. The antibodies titer and optimum antigen cover concentration were
1/128 and 200 ng/ml for hen and 1/1024 and 13 pg/ml for rabbit, respectively.
Finally, native strains identity were confirmed as granulovirus by using the
developed ELISA test.



1. INTRODUCCION

La familia Baculoviridae comprende un gran numero de virus que infectan
artrépodos, en su mayor parte insectos del érden Lepidoptera. Esta familia
consta de dos géneros: Nucleopolyhedrovirus (NPV) y Granulovirus (GV).
Estos virus se caracterizan por tener un estrecho espectro de hospederos y
una elevada patogenicidad, cualidades que los hace aptos para la utilizacién

como bioinsecticidas.

Tal es el caso de un granulovirus aislado de larvas de Epinotia aporema
(Lepidoptera: Tortricidae), una de las mayores plagas de la soja en
Argentina, el cual se ha venido utilizando en el proceso de obtencion de un

bioplaguicida para el control de estas larvas.

En el Peru se aislé un granulovirus de Phthorimaea operculella (Lepidoptera:
Gelechiidae), el cual, es utilizado en la produccién de un bioinsecticida para
el control de la polilla guatemalteca (Tecia solanivora), plaga que afecta los

cultivos de papa generando grandes pérdidas anuales en nuestro pais.

En Colombia, se ha venido trabajando con este virus con el propésito de
reemplazar los insecticidas quimicos que se han usado durante afos.
Asimismo, CORPOICA ha trabajado en la busqueda de cepas nativas
aisladas de T. solanivora con el fin de obtener mejores resultados de
eficiencia en el control de la plaga, sin embargo, la identificacion del virus
suscita algunos inconvenientes puesto que la mayoria de los métodos
utiizados para la deteccibn de los baculovirus son muy costosos o
dispendiosos, como es el caso de la amplificacion de genes por PCR o el
analisis del DNA por RFLP.
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Los meétodos inmunoldgicos resultan ser una buena alternativa para la
deteccion y cuantificacion de los granulovirus, tanto de aislamientos nuevos
como en pruebas de control de calidad de los productos formulados, siendo
la prueba de ELISA uno de los ensayos mas faciles y relativamente rapidos
de realizar. Ahora bien, los anticuerpos para la prueba de ELISA se pueden
obtener a partir de varios métodos, entre éstos, la purificacion de IgG a partir
de suero de conejo o la purificacion de IgY a partir de huevos de gallina. La
IgY es la principal inmunoglobulina del suero sanguineo de las aves y es
analoga a la IgG presente en los mamiferos, estando implicadas en la

respuesta inmune secundaria.

Este trabajo por lo tanto, pretende producir anticuerpos policlonales
especificos contra el granulovirus de Phthorimaea operculella, a partir de
suero de conejo y de huevos de gallina, que seran de gran utilidad en la
identificaciéon de nuevas cepas y en el control de calidad del bioplaguicida a

base de Granulovirus.
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2. MARCO TEORICO

2.1BACULOVIRUS

2.1.1 Generalidades

La familia Baculoviridae esta constituida por virus ocluidos, en forma de
baston, con genoma DNA circular de doble cadena superenrollado cuyo
tamano oscila entre 100 y 180 kb dependiendo de la cepa (Pearson et al.,
2000). Los viriones maduros, al final del ciclo de infeccién, son rodeados por
una matriz de proteina conocida como cuerpo de inclusién (Parola et al.,
2003).

La familia Baculoviridae puede subdividirse en dos géneros: los virus de la
polihedrosis nuclear (VPN) y los virus de la granulosis o granulovirus (VG);
ambos géneros se diferencian por la morfologia (tamafo, forma y estructura)
de sus cuerpos de inclusion y también en aspectos histopatoldgicos que son
de interés taxonomico. Los VPNs forman cuerpos de inclusion grandes (1-15
um) en forma de poliedro que contienen multiples particulas virales, mientras
que los VGs forman cuerpos de inclusién pequenos (400-600 nm) y ovoides
llamados granulos que generalmente contienen un solo virion (Caballero et
al., 2001; Luque et al., 2001; Parola et al., 2003). La principal proteina de los
cuerpos de inclusion (granulina o poliedrina) ocupa alrededor del 95 % del

total de proteina contenida en los cuerpos de inclusion (Parola et al., 2003).

2.1.2 Clasificacion

La clasificacion actual de la familia Baculoviridae incluye a todos aquellos

virus cuyos viriones presentan una estructura en forma de varilla o baston y
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que ademas, en un momento determinado del ciclo biolégico, pueden ser
incluidos en matrices de naturaleza proteica o cuerpos de inclusion. La
familia esta dividida en los géneros Nucleopolyhedrovirus y Granulovirus
(Caballero et al., 2001).

2.1.3 El virus de la granulosis

Los Granulovirus han sido aislados de mas de 100 especies, todas ellas
pertenecientes al orden Lepidoptera (Caballero et al., 2001). Una de las
especies mas estudiadas ha sido el virus de la granulosis que se ha
encontrado en varios paises infectando naturalmente larvas de la polilla de la
papa Phthorimaea operculella (Lepidoptera: Gelechiidae), denominada
baculovirus de Phthorimaea operculella (PhopVG) (Ben-Salah y Aalbu, 1992;
CIP, 1992). Se ha encontrado que el granulovirus de Phthorimaea operculella
es un agente de control biolégico muy efectivo contra esta plaga y se
presume que no infecta otros organismos que no sean artrépodos como

aves, ganado o humanos (Zeddam et al., 1999).

2.1.4 Morfologia

Nucleocapside: consiste en una capside proteica que contiene el ADN y otras

proteinas; su funcién es la de transportar la informacion genética del virus en
forma altamente compactada hasta la célula hospedera. La nucleocapside
tiene un tamafio que oscila entre 30-66 nm y 250-300 nm. (Caballero et al.,
2001).

Virion: es el principal elemento infeccioso de los baculovirus tanto en la
dispersion del virus entre los individuos de una poblacién como entre los
organos y tejidos de un mismo hospedero. El virion maduro se forma cuando

la nucleocapside adquiere, en un momento determinado de la replicacion del
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virus, una envoltura o membrana que tiene una estructura trilaminar tipica
(Caballero et al., 2001). Segun Carter (1984), el viribn contiene mas de 35

proteinas.

Cuerpos de inclusion: los baculovirus, y en este caso los virus de la

granulosis, sintetizan al final del proceso de infeccion grandes cantidades de
poliedrina o granulina segun el género, las cuales son proteinas que
cristalizan formando una matriz o cuerpo de inclusion (OB) con forma de
poliedro irregular (poliedrina) o de granulo (granulina) (Caballero et al., 2001).
En los cuerpos de inclusién, durante su morfogénesis, queda incluido
generalmente un viridn, lo cual les permite conservar su capacidad infecciosa
fuera del hospedero; en casos raros, los granulos contienen mas de un viridon
(Sciocco-Cap et al., 2001).

Los OBs son insolubles en agua y resistentes a la putrefaccion y
desintegracion por agentes quimicos y también a tratamientos fisicos como la
congelacion, desecacion o liofilizacidn, todas las cuales son caracteristicas
que les confieren persistencia en el medio. En cambio, son solubles en
soluciones alcalinas como las que se dan en el tubo digestivo de algunos
insectos (pH 9-11), lo cual facilita la liberacion de los viriones para que

puedan iniciar una infeccion (Caballero et al., 2001).

En la figura 1 se puede observar la estructura de un granulovirus con las

partes anteriormente descritas.

Cuerpo de inclusion
(Granulina)

Nucleocapside

Virion

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas de los granulovirus (Gémez, 2005).
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Genoma: ElI genoma de los granulovirus esta organizado en una unica
molécula circular de DNA de doble cadena que contiene 100 y 200 genes; su
tamafo puede oscilar entre 80 y 180 kilopares de bases (Caballero et al.,
2001). Aunque el DNA de los baculovirus se replica en el nucleo, los
baculovirus llevan su propio complemento de genes que codifican las
proteinas encargadas de la replicacion del DNA. En el caso de los
granulovirus, la replicacion comienza en el nucleo de las células infectadas
pero en general se produce inmediatamente la ruptura de la membrana
nuclear y por consiguiente, el ciclo y la morfogénesis viral continua en la
mezcla resultante de componentes citoplasmaticos y nucleares (Caballero et
al., 2001; Herniou et al., 2003).

2.2 ANTIGENOS

Un antigeno es cualquier sustancia que puede unirse especificamente a una
molécula de anticuerpo o a un receptor de linfocito T. Los anticuerpos
pueden reconocer como antigenos a casi todos los tipos de moléculas
bioldgicas, tales como metabolitos intermediarios simples, azucares, lipidos,
hormonas, asi como a macromoléculas tales como hidratos de carbono
complejos, fosfolipidos, &cidos nucleicos y proteinas. Asimismo, las
moléculas que estimulan respuestas inmunologicas se denominan
inmunogenos y son generalmente componentes macromoleculares de los
patdbgenos, como es el caso de sus proteinas de superficie (Abbas y
Lichtman, 2004; Madigan et al., 2004).

Las macromoléculas suelen ser mucho mas grandes que los puntos de unién
al antigeno de una molécula de anticuerpo. Por tanto, cualquier anticuerpo se
fija s6lo a una porcién de la macromolécula, que se denomina determinante o

epitopo. Las macromoléculas contienen por lo general multiples
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determinantes, algunos de los cuales pueden estar repetidos y cada uno, por

definicion, puede ser unido por un anticuerpo (Abbas y Lichtman, 2004).

2.3SISTEMA INMUNITARIO

Las células y las moléculas responsables de la inmunidad forman el sistema
inmunitario y la respuesta colectiva y coordinada frente a sustancias extrafias
se denomina respuesta inmunitaria. Inmunidad es una reaccién frente a
sustancias extrafas, incluidos los microorganismos y macromoléculas tales
como proteinas y polisacaridos, con independencia de las consecuencias

fisiologicas o patoldgicas de dicha reaccién (Abbas y Lichtman, 2004).

Puesto que la supervivencia depende de la exclusidn exitosa de los
microorganismos invasores de un organismo vivo, no es de extraiar que se
recurra a una gran variedad de estrategias de defensa. De hecho, los
animales cuentan con multiples lineas defensivas. Unas de las principales
son las barreras fisicas contra la invasion. Entre ellas se encuentran: la piel,
los procesos de autolimpieza, como la tos, el estornudo y el flujo de moco en
las vias respiratorias, el vémito y la diarrea en el tubo digestivo y el flujo de

orina en las vias urinarias (Tizard, 2002).

La defensa frente a los microorganismos estda mediada por las reacciones
tempranas de la inmunidad innata y las respuestas tardias de la inmunidad
adaptativa. La inmunidad innata (también denominada inmunidad natural)
comprende los mecanismos de defensa bioquimicos y celulares presentes
incluso antes de que se produzca la infeccidn y que estan preparados para
responder con rapidez ante ésta. Sus principales componentes consisten en:
barreras fisicas y quimicas (epitelios y sustancias antimicrobianas), células
fagociticas (neutrdéfilos, macréfagos) y linfocitos citoliticos naturales (natural

killer), proteinas de la sangre (complemento y otros mediadores de la
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inflamacion), y proteinas que reciben el nombre de citoquinas. Asi, el
organismo nace con la capacidad de reconocer a ciertos microorganismos y
destruirlos. Un aspecto clave de la inmunidad innata es la capacidad del
cuerpo de enfocar estos mecanismos innatos de defensa en los sitios de
invasion bacteriana. Esta respuesta de defensa enfocada o concentrada se
conoce como inflamacién (Abbas y Lichtman, 2004; Tizard, 2002; Janeway,
1993).

La inmunidad adaptativa produce una respuesta a la infeccién y se adapta a
ésta. Las caracteristicas que definen la inmunidad adaptativa son una
especificidad precisa por distintas moléculas y una capacidad de recordar y
responder con mas intensidad a la exposicion repetida a un mismo
microorganismo. La inmunidad adaptativa es capaz de reconocer y
reaccionar frente a un gran numero de estimulos microbianos y no
microbianos. Tiene una gran capacidad para distinguir entre moléculas vy
microorganismos diferentes, incluso muy relacionados y por esta razén,
también se denomina inmunidad especifica. Los componentes de la
inmunidad adaptativa son los linfocitos y sus productos (Abbas y Lichtman,
2004). A medida que se adquiere inmunidad especifica contra un invasor, la
posibilidad de que ese mismo patégeno vuelva a invadir con éxito se reduce

considerablemente (Tizard, 2002).

Existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas denominadas
inmunidad humoral e inmunidad celular, las cuales estan mediadas por
diferentes componentes del sistema inmunitario y cuya funcién es eliminar
distintos tipos de microorganismos. La inmunidad humoral esta mediada por
moléculas de la sangre y las secreciones mucosas, los anticuerpos que son
producidos por los linfocitos B (células B). Los anticuerpos reconocen los
antigenos microbianos, neutralizan la capacidad infecciosa de los

microorganismos Y los eliminan mediante diversos mecanismos efectores. La
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inmunidad mediada por células, denominada también inmunidad celular, esta
mediada por los linfocitos T. Esta favorece la destruccion de los
microorganismos que residen en los fagocitos o de las células infectadas con

el fin de eliminar los reservorios de la infeccion (Abbas y Lichtman, 2004).

2.4 ORGANOS DEL SISTEMA INMUNITARIO

Si bien los antigenos son capturados y procesados por macréfagos, linfocitos
B y células dendriticas, el desarrollo de la respuesta inmunitaria es una
funcién de las células llamadas linfocitos. Las cuales, son pequenas células
redondeadas que constituyen el tipo celular predominante en érganos como
el bazo, ganglios linfaticos y timo. Los linfocitos tienen receptores para
antigenos y por tanto, pueden reconocer al que se les presente y reaccionar
a él. Por ultimo, los linfocitos se encargan de la produccion de anticuerpos y
de la destruccion de células anormales. Estas respuestas ocurren en el
interior de los organos linfoides, los cuales suministran un entorno para la
interaccion eficiente entre linfocitos, células presentadoras de antigeno, y

antigeno extrano (Tizard, 2002).

Las inmunorreaciones deben ser reguladas. Los linfocitos deben ser
seleccionados, de manera que los que se produzcan solo sean reactivos
frente a los antigenos extrafos y no frente a los antigenos propios
(autoantigenos). Asimismo, la magnitud de la respuesta de cada linfocito
debe regularse, de manera que sea suficiente para las necesidades del
organismo, sin excederlas. Por esa razon, los 6rganos del sistema linfoide
pueden clasificarse con base en las funciones que desempenan en la
generacion de linfocitos, en la regulacién de su produccion y en el suministro
de un ambiente apropiado para la interaccion entre los antigenos procesados

y las células sensibles a antigeno (Tizard, 2002).
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2.4.1 Fuentes de linfocitos

En las etapas tempranas de la vida fetal, las células madre linfoides
comienzan a producirse en el epipldn primitivo, el higado fetal y el saco
vitelino. En los fetos de etapas mas avanzadas y en los animales adultos, la

médula ésea es la fuente mas importante de linfocitos (Tizard, 2002).

La médula 6sea tiene multiples funciones en los mamiferos adultos. Es un
organo hematopoyético que produce todas las células sanguineas,
incluyendo linfocitos y células dendriticas. En algunos animales, como los
primates, también actua como érgano linfoide primario en el cual maduran
algunas poblaciones de linfocitos. Al igual que el bazo, el higado y los
ganglios linfaticos, la médula 6sea contiene multiples macroéfagos, y por tanto
retira antigenos particulados de la sangre. Por ultimo, es una fuente
importante de anticuerpos. Debido a estas multiples funciones, la médula
Osea se divide en dos compartimientos, uno hematopoyético y otro vascular.
Los dos se alternan en zonas con forma de cufia dentro de los huesos largos.
El compartimiento hematopoyético contiene precursores de todas las células
sanguineas, asi como macrofagos, células dendriticas y linfocitos, y esta
encerrado por una capa de células de la adventicia. EI compartimiento
vascular consiste en sinusoides sanguineos revestidos por células
endoteliales y atravesados por células reticulares y macréfagos (Tizard,
2002).

Los tejidos linfaticos se clasifican en &rganos generadores, también
denominados linfaticos primarios, donde los linfocitos expresan por primera
vez los receptores antigénicos y alcanzan la madurez fenotipica y funcional, y
en 6rganos periféricos, también denominados linfaticos secundarios, donde
se inician y desarrollan las respuestas linfociticas ante los antigenos extrafios
(Abbas y Lichtman, 2004).
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2.4.2 Organos linfoides primarios

Se llaman asi a aquellos 6rganos que regulan la produccién y diferenciacion
de linfocitos. Los linfocitos maduros corresponden a dos poblaciones
principales que se denominan linfocitos T y linfocitos B, dependiendo de
cuales sean los érganos linfoides primarios en los que maduran. De tal modo,
los linfocitos T se diferencian en el timo, un érgano que se encuentra tanto en
mamiferos como en aves. En contraste, los linfocitos B se diferencian en
varios organos distintos: la bolsa de fabricio en aves, la médula 6sea en
primates y roedores, y determinadas placas de Peyer en rumiantes y cerdos.
Todos estos 6rganos se generan en una etapa temprana de la vida fetal. A
medida que el animal se desarrolla, las células madre linfoides procedentes
del epipldn, higado fetal y por ultimo de la médula ésea emigran hacia el

interior de los 6érganos linfoides primarios (Tizard, 2002).

2.4.2.1 Timo

El timo se localiza en el espacio mediastinico anterior. Su volumen varia
considerablemente, su tamafo relativo es mayor en un animal recién nacido,
en tanto que el absoluto es mayor en el momento de la pubertad. Después
de ésta se atrofia y su corteza es reemplazada por tejido adiposo, pero

persisten remanentes hasta edad avanzada (Tizard, 2002).

El timo esta formado por I6bulos de células epiteliales, agrupadas en forma
laxa y cada uno de dichos Iébulos se encuentra cubierto por una capsula de
tejido conectivo. La parte externa de cada Iébulo, llamada corteza, aparece
densamente infiltrada de linfocitos, pero la médula interna contiene menos de

éstos y las células epiteliales se observan con claridad (Tizard, 2002).
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A medida que el animal envejece ocurre la pérdida progresiva de tejido
timico, el cual es sustituido por grasa. Sin embargo, el timo envejecido sigue
conteniendo islas de tejido linfoide, incluidas corteza y médula, y es

funcionalmente activo (Tizard, 2002).

El timo neonatal es la fuente de la mayor parte de los linfocitos circulantes en
la sangre y estos linfocitos son responsables principalmente de montar
inmunorreacciones mediadas por células. Se les llama linfocitos derivados
del timo, o simplemente linfocitos T. En realidad, las células precursoras de
los linfocitos T se originan en la médula ésea, pero de inmediato son llevadas
al interior del timo. Una vez dentro de este o6rgano, dichas células
(denominadas timocitos) se dividen con rapidez. De las nuevas células
producidas, la mayor parte mueren pronto, pero las que sobreviven
permanecen cuatro o cinco dias antes de emigrar y colonizar los érganos

linfoides secundarios (Tizard, 2002).

2.4.2.2 Piel

La piel contiene un sistema inmunitario especializado formado por linfocitos y
células presentadoras de antigeno. La piel es el érgano mas grande del
cuerpo y supone una barrera fisica importante entre el organismo y su medio
externo. Ademas, la piel participa de forma activa en la defensa del
hospedero y tiene capacidad para generar y mantener reacciones
inflamatorias e inmunitarias locales (Abbas y Lichtman, 2004). La piel tiene el
mismo origen embrionario que el timo, y también podria ser un sitio de
maduracion de linfocitos T. En la piel, estos interactuan con los
queratinocitos, y tal vez maduren en el interior de la epidermis. Sin embargo,
la piel es rica en células dendriticas, que constituyen una eficaz barrera para
atrapar antigenos, de modo que los linfocitos T cutdaneos podrian también

cumplir una funcién de defensa local (Tizard, 2002).
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2.4.2.3 Bolsa de Fabricio

Se trata de un d6rgano que se encuentra solo en aves. Es una estructura
redondeada en forma de saco, exactamente en posicion dorsal respecto a la
cloaca. Al igual que el timo, la bolsa alcanza su mayor tamafo en el pollo,
una a dos semanas después de la eclosion, tras lo cual involuciona
gradualmente (Tizard, 2002).

La bolsa esta formada por linfocitos embebidos en el tejido epitelial. Este
ultimo reviste un saco hueco conectado a la cloaca por un conducto. La bolsa
de Fabricio constituye un sitio de maduracion y diferenciacion para las
células del sistema productor de anticuerpos. A ellos se debe el nombre de
linfocitos B. Esta bolsa funciona como el timo, en el sentido de que sus
linfocitos B proliferan con rapidez, pues mas de 5 % de los linfocitos de la
bolsa se dividen cada media hora. Sin embargo, del 90 al 95 % de estos
linfocitos B mueren pronto por apoptosis (Tizard, 2002; Halliwell y Gorman,
1992).

Se ha revelado que la bolsa de Fabricio no es un 6rgano linfoide primario
puro, puesto que atrapa antigenos y realiza alguna sintesis de anticuerpos,
es capaz de promover interacciones entre células y antigenos. También
contiene un pequefo foco de linfocitos T, inmediatamente arriba de la
abertura del conducto (Tizard, 2002; Halliwell y Gorman, 1992).

2.4.2.4 Placas de Peyer

Las placas de Peyer (PP) son grandes masas linfoides presentes en las
paredes intestinales. Su estructura y funcion varian de una especie a otra,
pero se observan dos agrupamientos distintos. Asi, en rumiantes, cerdos,

caballos, perros y ser humano (grupo 1) las PP se encuentran de manera
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predominante en el ileon. Estas PP ileales forman un solo agregado continuo
de foliculos linfoides. Las PP yeyunales constituyen multiples acumulaciones
bien delimitadas de foliculos. En otros mamiferos (grupo 2), como conejos y
roedores, las PP se encuentran a intervalos aleatorios entre ileon y yeyuno, y
se desarrollan de modo distinto de como ocurre en el grupo 1. En éste, tal
desarrollo ocurre antes del nacimiento. Las PP ileales alcanzan su tamafo
maximo en una fase temprana de la vida y después involucionan de modo
parecido a como ocurre con el timo. En contraste, las PP yeyunales persisten
durante toda la vida del animal. En los mamiferos del grupo 2, las PP no se
desarrollan sino hasta después del nacimiento y persisten hasta una edad
avanzada (Tizard, 2002).

El comportamiento de las células en las placas de Peyer ileales se asemeja
al de las propias de la bolsa de Fabricio. Por tanto, son sitios de proliferacion
rapida de linfocitos B, pero la mayor parte de éstos mueren por apoptosis y

solo se liberan unos cuantos a la circulacion (Tizard, 2002).

2.4.2.5 Médula 6sea

Es el lugar de origen de todas las células sanguineas circulantes del adulto,
incluidos los linfocitos inmaduros, y es el lugar donde maduran los linfocitos B
(Abbas y Lichtman, 2004). No hay un sitio exclusivo de desarrollo de
linfocitos B en la médula 6sea, aunque se sugiere que sus precursores
(prelinfocitos) se desarrollan en el borde externo de la médula y emigran
hacia el centro conforme maduran y se multiplican. Al parecer ocurre una
seleccion negativa en la médula 6sea, de manera que la mayor parte de los

prelinfocitos B generados son destruidos (Tizard, 2002).

2.4.3 Organos linfoides secundarios
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A diferencia de los 6rganos linfoides primarios, los secundarios se originan
en una etapa tardia de la vida fetal y persisten durante toda la vida adulta.
Reaccionan a la estimulacion antigénica, y se desarrollan poco en los
animales libres de gérmenes. La extirpacion de un érgano linfoide secundario
no reduce en grado significativo la capacidad inmunitaria. Entre los ejemplos
de drganos linfoides secundarios estan el bazo, los ganglios linfaticos y las
acumulaciones linfaticas de las vias digestivas, respiratorias y urogenitales.
Dichos 6rganos son ricos en macréfagos y en células dendriticas, las cuales
capturan y procesan antigenos, asi como en linfocitos T y B, que son los
mediadores de las inmunorreacciones. La estructura anatdmica global de
estos drganos tiene un disefio que facilita la captacion de antigenos, y que
proporciona las maximas oportunidades para que los antigenos procesados

sean presentados a las células sensibles a ellos (Tizard, 2002).

2.4.3.1 Ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos son los 6rganos en que se inician las respuestas
inmunitarias adaptativas a los antigenos transportados por la linfa (Abbas y
Lichtman, 2004). Pueden presentar forma redondeada o arrifionada (de
frijol). Se encuentran ubicados estratégicamente en los conductos linfaticos,
de modo que puedan capturar los antigenos que la linfa transporta. En los
ganglios linfaticos que han sido estimulados por antigeno, algunas de las
células contenidas en estos nddulos se dilatan para formar focos de células
en division llamados centros germinales, los cuales tienen zonas claras y
zonas oscuras. Las oscuras son sitios donde los linfocitos B proliferan y
sufren un proceso llamado mutacién somatica, durante el cual cambia al azar
la capacidad del receptor antigénico de la célula de unirse a antigenos. Las
células que aumentan su capacidad para responder a un antigeno salen del
centro germinal para colonizar otros érganos linfoides secundarios (Tizard,
2002).

27



En las zonas claras, aquellos linfocitos B cuya capacidad de respuesta a
antigenos esta disminuida sufren apoptosis y son eliminados por macréfagos.
Estas zonas pueden ser también sitios de conmutacién de clase de
inmunoglobulina y de formacion de linfocitos B de memoria. Unos cuantos
linfocitos T se encuentran en la corteza, en una region periférica inmediata a

cada centro germinativo (Tizard, 2002).

2.4.3.2 Ganglios hemolinfaticos

Los ganglios hemolinfaticos son estructuras similares a los ganglios linfaticos
y se encuentran asociados a vasos sanguineos en rumiantes y otros
mamiferos. No se conoce con claridad su funcion exacta. Sin embargo, la
distribucion de los linfocitos en ellos es esencialmente similar a la que se
observa en los ganglios linfaticos ordinarios. Asi, tienen una corteza que

contiene centros germinales y linfocitos B (Tizard, 2002).

2.4.3.3 Bazo

El bazo es el lugar principal donde tienen lugar las respuestas inmunitarias a
los antigenos que transporta la sangre (Abbas y Lichtman, 2004). Asi como
los ganglios linfaticos filtran antigenos de la linfa, el bazo filtra la sangre. En
tal proceso se extraen tanto particulas antigénicas como células envejecidas.
Ademas, el bazo almacena eritrocitos y plaquetas y durante la vida fetal,
participa en la eritropoyesis. De este modo, se divide en dos
compartimientos, uno para almacenamiento de eritrocitos, captacion de
antigenos y eritropoyesis, el cual recibe el nombre de pulpa roja y otro en el
que ocurren las inmunorreacciones, la pulpa blanca (Tizard, 2002; Halliwell y
Gorman, 1992).
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Los antigenos que ingresan por via intravenosa quedan atrapados en parte
en el bazo, ahi son captados por los macrofagos. Dichos macréfagos
transportan los antigenos a los foliculos primarios de la pulpa blanca, y es a
partir de éstos de donde, después de unos pocos dias, emigran las células

productoras de anticuerpo (Tizard, 2002).

2.4.3.4 Glandula de Harder

La glandula de Harder se encuentra en aves. Esta localizada detras del
tercer parpado, tiene como principal tipo celular los plasmocitos y es
responsable de la funcion inmunoldgica de la traquea, orbita de los ojos,

cavidad nasal y tracto respiratorio superior (Noden, 1990).

2.4.3.5 Otros o6rganos linfoides secundarios

Entre los sitios de produccion de anticuerpos se incluyen no sélo el bazo y
los ganglios linfaticos, sino también la médula ésea, las amigdalas faringeas
y los tejidos linfoides que se encuentran dispersos en el organismo, en
particular en las vias digestivas, respiratorias y urogenitales. Si bien su
naturaleza dispersa hace dificil medirla, la médula 6sea constituye la mayor

masa de tejido linfoide secundario presente en el organismo (Tizard, 2002).

Fuentes de Sitios de desarrollo de Sitios donde los
linfocitos linfocitos linfocitos reaccionan a
antigenos
: Amigdalas
L Timo Bazo
Saco vitelino Bolsa de Fabricio

—) Ganglios linfaticos

i ) Placas de Peyer
Médula 6sea Médula dsea

Higado fetal === | Placas de Peyer
Médula 6sea

Figura 2. Contribucion de diversos tejidos linfoides al desarrollo del sistema
inmunitario (Tizard, 2002).
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2.5 ANTICUERPOS

2.5.1 Generalidades

Los anticuerpos (inmunoglobulinas) son moléculas de proteina solubles,
producida por los linfocitos B que son las unicas células que sintetizan
moléculas de anticuerpos y son capaces de combinarse con determinantes
antigénicos. Se hallan presentes como receptores de superficie de los
linfocitos B y dentro de ellos, se encuentran en compartimientos
citoplasmaticos rodeados de membrana (reticulo endoplasmatico y complejo
de Golgi), o se encuentran en forma soluble en el suero sanguineo y en otros
liquidos corporales como las secreciones gastricas vy la leche, donde se
encarga de neutralizar y opsonizar antigenos extrafios. El suero que contiene
anticuerpos especificos de antigeno se denomina habitualmente antisuero.
Las inmunoglobulinas (lgs) pueden dividirse en cinco clases principales
basandose en sus propiedades fisicas, quimicas e inmunoldgicas: IgG, IgA,
IgM, IgD e IgE (Madigan et al., 2004; Abbas y Lichtman, 2004).

Se observan linfocitos B en la corteza de los ganglios linfaticos, en la zona
marginal del bazo, en la médula 6sea y en las placas de Peyer del intestino.
Solo unos cuantos circulan en la sangre. Cada linfocito B porta una gran
cantidad de receptores de antigeno idénticos; por tal razon, una célula sélo
podra unirse y reaccionar a un solo antigeno. Si un linfocito B encuentra un
antigeno que pueda unirse a sus receptores, entonces, con estimulacion
adecuada, reaccionara generando anticuerpos. Cada linfocito productor de

anticuerpo genera anticuerpos de una sola especificidad (Tizard, 2002).

Los receptores de linfocito B (BCR) se dividen en dos componentes: uno de

ellos se une al antigeno y el otro envia sefales apropiadas al linfocito B. Los
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anticuerpos son simplemente formas solubles de BCR secretadas por los

linfocitos B en los liquidos del organismo (Tizard, 2002).

2.5.2 Estructura de los anticuerpos (Inmunoglobulinas)

Todas las moléculas de anticuerpo comparten las mismas caracteristicas
estructurales basicas, pero muestran una variabilidad importante en las
regiones que se unen a los antigenos. Esta variabilidad de las regiones que
se unen a los antigenos explica la capacidad de los diferentes anticuerpos
para unirse a un elevado numero de antigenos estructuralmente diferentes.
Las regiones variables se denominan asi porque contienen zonas de
variabilidad en la secuencia de aminoacidos que distinguen a los anticuerpos
elaborados por un clon de linfocitos B de los fabricados por otros clones
(Abbas y Lichtman, 2004).

Las inmunoglobulinas son glucoproteinas de 160 kDa que constan de cuatro
cadenas peptidicas. Dos de estas cadenas pesan alrededor de 60 kDa y se
les denomina cadenas pesadas. Las otras dos son mucho menores (con un
peso molecular de unos 25 kDa), y por ello se les denomina cadenas ligeras.
Ambas cadenas ligeras son idénticas entre si, al igual que ambas cadenas
pesadas (Fig. 3) (Tizard, 2002; Janeway, 1993).

Cadenas ligeras: constan de dos dominios. Las secuencias de aminoacidos

en el dominio C terminal de cada cadena ligera son idénticas. En cambio, las
secuencias en el dominio N terminal son diferentes en cada cadena ligera
que se examine. Por tal razon, estos dos dominios en una cadena ligera se
conocen con los nombres de dominio constante (C.) y dominio variable (V\),
respectivamente (Tizard, 2002). Las regiones variables aminoterminales (V)

participan en el reconocimiento antigénico (Abbas y Lichtman, 2004).
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Cadenas pesadas: cada cadena pesada consta de cuatro o cinco dominios.

La secuencia de aminoacidos del extremo N terminal es altamente variable,
por ello se denomina dominio variable (V4). Los dominios restantes muestran
pocas diferencias en su secuencia y por tanto forman una region constante
(Cn) (Tizard, 2002). Las regiones constantes carboxiterminales (C) de las
cadenas pasadas son las que median las funciones efectoras. Las dos
cadenas pesadas estan unidas entre si mediante puentes disulfuro (Abbas y
Lichtman, 2004).

Los dominios C terminales de las cadenas pesadas se insertan en la bicapa
lipidica de la membrana superficial del linfocito B. Las cadenas ligeras estan
unidas por enlaces disulfuro (puentes disulfuro) a la mitad N terminal de las
cadenas pesadas, de tal suerte que la molécula adquiere la forma de una Y.
La cola de la Y (llamada regién Fc) se une a la membrana del linfocito B. Los

brazos de la Y (regiones Fab) se unen al antigeno (Fig. 3) (Tizard, 2002).

Cuando las moléculas de IgG se incuban con la enzima papaina, en
presencia de compuestos sulfidrilo a baja concentracion, los enlaces
peptidicos en la regidn bisagra se separan liberando los fragmentos. Estos se
denominaron fragmento Fab (del inglés, fragment of antigen binding) y
fragmento Fc (del inglés, fragment crystallizable) (Outteridge, 1989; Madigan
et al., 2004). Los sitios de unién al antigeno estan formados por el surco o
ranura que queda entre una cadena ligera y una pesada. De esta manera, el
BCR tiene dos sitios de unién al antigeno que se hallan en las porciones

aminoterminales de la cadena pesada y ligera (Tizard, 2002).

El punto de divergencia de los dos brazos de la molécula en forma de Y se
conoce como region bisagra. Es significativa puesto que la combinacién del
anticuerpo con el antigeno parece exponer sitios previamente ocultos en la

region bisagra para una interaccién con los receptores superficiales de los
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linfocitos (Outteridge, 1989). La regidn de la bisagra contiene un gran numero
de residuos hidréfilos y prolina. Los residuos hidréfilos hacen que la cadena
peptidica se extienda y, de este modo, favorecen el acceso de enzimas
proteoliticas a la region. La prolina, debido a su configuracién, produce un

“doblez” de 90° cuando se inserta en una cadena peptidica (Tizard, 2002).

Las moléculas de anticuerpos se pueden dividir en distintas clases vy
subclases atendiendo a las diferencias en la estructura de sus regiones
constantes carboxiterminales de la cadena pesada (Abbas y Lichtman, 2004).
Las inmunoglobulinas pueden diferenciarse no sélo por sus secuencias, sino
también por las estructuras antigénicas a que dan origen. Igualmente, las
clases de anticuerpos difieren entre si en muchos aspectos: su vida media,
su distribucién en el organismo, su capacidad para fijar el complemento y su
capacidad para fijarse a los receptores Fc de la superficie celular (Roitt,
2003).

Regiones
hipervariables
de las cadenas
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Figura 3. Estructura basica de un anticuerpo IgG.
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Existen cinco tipos de cadenas pesadas de las inmunoglobulinas, llamados
alfa, gamma, delta, épsilon y mu (a, vy, 8, € y u), que definen la clase o isotipo
de la inmunoglobulina. Las inmunoglobulinas con dos cadenas pesadas alfa
se denominan inmunoglobulina A (IgA), las que contienen dos cadenas
gamma se llaman IgG, dos cadenas p forman IgM, dos delta constituyen

IgD, y un par de cadenas épsilon generan IgE (Tizard, 2002).

2.5.3 Inmunoglobulina G (IgG)

La IgG es producida y secretada por células plasmaticas del bazo, los
ganglios linfaticos y la médula 6sea. Tiene la estructura tipica de un BCR,
estd formada por dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas
gamma. Las cadenas ligeras son de tipo kappa o lambda (Fig. 3). Es la
inmunoglobulina mas pequefa y se adhiere con facilidad a los antigenos
extrafos. Los anticuerpos de IgG activaran el sistema del complemento solo
si en la superficie del antigeno se han acumulado moléculas suficientes en

una configuracién correcta (Tizard, 2002).

Debido a su relativa abundancia en la circulacion y en la mayoria de los
tejidos, la capacidad para desarrollar una fijaciéon con el antigeno de elevada
afinidad, y el amplio espectro de sus propiedades biolégicas secundarias, La
IgG es el principal caballo de batalla de las Ig. Dado que la IgG difunde con
mayor facilidad que las demas inmunoglobulinas hacia los espacios
extravasculares corporales, es la especie predominante en los tejidos no
mucosos, donde carga con la mayor responsabilidad en la neutralizacién de
las toxinas bacterianas y en la fijacidn de microorganismos para facilitar la
fagocitosis. La IgG es la unica clase de Ig capaz de atravesar la placenta en
el ser humano, por lo que proporciona una primera linea de defensa vital
(Roitt, 2003).
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La IgG se encuentra en una concentracion sérica de 13,5 mg/ml, tiene una
semivida en suero de 23 dias y entre sus principales funciones se encuentran
la opsonizacion, la activacion del complemento, la citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpos, la inmunidad neonatal y la inhibicién por

retroalimentacion de linfocitos B (Abbas y Lichtman, 2004).

2.5.4 Inmunoglobulina Y (IgY)

La inmunoglobulina de bajo peso molecular de peces pulmonados, anfibios,
reptiles y aves se denomina inmunoglobulina Y (IgY). Al igual que las
inmunoglobulinas de los mamiferos (IgG), consiste en dos cadenas pesadas
y dos ligeras. Las cadenas pesadas se denominan ipsilon (v) y casi siempre
se componen de un dominio variable y cuatro constantes; la molécula
completa tiene peso molecular aproximado de 180 kDa. Sin embargo,
también se encuentra una isoforma trunca que sélo tiene dos dominios
constantes. Esta isoforma tiene peso molecular cercano a 120 kDa (Fig. 3).
Los pollos sélo tienen moléculas completas (Tizard, 2002; Alarcén et al.,
2000; Warr et al., 1995).

La isoforma incompleta de IgY se produce por el empalme alternado del
MRNA de la cadena pesada. Por tanto, su nombre correcto seria IgY (AFc).
Ya que la molécula carece de regién Fc, no tiene las funciones efectoras
usuales de la inmunoglobulina, como activacion del complemento o union a
FcR. Ambas isoformas de IgY carecen de region de bisagra, lo cual hace
pensar que estas moléculas son bastante inflexibles. Tienden a presentar
diversidad un tanto restringida y maduracién de afinidad limitada. Sin
embargo, en las IgY hay regiones cerca de los limites de los dominios Cu1-
Cu2 y Cu2-Cu3 que contienen residuos de prolina y glicina. Estas regiones
tienen el potencial de conferir una limitada flexibilidad a la molécula (Alarcon
et al., 2000; Tizard, 2002; Warr et al., 1995).
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Comparaciones de las secuencias de las regiones constantes en IgG e IgY
muestran que los dominios Cy2 y Cy3 de IgG estan mas estrechamente
relacionados con los dominios Cu3 y Cu4 de IgY, respectivamente, y que el
equivalente al dominio Cu2 esta ausente en las cadenas y. Este dominio fue
probablemente condensado para formar la region de la bisagra en IgG. La
bisagra es una caracteristica singular de la Ig de los mamiferos. Los estudios
sobre las interrelaciones de las inmunoglobulinas de los vertebrados
muestran con claridad que la IgY se relaciona con la IgG y la IgE de los
mamiferos (Tizard, 2002; Warr et al., 1995).

Los pollos generan diversidad de anticuerpos de una manera muy distinta a
la observada en mamiferos. La linea germinal contribuye poco a la
diversidad, debido a que sélo hay un segmento génico V y uno J para las
cadenas ligeras y pesadas. La diversidad proviene de mutacién somatica que
implica conversion génica. Por otro lado, la transposicion de los genes de
inmunoglobulinas aviares no es un proceso continuo como en los mamiferos
(Tizard, 2002).

El anticuerpo IgY, al igual que la union entre IgG y FcRn (receptor neonatal
de Fc), tiende a unirse a su receptor bajo condiciones levemente acidas y a
liberarse del receptor bajo condiciones levemente basicas. Hablando un poco
de las funciones de la IgY en la maternidad, en la inmunidad pasiva
adquirida, la mayoria de las especies que poseen IgY son oviparas. En
animales que producen soélo IgY, o IgY junto a IgY (AFc), la inmunoglobulina
es transportada al embrién a través de la yema. Por otra parte, es dificil
generalizar acerca de las funciones de la IgY, ya que ésta se da en diferentes

especies como se menciono anteriormente (Warr et al., 1995).
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Figura 4. Diferencias estructurales entre IgG de mamifero e IgY aviar (Chiou,
2002).

2.5.5 Tipos de anticuerpos

» Anticuerpos policlonales

La respuesta humoral normal a un antigeno significa que muchas células B
son estimuladas para producir anticuerpos frente a un antigeno complejo.
Soélo un numero concreto de inmunoglobulinas estan dirigidas frente a un
determinante antigénico (epitopo). El antisuero resultante es una mezcla de
diferentes anticuerpos sintetizados por numerosos clones de linfocitos B que
pueden responder a diferentes porciones (epitopos) de un antigeno y se
conocen como anticuerpos policlonales. Estos anticuerpos no son
reproducibles porque son la suma de muchos anticuerpos producidos por un
animal en un tiempo concreto (Madigan et al., 2004; Abbas y Lichtman,
2004).
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» Anticuerpos monoclonales

Cada inmunoglobulina es producida por una sola célula B y una célula B
clonada puede producir in vitro cantidades ilimitadas de una inmunoglobulina
especifica. Los anticuerpos monoclonales son productos de clones de células
unicas. Los clones de células B pueden guardarse y congelarse, y luego
pueden ser reactivados proveyendo una fuente inagotable de anticuerpos

especificos (Madigan et al., 2004).

2.5.6 Comparacion entre IgG de mamiferos e IgY aviar

Los anticuerpos policlonales son comunmente producidos en mamiferos
como conejos, hamsters, cabras, ovejas y caballos. Estos animales son
buenos productores de anticuerpos pero presentan algunas dificultades: las
dos primeras especies mencionadas, que son las mas usadas, generan
cantidades reducidas de suero y las otras tres no son comunmente usadas
debido a la dificultad de hospedaje por su talla, alto costo de la dieta y dificil
manipulacion (Alarcon et al., 2000). El uso de gallinas en la produccion de
anticuerpos también representa un refinamiento y una reduccion en el uso de
animales puesto que las gallinas producen gran cantidad de anticuerpos
(Schade et al., 1996).

Ademas, en el caso de proteinas de mamiferos altamente conservadas que
se comportan como inmunogenos débiles, es dificil obtener una respuesta
inmune humoral en animales como conejos y hamsters, asi que una mayor
distancia filogenética entre las especies involucradas ofrece mayor potencial
para producir altos porcentajes de anticuerpos especificos contra estos
antigenos. En consecuencia, se ha demostrado que la inmunizacion de aves
representa una herramienta poderosa para obtener anticuerpos contra esta

clase de proteinas (Alarcon et al., 2000; Warr et al., 1995).
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Las aves tienen un buen desarrollo del sistema inmune tanto humoral como
celular y normalmente tienen grandes concentraciones de anticuerpos en el
suero y aun mas en la yema del huevo, pues las hembras transfieren
anticuerpos sanguineos a los huevos durante su periodo de maduracion en
el oviducto y asi proveen de una fuente de anticuerpos para los polluelos en
caso de ocurrir una fecundacion, de manera similar a como ocurre con el
transpaso de los anticuerpos a través de la placenta en los mamiferos
(Alarcon et al., 2000).

Las moléculas IgY de gallina tienen algunas caracteristicas fisicoquimicas
que las diferencian de las IgG de mamifero. Por ejemplo, no interactuan con
factores reumatoideos, no activan el sistema de complemento humano, no se
unen a la proteina A estafilocdcica, no se unen a la proteina G ni tampoco a
los receptores Fc de las células de mamiferos, de tal manera que la
probabilidad de dar falsos positivos en ensayos inmunolégicos disminuye
(Alarcon et al., 2000; Gatica et al., 2004).

Normalmente, para la produccion de suero hiperinmune en mamiferos, se
hacen inoculaciones periddicas con el antigeno y el adyuvante.
Adicionalmente, se deben hacer sangrias para evaluar cualitativa y
cuantitativamente el titulo de anticuerpos especificos contra el antigeno, lo
que implica mayor trauma y estrés para el hospedero. Por ultimo, si se quiere
obtener gran cantidad de suero, se necesita sacrificar al animal para

recolectar toda la sangre por puncién cardiaca (Alarcon et al., 2000).

La obtencidon de anticuerpos a partir de yemas de los huevos de gallinas
inmunizadas es un método menos invasor, es una alternativa interesante,
pues omite las punciones intra-venosas necesarias para obtener suero. En
este caso, la toma de muestras para el seguimiento del titulo se limita a la

simple recoleccion de los huevos de la gallina inmunizada. La produccién de
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anticuerpos a gran escala en gallinas esta asociada, ademas, a ventajas de

tipo econdmico (Alarcoén et al., 2000; Gatica et al., 2004).

Las principales diferencias entre la IgY aviar y la IgG de mamiferos se

muestra en la siguiente tabla:

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas de IgG de mamiferos e IgY aviar
(Schade et al., 1996).

lgG Mamiferos lgY Aviar
Muestreo de anticuerpos Método invasivo Método no invasivo
50-100 mg IgY por
Cantidad de anticuerpos AUV 1g1E e huevo (5-7 huevos por
sangrado (40 ml sangre) semana)
Cantidad de anticuerpos 200 mg 1500 mg o més
por mes
Cantld,a.d de anticuerpos 5% o mas 210 %
especificos
Union a la proteina A/G Si No
Interffarenma con IgG Sj No
mamifera
Interferencia con el .
) Si No
factor reumatoideo
Activacion de -
. Si No
complemento mamifero

2.6 METODOS DE PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS

Se debe tener claro cual es la técnica en la que se van a emplear los
anticuerpos con el fin de determinar el grado de pureza y que los reactivos
que se emplean en la extraccion y en la purificacion no intervengan en la
técnica final. La correcta escogencia en el método de purificacién depende

de un numero de variables que incluye: el uso de los anticuerpos, la especie
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del animal con el que se trabaja, el tipo de anticuerpo y la obtencion de los
mismos (Pinto, 2001).

Entre las técnicas de purificacion mas usadas se encuentran las siguientes:
precipitacion con sulfato de amonio, purificacion con acido caprilico,
purificacion usando DEAE-matriz, cromatografia de intercambio idnico,
filtracion en gel de afinidad, purificacion por gel filtrador, electroforesis de

agarosa y ultracentrifugacion (Harlow, 1988).

2.6.1 Precipitacion con sulfato de amonio

Cuando se encuentran altas concentraciones de sal, las proteinas tienden a
agregarse y a precipitar. Esta técnica se conoce como “salting out’. Las
proteinas precipitan a diferentes concentraciones de sal, por eso se utiliza
como un método de purificacion de proteinas (Bollag, 1996). Es un método
que se utiliza cuando se trabaja a gran escala (1-5 L de homogenizado). Las
proteinas de la solucién son precipitadas a una concentracion elevada de sal.
Esto parte del hecho de que la superficie de las proteinas tiende a tener
partes hidrofébicas, que en solucion, son rodeadas por moléculas de agua.
Cuando la sal se adiciona a la solucion de proteinas, el agua es atrapada
para solvatar los iones de la sal disociada, lo cual expone progresivamente
las regiones hidrofébicas de la superficie de las proteinas. Estas partes
hidrofobicas empiezan a interactuar, conduciendo a la agregacion vy

finalmente a la precipitacidon de las proteinas de la solucion (Doonan, 1996).

En soluciones salinas muy concentradas, gran parte del agua que
normalmente solvataria y ayudaria a solubilizar la molécula de proteina esta
enlazada en las capas de hidratacion de numerosos iones salinos,
impidiendo una hidratacién suficiente de la proteina. Asi, con

concentraciones salinas muy altas, la solubilidad de una proteina disminuye
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de nuevo (Mathews et al.,, 2004). Los requerimientos de la sal utilizada
incluyen: elevada solubilidad, versatilidad del pH, que los iones que la
componen sean inocuos para las proteinas y bajo costo, por esto, el sulfato
de amonio es utilizado puesto que esta entre las sales que satisfacen estas

caracteristicas (Donan, 1996; Bollag, 1996).

La técnica consiste en la precipitacion de las proteinas en solucién mediante
la adicion de sulfato de amonio, precipitando las proteinas por centrifugacion,
resuspendiendo en una minima cantidad de agua o tampén, y removiendo el
sulfato de amonio residual por dialisis. Asi, una segunda técnica para la
concentracion de las proteinas, que es aplicable en los pasos finales de los
protocolos de purificacion, es la utilizacion de dialisis. Si la solucién con
proteinas es puesta en una bolsa y se aplica una presion, las moléculas
pequenas salen y las moléculas de proteina son retenidas. Pero, excepto
para volumenes pequefios, este método requiere mucho tiempo (Doonan,
1996; Bollag, 1996).

2.6.2 Kit comercial de extraccion de IgY EGGstract IgY Purification System®
de PROMEGA

Las IgY purificadas utilizando el sistema de purificacion EGGstract IgY
Purification System® de Promega son apropiadas para procedimientos
inmunologicos estandar. Este sistema de purificacidon es un método rapido y
simple para el aislamiento de IgY total de yema de huevo de gallina.
Utilizando este sistema se produce IgY total con una sola precipitacion entre
un rango de 55 a 80 mg, del 75 % de IgY pura por huevo. Una segunda
precipitacion, incrementa la pureza alrededor del 90 % (Haak-Fredscho,
1994).
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2.7 SEROLOGIA

El estudio de las reacciones antigeno-anticuerpo in vitro es denominada
serologia. Las reacciones seroldgicas son la base de los tests de serologia
diagndstica. La interaccion especifica se basa en el reconocimiento de la
variedad antigénica por las regiones variables de los anticuerpos. Es asi
como una variedad de tests serolégicos son usados para identificar
antigenos. El uso de estos tests es dependiente de la sensibilidad vy
especificidad. La especificidad es la habilidad de reconocer un antigeno
individual. Un optimo nivel de especificidad requiere que el anticuerpo
reconozca un solo antigeno que no tenga reactividad cruzada con otro
antigeno, lo que daria falsos positivos. La especificidad debe medirse de
acuerdo con el control positivo y negativo del antigeno. La sensibilidad define
la menor cantidad de antigeno que puede ser detectado. El mas alto grado
de sensibilidad requiere que una sola molécula de antigeno sea detectada.
La alta sensibilidad previene que reaccionen falsos negativos. La cantidad de
antigeno detectado es proporcional a la cantidad de anticuerpo utilizado
(Madigan et al., 2004).

2.7.1 Caracterizacion de anticuerpos

2.7.1.1 Enzimoinmunoanalisis (ELISA)

La unién covalente de las enzimas a los anticuerpos da lugar a una
herramienta inmunolégica que posee a la vez una alta especificidad vy
sensibilidad. La técnica de ELISA (del ingles enzyme-linked immuno-sorbent
assay; ensayo inmunosorbente ligado a enzimas) utiliza anticuerpos que se
unen covalentemente a las enzimas; de este modo se conservan las
propiedades cataliticas de las enzimas y la especificidad de los anticuerpos.

Las enzimas de unidn tipicas incluyen peroxidasa, fosfatasa alcalina y B-
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galactosidasa, que catalizan reacciones cuyos productos son coloreados y

pueden medirse en cantidades muy pequenas (Madigan et al., 2004).

Se usa un reactivo de entrecruzamiento para acoplar covalentemente una
enzima a un anticuerpo que se utiliza para analizar una sustancia concreta.
La enzima elegida es una cuya actividad pueda determinarse con facilidad
con una técnica espectrofotométrica. Aunque este método tiene muchas
variaciones, el principio es analizar los anticuerpos unidos midiendo la

actividad de la enzima conjugada (Mathews et al, 2004).

Se han desarrollado dos metodologias de ELISA, una para la deteccion del
antigeno (ELISA directo) y otra para la deteccién de anticuerpos (ELISA
indirecto). En el ELISA directo, el antigeno es atrapado entre dos capas de
anticuerpo. La muestra se afade a los posillos de una placa de
microtitulacidn previamente recubierta con anticuerpos especificos para el
antigeno que quiere detectarse. Si el antigeno se halla presente en la
muestra, quedara atrapado en los sitios de unidon al antigeno de los
anticuerpos. Después de eliminar mediante lavado el material no unido, se
afiade un segundo anticuerpo con la enzima conjugada. Este segundo
anticuerpo también es especifico para el antigeno, de tal forma que se une a
cualquiera de los determinantes restantes expuestos. Después del lavado, la
actividad de la enzima del material unido en cada posillo de microtitulacion se
determina afnadiendo el substrato de la enzima. El color que se forma es

proporcional a la cantidad de antigeno presente (Madigan et al., 2004).

2.7.1.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS es un método rapido,

reproducible y de bajo costo para cuantificar, comparar y caracterizar
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proteinas. Este método separa las proteinas basado principalmente en su
peso molecular. EI SDS se une a las partes hidrofébicas de las proteinas,
rompiendo su estructura enrollada y permitiendo que permanezca estable en
solucion en una conformacién abierta. Como resultado, la longitud del
complejo de SDS-proteina es proporcional a su peso molecular. La facilidad
de la ejecucion y la gran aplicacion de la SDS-PAGE ha hecho de ésta una

importante técnica analitica (Bollag, 1996).

Cuando las proteinas son desnaturalizadas por el SDS, cuanto mas grandes
son mas se unen al SDS y mas cargas negativas adquieren. Por eso, las
proteinas de tamarfo diferente pueden separarse por electroforesis en gel
como el de poliacrilamida sobre la base de su carga global (Roiit, 2003).
Entre los usos de esta técnica se encuentran: anadlisis de pureza de
proteinas, determinacion del peso molecular de las proteinas, verificacion de
la concentraciéon de proteinas, deteccion de protedlisis, identificacion de
proteinas inmunoprecipitadas, primer paso en inmunoblotting, deteccion de
proteinas modificadas, separacion y concentracién de proteinas de antigenos

para la produccién de anticuerpos, entre otros (Bollag, 1996).

2.7.1.3 Inmunotransferencia (Western blot)

Es una técnica analitica util para caracterizar proteinas, determina la
presencia y el tamafo de una proteina en una muestra biolégica. Se emplea
para detectar, en una mezcla de proteinas o fragmentos de proteinas, las
que reaccionan con el mismo anticuerpo. En esta técnica, se analizan las
proteinas que reaccionan con el anticuerpo en una mezcla separando
primero las proteinas de dicha mezcla mediante una electroforesis en gel
desnaturalizante; con frecuencia se emplean geles 2-D, de manera que cada
componente se resuelva en una banda aparte (Tizard, 2002; Mathews et al.,
2004; Abbas y Lichtman, 2004).
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Tras la electroforesis, el gel se pone en contacto con una hoja de
nitrocelulosa, y las proteinas se transfieren a la nitrocelulosa mediante una
corriente eléctrica. Las proteinas quedan unidas de manera irreversible a la
hoja de nitrocelulosa, con lo que las reacciones antigeno-anticuerpo pueden
observarse después de tratar la hoja con un anticuerpo. La visualizacién se
realiza por medio de inmunoanalisis enzimatico o de radioinmunoanalisis con
el empleo de un anticuerpo marcado radiactivamente con yodo 125, seguido
de autoradiografia, o bien con una forma de la técnica ELISA (Tizard, 2002;
Mathews et al., 2004). Cuando se utiliza la valoracién enzimatica, primero se
incuba la membrana en antisuero especifico. Después del lavado, se agrega
una solucion de antiglobulina marcada con enzimas. Cuando ésta se extrae
por lavado, se afiade un sustrato, con lo que se colorean las bandas donde el
anticuerpo se unié con el antigeno. Cuando se utiliza antiglobulina marcada
con is6topos, debe hacerse una autorradiografia; la banda marcada se

identifica por el oscurecimiento de una emulsion fotografica (Tizard, 2002).

2.7.1.4 Ensayo en gota (Dot blot)

Es una especie de ELISA rapido que utiliza como soporte sélido papel de
nitrocelulosa. Es una prueba rapida, especifica, sensible, es facil de realizar y
es usada normalmente en estudios cualitativos (Eamsobhana et al, 2004). El
antigeno en general se adsorbe pasivamente (blotting) al soporte en forma
de gota (dot). Las pruebas de dot-blot son faciles de realizar, rapidas y la
mayoria arroja resultados en pocos minutos. En general, se utilizan
conjugados de anti-inmunoglobulina ligados a una enzima que se fijan a los
anticuerpos y la adicién de sustrato permite la visualizacion del color en el
papel (Tizard, 2002).
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3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

3.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

Con el animo de reemplazar los insecticidas quimicos en el control de la
polilla guatemalteca (Tecia solanivora), plaga que afecta significativamente la
produccion de papa en nuestro pais, se ha venido implementando la
utilizaciéon de un granulovirus de Phthorimaea operculella (Lepidoptera:
Gelechiidae) proveniente del Perd como una alternativa eficiente y sostenible

a nivel ambiental.

Sin embargo, considerando las ventajas de utilizar organismos nativos
adaptados a los ecosistemas donde seran aplicados y aislados del mismo
hospedero a controlar, CORPOICA ha realizado un reconocimiento y
coleccién de aislamientos nativos de granulovirus a partir de T. solanivora
(Lepidoptera: Gelechiidae), a los cuales les ha realizado tincion con
azocarmin G, pruebas de microscopia electronica y microscopia de campo
oscuro, que sugieren que estos aislamientos pertenecen al grupo de los
granulovirus, sin embargo, es necesario confirmar la identidad de éstos
mediante otras técnicas. Las técnicas de identificacion molecular disponibles
son costosas y dispendiosas, por lo tanto, surge la necesidad de desarrollar
otras técnicas confiables, especificas y econdmicas. Dichas técnicas también
seran de gran utilidad para realizar el control de calidad de los productos

desarrollados a base de estos aislamientos.

3.2 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

El cultivo de la papa durante muchos afios se ha visto afectada por la polilla

guatemalteca de la papa Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae), la cual
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ha sido combatida ineficientemente con diferentes insecticidas quimicos. Por
tal razén, desde hace varios afos se ha venido trabajando en el desarrollo
de una alternativa de control bioldgico eficiente mediante el uso de un

bioplaguicida a base de granulovirus.

Al no contar nuestro pais con un aislamiento nativo de granulovirus, se inici
el manejo de la polilla con un granulovirus de Phthorimaea operculella
(Lepidoptera: Gelechiidae) aislado del Peru. Sin embargo, CORPOICA en el
afio 2004 inicié la busqueda de aislamientos nativos de granulovirus en
diferentes zonas productoras de papa en el pais. Hasta el momento se han
encontrado cinco posibles aislamientos de granulovirus, a los cuales se les

debe confirmar la identidad con miras al desarrollo de un bioplaguicida.

Existen diferentes métodos para la deteccidon de Baculovirus en cultivos
celulares, tejidos o larvas infectadas, sin embargo, la mayoria se basan en la
amplificacion de genes por PCR o analisis de DNA por RFLP-PCR, métodos
que resultan muy costosos. Asimismo, la microscopia electrénica puede ser
usada, pero esta técnica requiere tiempo y es muy costosa. Por tal motivo,
contar con anticuerpos policlonales contra el granulovirus de Phthorimaea
operculella (Lepidoptera: Gelechiidae) del Peru el cual ha sido identificado
mediante secuenciacién de su genoma y comparaciéon con las bases de
datos del Genbank, permitiria desarrollar métodos inmunoldgicos que
facilitarian la identificacion de los diferentes granulovirus aislados por
CORPOICA y permitiria llevar a cabo el control de calidad de productos
formulados a base de ellos, ya que una prueba como la de ELISA resulta ser
el método mas apropiado para una detecciéon y cuantificacion de rutina en

laboratorio.

La produccion de los anticuerpos requeridos para desarrollar la técnica de

ELISA puede realizarse en distintas especies, obteniéndose diferentes titulos
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de anticuerpos y calidad de ellos. Por tal razén, se pretende también en este
trabajo comparar la eficiencia en la produccion de los anticuerpos
policlonales tanto en conejos como en gallinas para determinar en cual de las

dos especies se obtiene el mejor rendimiento y especificidad.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una técnica inmunoldgica para la identificacion de granulovirus

nativos aislados de Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Seleccionar un sistema eficiente para la produccion de anticuerpos

policlonales contra granulovirus.

Desarrollar una técnica inmunologica para la identificacion de

granulovirus.
Confirmar la identidad de los aislamientos nativos de granulovirus de

Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) mediante la prueba

inmunoldgica desarrollada.
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5. METODOLOGIA

5.1 Propagacion del virus

Fragmentos de papel filtro con posturas de Tecia solanivora (Lepidoptera:
Gelechiidae) se inocularon con una suspension del granulovirus de
Phthorimaea operculella (Lepidoptera: Gelechiidae) proveniente del Peru y
posteriormente los huevos se colocaron sobre tubérculos de papa pastusa
ubicados en cubetas plasticas, las cuales se taparon con muselina. Después
de 20 dias se realizé un analisis destructivo de los tubérculos, se extrajeron
las larvas y se clasificaron de acuerdo a la presencia o ausencia de sintomas
de la infeccion viral, seleccionando aquellas larvas que presentaban un color

blanco lechoso tipico de la enfermedad (Villamizar et al., 2006).

5.2 Purificaciéon del virus

Se tomaron 100 larvas de Tecia solanivora infectadas con el granulovirus de
Phthorimaea operculella proveniente del Peru y se maceraron en 5 ml de
tampén TRIS 0.1 M pH 7.5. Posteriormente, el macerado obtenido fue
clarificado mediante filtracidon por muselina para retirar el tejido grueso del
insecto. El liquido obtenido se paso por un filtro millipore con una membrana
de 0.8 ym vy al filtrado se le adicionaron 2 ml de SDS 0.5% (p/v), mezcla que
se incubo por 45 minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugd a 1000
rom por 10 minutos y se tomé el sobrenadante. Este se centrifugd
nuevamente a 14000 rpm por 10 minutos y se tomé el sedimento, el cual se
resuspendio en 0.5 ml de tampdén TRIS pH 7.5 y se llevd a un colchén de
glicerol (30% y 80% P/P). El colchdn se centrifugd a 15000 rpm por una hora
y se tomo la banda blanca de virus purificado que se formoé entre las dos
concentraciones. Esta banda se resuspendié en 5 ml de tampén TRIS pH 7.5

y se centrifugé a 15000 rpm por 20 minutos. El sedimento se resuspendio
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nuevamente en tampodén y se congeldé en nevera a -20 °C hasta que fue

utilizado (Comunicacién personal Carlos Espinel, 2005) (Anexo |).

5.3 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Se determiné la cantidad de proteina antigénica total con la que se contaba,
es decir, la concentracién del granulovirus del Peru expresada en ug de
proteina por ml, para esto se realizé una curva de calibracion por el método
de Bradford (Bradford, 1976).

Para realizar la curva de calibracién se prepard una solucion de albumina de
suero bovino (BSA) a una concentracién de 1000 ug/ml, para la que se
pesaron 0.025 g de BSA y se llevaron a 25 ml con NaCl 0.15 M. A partir de
esta solucion se prepararon diferentes concentraciones de albumina en NaCl
0.15 M (0, 20, 30, 40, 60 y 80 pg/ml). Posteriormente, se tomaron 10 tubos
para cada concentracion (estériles y secos) y se les adiciond 1 ml de solucién
de cada una de estas concentraciones. En cada tubo se adicionaron 2 ml del
reactivo de Bradford (Anexo Il) teniendo la precaucion de proteger los tubos
de la luz. Se leyo la absorbancia de cada tubo en el espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 595 nm y el blanco consistié en NaCl 0.15 M mas el
reactivo de Bradford. Cada concentracion de proteina conté con diez
réplicas. Finalmente, se realizd el analisis estadistico utilizando tanto el
programa STATISTIX como la prueba F de Fischer y se hall6 la ecuacion de

la recta con la que se construyd la curva de calibracion.

Para hallar la concentracion del virus expresado como pg de proteina por mi
se tomaron 10 pl del granulovirus del Peru puro y se adicionaron a 9990 ul de
NaCl 0.15 M. Posteriormente, se tomaron tres tubos estériles y se les
adiciond a cada uno 1 ml de la suspension anterior. Se adicionaron 2 ml del

reactivo de Bradford y se leyé la absorbancia de cada tubo en el
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espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm. Para determinar la
concentracion en cada tubo en pg/ml se reemplazaron los datos de
absorbancia en la ecuacion de la curva de calibracion elaborada

previamente.

5.4 Produccion de anticuerpos policlonales a partir de la inoculacién de
gallinas

5.4.1 Inoculacion de las gallinas

La inoculacién se realizé en una gallina de dieciséis semanas de edad via
intramuscular. Se inyectdé un volumen final de mezcla virus / adyuvante
(completo o incompleto segun el esquema de inoculacién) de 1 ml (0.5 ml al
lado izquierdo de la pechuga y 0.5 ml al lado derecho) (Pinto, 2001). Para tal
fin, se descongel6 el virus purificado y se diluyd en suero fisioldgico
incorporando 9 ml de éste en cinco tubos de 16 X 100. Al primer tubo se le
adicionaron 20 pl del virus puro y se realizaron las diluciones 107, 102, 10% y
10, Posteriormente, se hallé la concentracién de virus en cada tubo
midiendo la absorbancia en el espectrofotometro a 450 nm y extrapolando el
resultado en una curva de calibracién previamente establecida que relaciona
la concentracién de particulas virales con la absorbancia (Gémez, 2005), lo
cual permitié determinar la concentracién en cada tubo y asi se preparo el
indculo ajustando la concentracion final a 2.46X107 Cl/ml, la que equivalié a
9.2 ug de proteina total soluble por ml segun la curva de calibracion de

proteina total elaborada previamente.

Esquema de inoculacion:

Dia 0: 0.5 ml de virus + 0.5 ml de adyuvante completo de Freund.

Dia 17: 0.5 ml de virus + 0.5 ml de adyuvante incompleto de Freund.
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Dia 30: 1 ml de virus.

5.4.2 Purificacidon de los anticuerpos mediante deslipidacidon y precipitacion

de proteinas

Para este procedimiento se utilizo el kit comercial de extraccion de IgY
EGGstract IgY Purification System de PROMEGA. Se tomaron 21 ml de
yema y se colocaron en agitacion constante con un magneto y lentamente se
le agregaron 63 ml de solucion A, se dejo en agitacion por 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se centrifugd a 4000 gravedades por 10
minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se filtré a través de una gasa estéril
y el filtrado se colectd en un vaso de precipitados, el cual se agitdé con una
barra magnética mientras se le adicionaban lentamente 21 ml de solucion B y
se dejo en agitacidon por 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a
4000 gravedades por 10 minutos a 4°C para obtener el precipitado. Los
ultimos 3 pasos se repitieron una vez mas para obtener una pureza del 95%
de la inmunoglobulina IgY y el precipitado obtenido se guardé a —20°C
(Haak-Frendscho, 1994).

5.5 Produccion de anticuerpos policlonales a partir de la inoculaciéon de

conejos

5.5.1 Inoculacién de los conejos

La inoculacion se realizé en dos conejos de raza Nueva Zelanda de cuatro
meses de edad via intramuscular, se inyectd un volumen final virus /
adyuvante de 0.7 ml en la pierna de los animales. La concentracién del virus
y el esquema de inoculacién fueron iguales a los utilizados en el protocolo

para la obtencidon de anticuerpos policlonales a partir de gallina.
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5.5.2 Purificacion de los anticuerpos

A los quince dias de la ultima inoculacidn se sangraron en blanco los conejos
mediante puncion cardiaca. Se dejo coagular la sangre toda la noche y al dia
siguiente se tomo la mayor cantidad de suero posible (28.5 ml) el cual se
centrifugdé a 5000 rpm por 30 minutos y asi se obtuvo un suero mas puro.
Luego, se precipitaron las proteinas tomando todo el volumen de suero
obtenido y agregando igual volumen de sulfato de amonio al 80% de
saturacién para obtener una concentracion final del 40%. Se colocaron en
agitacion lenta toda la noche a 4 °C y se centrifugé a 3000 g por 10 minutos a
4 °C. El sedimento se resuspendié en 5 ml de PBS y se dializ6 con tampdn
de cloruro de sodio (NaCl 0.15 M, pH 7.2) por 24 horas, cambiando el
tampdn de dialisis periddicamente (Gonzalez et al., 2002; Merlin et al., 2001;
Bollag, 1996).

5.6 Determinacion de la pureza del antigeno por SDS-PAGE

Se prepard una solucion de acrilamida-bisacrilamida al 29% de acrilamida
(p/v) y al 1% de bisacrilamida (p/v). Se preparo el gel separador al 10%
teniendo en cuenta un volumen final de 10 ml. El gel se preparé de la
siguiente manera: se adicionaron 3,3 ml de acrilamida-bisacrilamida; 1,25 mi
de Tris-HCI 1.5 M pH 8,8; 0,1 ml de SDS (lauryl sulfato sédico) 10% (p/v); 5,5
ml de agua bidestilada; 0,4 ml de APS (persulfato amonico) 10% (p/v) y 0,09
ml de TEMED (N,N,N’,N’,-tetrametil-etilendiamina).

Se adicion6 lentamente la mezcla con una micropipeta por el interior de los
cristales de la camara de electroforesis hasta aproximadamente 1 cm del
extremo inferior del peine, evitando la formacion de burbujas. Se mantuvo el
gel en posicion vertical a temperatura ambiente por 20 minutos mientras se

daba la polimerizacion. Luego se preparoé el gel de apilamiento a un volumen
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final de 10 ml. Para este gel se mezclaron: acrilamida-bisacrilamida 2,5%;
Tris-HCI 1 M pH 6,8; SDS 10%; TEMED 0,1% y APS 10%.

Se adicion6 la mezcla de acrilamida liquida correspondiente al gel de
apilamiento sobre la fase anterior del gel ya polimerizado con ayuda de una
micropipeta y se coloco el peine. Una vez polimerizo el gel de apilamiento, se
mont6 el gel sobre el soporte de electroforesis y se anadid el tampdn de
corrida (1x), que consiste en Tris 250 mM; glicina 1,92 M; SDS 10% (p/v) pH

8,3; llenando todo el tanque.

Se tomaron 7 pl de virus del Peru puro el cual se utilizé para la produccion de
los anticuerpos, virus del Peru purificado en otra fecha, el aislamiento VG001,
macerado de larva sana y un nucleopoliedrovirus, y se mezclaron cada uno
con 5 yl de tampon de carga, que consistio en Tris-HCI 125 mM; SDS 2%
(p/v) pH 6,2; glicerol 10% (v/v); azul de bromofenol 0,004% (p/v) y 2-
mercaptoetanol 5% (v/v); lo cual se hirvid por tres minutos. Posteriormente,
se cargaron las muestras en los pocillos del gel. Se cerr6 el tanque y se
conecto a la fuente de voltaje. La corrida se realizé a intensidad constante a
140 voltios durante aproximadamente una hora. Una vez que el frente llegé al
fondo del gel se desconecté la fuente de voltaje y se desmontaron los
soportes para recuperar el gel. Se introdujo el gel en un recipiente con
solucion colorante (azul brillante de Commassie R 0,1% p/v; acido acético
10% v/v y etanol 50% v/v), se llevo al microondas por un minuto y luego se
mantuvo en agitacion durante 15 minutos para asegurar una tincion
homogénea. Posteriormente, se introdujo el gel en un recipiente con solucién
decolorante (etanol 9,45% y acido acético 6,75%), se llevé al microondas por
un minuto y luego se mantuvo en agitacion durante toda la noche (Laemmli,
1970; Caballero et al., 2001).
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5.7 Determinacion de la afinidad de los anticuerpos por el antigeno

Para determinar la afinidad de los anticuerpos por el antigeno se realizo la
prueba de Dot blot. Para tal fin se utiliz6 como antigeno el virus purificado
anteriormente (granulovirus del Peru) y como control negativo, la hemolinfa

de una larva sana.

Se tomaron dos membranas de nitrocelulosa, una para los anticuerpos
obtenidos a partir de conejo y la otra para los anticuerpos obtenidos a partir
de gallina. A cada membrana se le adiciond por triplicado el antigeno y el
control negativo también por triplicado. Las membranas se sumergieron en
tampén de transferencia durante 15 minutos dejandolas secar
posteriormente. En seguida, se aplicaron 6 ul del antigeno (22.4 ug/ml) y 6 pl

del control negativo y se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente.

Las membranas se lavaron una vez con solucién de lavado (Anexo lll), se
bloquearon con tampén de bloqueo (Anexo Ill) durante una hora a 37°C y se
lavaron nuevamente tres veces. Inmediatamente, se adicionaron los
anticuerpos purificados a partir de conejo o de gallina en una dilucion de
1:100 y se incubaron por una hora a 37°C manteniendo en agitacion. A
continuacién las membranas se lavaron 3 veces con solucion de lavado
manteniéndolas en agitacion durante 10 minutos. Posteriormente, se

adicion6 tampon de bloqueo durante media hora y se realizé un lavado.

Las membranas se incubaron con el conjugado en una diluciéon 1:5000, se
dejaron en agitacion constante por 1 hora a 37°C y después se lavaron tres
veces con tampon de lavado dejandolas alli 15 minutos y cambiando cada 5
minutos el tampdn. Enseguida se agregaron 10 ml de reactivo cromoégeno 5-
bromo-4-cloro-3-indolil nitro fosfato azul tetrazolium (NBT.BCIP. Ref. SIGMA
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N-2765) y se lavaron con tampédn fosfato salino (PBS. Ref. SIGMA P4417)
(Eamsobhana et al., 2004; Gatica et al., 2004; Afanador y Barco, 2002).

5.8 Reconocimiento de la proteina antigénica viral

5.8.1 Electroforesis SDS-PAGE

Los geles de la electroforesis se prepararon como se describié en el numeral
5.6 para la determinacion de la pureza del antigeno. Posteriormente, se
tomaron 5 pl de macerado de larvas infectadas (las cinco cepas nativas y la
del Peru), se mezclaron con 5 pl de tampodn de carga y se hirvieron por tres
minutos. En seguida, se cargaron las muestras en los pocillos del gel. Se
cerro el tanque y se conectd a la fuente de voltaje. La corrida se realizé a
intensidad constante a 140 voltios durante aproximadamente tres horas. Una
vez que el frente llego al fondo del gel se desconectoé la fuente de voltaje y se

desmontaron los soportes para recuperar el gel.

5.8.2 Western blot

Una vez realizada la electroforesis se transfirieron las proteinas del gel a una
membrana de nitrocelulosa a 100 voltios por 45 minutos, posteriormente se
pasd a 15 voltios y se dejo asi por 18 horas. Se tomé el papel de
nitrocelulosa y se sumergié en tampdén de bloqueo (Anexo Ill) durante una
hora a 37°C y se lavd tres veces con solucion de lavado (Anexo llI).
Enseguida, se adicionaron los anticuerpos purificados a partir de conejo o de
gallina en una dilucion de 1:32 y se incub6 por una hora a 37°C manteniendo
en agitacion. Las membranas se lavaron 3 veces con solucién de lavado
manteniéndolas en agitacion durante 10 minutos. Posteriormente, se
adicion6 tampoén de bloqueo (Anexo Ill) durante media hora y se realizd un

lavado. Se incubaron las membranas con el conjugado en una dilucion
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1:5000, se dejaron en agitacion constante por 1 hora a 37°C y después se
lavé tres veces con tampon de lavado dejandolas alli 15 minutos vy
cambiando cada 5 minutos el tampon. Finalmente, se agregaron 10 ml de
reactivo cromogeno (NBT.BCIP), se dejoé actuar unos minutos y se lavo con
PBS (Chen et al., 2005; Afanador y Barco, 2002).

5.9 Titulacion de anticuerpos mediante prueba de ELISA

5.9.1 Criss-cross

La prueba que se desarrollé fue una ELISA indirecta a partir de la cual se
determiné la concentracion optima del antigeno (granulovirus del Peru). Se
tomaron dos placas de ELISA de 96 pozos, una para los anticuerpos
obtenidos a partir de conejo y otra para los anticuerpos obtenidos a partir de
gallina. En las columnas uno a la ocho de la placa se adicionaron 50 pl del
antigeno (granulovirus puro) por duplicado en las siguientes concentraciones:
250 ng/ml, 150 ng/ml, 50 ng/ml y 25 ng/ml. En las columnas nueve, diez,
once y doce se adicionaron respectivamente 50 pl del virus en las
concentraciones de 250 ng/ml, 150 ng/ml, 50 ng/ml y 25 ng/ml. Se incubo
toda la noche a 4°C para que se adhirieran a las placas y se agreg6 tampon
de lavado (PBS / Tween 20) (Anexo lll) realizando tres lavados. En seguida
se realiz6é un bloqueo con tampon de bloqueo (Anexo V) durante una hora a

37 °C y se lavo tres veces con tampon de lavado.

Posteriormente, en las filas de la placa comprendidas entre la A y la H se
adicionaron 50 ul de los anticuerpos purificados de conejo o de gallina en las
diluciones 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024 y 1:2048
respectivamente. Para los tratamientos blanco correspondientes a las
columnas de la nueve a la doce, en lugar de anticuerpo se adicion6 tampon

fosfato salino (PBS). Se incub6 por hora y media a 37°C y se lavo tres veces.
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Se realizé un bloqueo como se describié anteriormente pero durante media
hora. Luego, se agregaron 50 pl del conjugado en una diluciéon 1:1000 y se
dejoé hora y media a 37°C. Se lavo y se adicionaron 50 pl de la solucion
reveladora (p-nitrofenilfosfato 0.1% en dietanolamina-HCI 10% pH 9.8)
(Anexo V) en cada pozo. Las placas se llevaron a un lector de ELISA (Asys
Hitech GmbH. Expert 96) y se leyé la absorbancia a 405 nm. Dicho
procedimiento se repitio tres veces en el tiempo para evaluar la repetibilidad
de los resultados (Afanador y Barco, 2002; Ferriol et al., 1999).

5.9.2 ELISA de titulacion

Una vez determinada la concentracion optima del antigeno se procedié a
realizar la titulacion de los anticuerpos. Se realizé una ELISA indirecta para la
cual se tomaron dos placas de ELISA de 96 pozos, una para los anticuerpos
obtenidos a partir de conejo (IgG) y otra para los anticuerpos obtenidos a
partir de gallina (IgY). Se adicionaron 50 ul del antigeno (granulovirus del
Peru) en los 96 pozos de la placa a la concentracion éptima de virus definida
previamente mediante la prueba de Criss-cross. Las placas se incubaron
toda la noche a 4 °C para adherir el antigeno y se agregé tampon de lavado
(PBS / Tween 20) realizando tres lavados. Posteriormente se realizd6 un
bloqueo con tampdén de bloqueo (Anexo IV) durante una hora a 37°C y se

lavo tres veces con tampdn de lavado.

De la columna uno a la ocho se adicionaron respectivamente 50 pl de los
anticuerpos purificados a partir de conejo o de gallina en las siguientes
diluciones: 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024 y 1:2048. Para los
anticuerpos obtenidos a partir de gallina se evaluaron los huevos de los dias
15 y 30 post-inoculacion ubicando de la fila A a la D los del dia 15 y de la fila
E a la H los del dia 30. En las columnas 9 y 10 se ubicaron diluciones de IgY

purificadas de un huevo de una gallina no inmunizada y diluciones del suero
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de la sangre de un conejo no inmunizado como controles negativos. En las
columnas 11 y 12 de las placas se adicion6 PBS en lugar de anticuerpos
como blanco. Las placas se incubaron por hora y media a 37°C y se lavaron
tres veces. En seguida se realizd un bloqueo como se describid
anteriormente pero durante media hora y se siguié el mismo procedimiento

descrito en la metodologia del Criss-cross, numeral 5.9.1.

5.10 Identificacion de los aislamientos nativos

Una vez se determiné cuales eran las concentraciones de anticuerpo optimas
para trabajar se realizé6 una ELISA en sandwich para identificar los
aislamientos nativos (las cinco cepas aisladas de diferentes departamentos
del pais) (Villamizar et al., 2006). Estos granulovirus se purificaron a partir de
las larvas de la misma manera como se describidé previamente para el del

granulovirus del Peru, numeral 5.2.

Se tomd una placa de ELISA de 96 pozos y se adicionaron 50 pl de IgY
purificadas a partir de gallina en una dilucion de 1:128 excepto en la columna
doce que correspondio al blanco, en la cual se adicionaron 50 ul de virus del
Peru a una concentracion de 200 ng/ml. La placa se incubd toda la noche a
4°C para que se adhirieran los anticuerpos y se agregd tampédn de lavado
(Anexo V) realizando tres lavados. En seguida se realizé un bloqueo con
tampdn de bloqueo (Anexo IV) durante una hora a 37 °C y se lavo tres veces
con tampdn de lavado. Posteriormente, de las columnas uno a la cinco se
adicionaron 50 pl de los antigenos (aislamientos nativos): VG005, VG002,
VG001, VG004 y VG003 respectivamente a una concentracion de 200 ng/ml.
En la columna seis se adicionaron 50 pl del virus del Perid como control
positivo. De las columnas siete a la once se adicionaron, 50 pl de un
nucleopoliedrovirus (NPV), macerado de larva sana proveniente de la cria

basica de Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) (Laboratorio de
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entomologia, CORPOICA - Tibaitata), hemolinfa de una larva proveniente de
la cria, macerado de una larva sana proveniente de campo (CORPOICA,
Tibaitata) y hemolinfa de una larva proveniente de campo, respectivamente.
En la columna doce se adicionaron 50 ul de PBS para el blanco. La placa se

incubd por dos horas a 37 °C y se lavo tres veces.

A continuacidn, se adicionaron 50 ul de IgY purificadas a partir de gallina en
una dilucion de 1:128 excepto en la columna correspondiente al blanco. La
placa se incubé por dos horas a 37°C y se lavo tres veces. Luego, se
agregaron 50 ul del conjugado (anti-gallina) en una dilucion 1:1000 y se dejo
dos horas a 37°C. Se realiz6é un lavado y se adicionaron 50 ul de la solucion
reveladora (p-nitrofenilfosfato 0.1% en dietanolamina-HCI 10% pH 9.8) en
cada pozo. Por ultimo la placa se llevé a un lector de ELISA (Asys Hitech

GmbH. Expert 96) y se leyo la absorbancia a 405 nm.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Propagacion y purificacion del virus

Las larvas de Tecia solanivora (Lepidoptera: Gelechiidae) evidenciaron la
infeccién causada por granulovirus, considerando que presentaron sintomas
tipicos de la enfermedad como color blanco lechoso, minima movilidad, lisis
de tejido y retardo en el crecimiento. Este cambio de coloracion se debe
principalmente a la acumulacion de cuerpos de inclusion en los tejidos
afectados y debido a que las larvas no poseen una cuticula muy pigmentada
se puede observar con mayor facilidad esta caracteristica (Caballero et al.,
2001).

La técnica de infeccion de las larvas fue muy efectiva y facil en comparacién
con otros métodos como la ingestién de los cuerpos de inclusién en el
alimento contaminado como lo reportan Parola y colaboradores (2003) y

Christian y colaboradores (2001).

Este método de propagacién (in vivo) ademas de eficiente, es econémico y
por tal razén es ampliamente utilizado para la produccion masiva de
particulas virales. Cabe decir que con esta técnica se deben tener en cuenta
factores como las condiciones ambientales, la temperatura y el tiempo de
incubacion (Caballero et al., 2001). Sin embargo, hoy en dia se han venido
realizando diferentes investigaciones con los baculovirus debido a su
importante uso en el campo de la biotecnologia como vectores de expresiéon
(Sudeep et al., 2005 b; ljkel et al., 2002; Evans y O’Reilly, 1999; Markovic et
al., 1998) y por tal motivo, se han desarrollado un gran niumero de cultivos
celulares para la replicacion de las diferentes especies de virus que
proporcionan un producto mas puro (Sudeep et al., 2005 a), no obstante,

esta técnica resulta muy costosa.
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Al final del proceso de purificacion se obtuvo una banda blanca en el colchén
de glicerol entre las concentraciones de 30% y 80% (Fig. 5), lo cual indica la
presencia del granulovirus cuya principal proteina es la granulina que es la
que genera esta coloracion blanca (Caballero et al., 2001; Zeddam et al.,
1999). Esto sugiere que el proceso de purificacion aparentemente fue
efectivo y segun varios investigadores esta metodologia de purificaciéon no
afecta la capacidad infecciosa y la persistencia del virus (Gomez, 2005). En
este caso se purificé granulovirus a partir de cadaveres de insectos, lo cual
requiere un proceso de purificacion mas estricto mientras que si se trabaja
con cultivos celulares la contaminaciéon es mas reducida lo que facilita este

proceso.

La purificacion que se obtuvo con el empleo del gradiente de glicerol se logré
gracias a la diferencia de densidades entre las diferentes macromoléculas y
particulas presentes en la suspension. La eleccion de las concentraciones
optimas de glicerol en el gradiente se fijan en funcion de la densidad de la
suspension a anadir y del grado de resolucion que se desea (Chandra,

1979), lo cual fue establecido previamente por Espinel en el 2005.

Este virus purificado fue utilizado como antigeno para la obtencién de los

anticuerpos policlonales tanto en gallina como en conejo.
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Figura 5. Gradiente de glicerol para la purificacion de granulovirus.

6.2 Cuantificacion de proteinas antigénicas por el método de Bradford.

Para determinar la concentracion del virus, se trabajéo con una curva de
calibracion previamente establecida que relacionaba la cantidad de cuerpos
de inclusion (CI) por mililitro con la absorbancia a 450 nm (Gémez, 2005). Sin
embargo, para poder hablar en términos de ug de proteina por ml se realizé
una curva de calibracién de proteina total soluble con el método de Bradford
(Bradford, 1976). De esta forma se pudo determinar la cantidad de proteina
antigénica con la que se contaba en la muestra, es decir, la concentracién del

granulovirus expresada en g de proteina por ml.

Los resultados obtenidos para la curva de calibracion realizada con albumina
de suero bovino (BSA) (Anexo V) se sometieron a una regresioén lineal por el
método de minimos cuadrados con el programa STATISTIX y se trabajé con
un nivel de confianza del 95%. Se obtuvo un coeficiente de correlacion de

0.98 (Anexo VI), que indicé una alta correlacion lineal entre los valores de
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concentracion y absorbancia ajustandose al modelo de una linea recta
(Martinez, 1998).

Ademas, se realizo la prueba de Fischer con un nivel se significancia de 0.05
bajo el supuesto de que tanto las pendientes, los interceptos y los modelos
de las diez curvas evaluadas eran iguales, obteniendo valores calculados de
F de 0.0296 para las pendientes, 0.0228 para los interceptos y 0.0347 para
los modelos, valores que se encuentran por debajo de los valores criticos de
2.21 para las pendientes, 2.12 para los intercepros y 1.93 para los modelos.
Dado lo anterior se pudo determinar estadisticamente que tanto las
pendientes como los interceptos y los modelos de las diez réplicas eran
iguales, por lo tanto, los datos obtenidos se combinaron para obtener un

modelo representado por la ecuacion de una recta.

Dicha ecuacidén permite determinar matematicamente concentraciones de
granulovirus desconocidas mediante la lectura de la absorbancia de una
muestra a 595 nm.

La ecuacion obtenida fue:

Absorbancia = 0.0271 + 0.0138 * Concentracion
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Figura 6. Curva de calibraciéon de Bradford.

6.3 Produccion de anticuerpos policlonales a partir de la inoculacion de

gallinas

El virus utilizado para la inoculacién de las gallinas tuvo una concentracién de
2.46*10" Cl/ml (9.2 pg/ml), la cual fue inocua para las gallinas ya que el virus
no presenta tropismo por esta especie y la concentracion fue la apropiada
para desarrollar la respuesta inmune (Poh-Sing et al., 2003). En cuanto al
método de inmunizacién (Fig. 7), éste resultd ser facil de realizar y no
presentd mayores traumatismos para las gallinas, mas alla del estrés de la
manipulacion del momento, hecho que se vio reflejado en el mantenimiento
de la postura diaria y en la no pérdida del plumaje. Caso contrario reportaron
Gatica y colaboradores (2004), quienes compararon dos vias de inoculacion
(intramuscular y subcutanea) para la obtenciéon de anticuerpos policlonales

en gallina a partir de fructosa-1,6-bifosfatasa de rifion de cerdo como
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antigeno. Estos autores luego de la segunda inoculacion, en los dos grupos
de gallinas inoculadas por via intramuscular y subcutanea, observaron un
periodo de muda de plumas y una disminucioén en la produccion de huevos.
Lo anterior lo atribuyeron a la utilizacién del adyuvante, sin embargo, esto no

se produjo en el presente trabajo.

Figura 7. Inoculacion intramuscular en la pechuga de una gallina.

En cuanto a la purificacion de los anticuerpos (IgY), el kit comercial
EGGstract IgY Purification System® de Promega resultdé ser un método
eficiente para obtener anticuerpos con alta pureza al eliminar los lipidos y las
proteinas no deseables que contienen los huevos (Haak-Frendscho, 1994),
ademas es un meétodo rapido, ya que en dos horas se contaba con los
anticuerpos necesarios para realizar las diferentes pruebas y se evitd la
implementacion de protocolos dispendiosos como la precipitacién con sales,
precipitacion por tratamiento crioetandlico, cromatografia de intercambio
idnico, cromatografia de afinidad y dialisis (Alarcén et al., 2000; Schade et al.,
1996).
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En trabajos realizados previamente (Afanador y Barco, 2002; Pinto, 2001) se
purificaron IgYs utilizando diferentes metodologias como la deslipidacién
mediante el uso de metanol-cloroformo segun Wessel (1984), agua segun
Burdon (1987), agua-cloroformo segun Svendsen (1996) y técnicas de
precipitacion de proteinas como la precipitacibn por salting-out vy
polietilenglicol segun Johnstone (1995) (citados por Pinto, 2001). En estos
trabajos se demostré que la purificacion de IgYs a partir de estas
metodologias se logra pero con indices de pureza menores a los obtenidos
con el kit comercial y ademas estos procedimientos son dispendiosos y su

unica ventaja es la economia del proceso.

Obtener anticuerpos policlonales a partir de la inoculacion de gallinas es un
medio econdmico y eficiente, hecho que a sido reconocido desde hace mas
de una década (Schade et al., 1996; Haak-Frendscho, 1994) y ha facilitado
la implementacion de pruebas serologicas. Ademas, la especificidad de los
anticuerpos producidos en gallina les da una ventaja sobre los anticuerpos
producidos en mamiferos, debido a que se reduce el riesgo de que se
presenten reacciones cruzadas, un solo huevo contiene alrededor de 90-100
mg de IgY totales, de las cuales aproximadamente 1-10 mg corresponde a la
IgY especifica que se quiere producir. No es un método invasivo
considerando que los anticuerpos se purifican a partir de los huevos sin
necesidad de sangrar el animal y es una fuente diaria de anticuerpos ya que
las gallinas ponen minimo un huevo por dia y estos pueden ser conservados
a 4 °C por un ano antes de purificar las IgY (Klimentzou et al., 2006; Motoi et
al., 2005; Alarcon et al., 2000; Schade et al., 1996; Haak-Frendscho, 1994).

Los anticuerpos policlonales se producen generalmente en mamiferos como
conejos, hamsters, cabras, ovejas y caballos, los cuales son buenos
productores de anticuerpos pero presentan algunas dificultades como la

obtencion de cantidades reducidas de suero y en otros casos la manipulacion

69



y mantenimiento dispendiosos, ya sea por su talla o el alto costo de la dieta
(Alarcon et al., 2000). Es asi como Motoi y colaboradores (2005), realizaron
investigaciones para el desarrollo de una prueba de inmunofluorescencia
directa con la cual diagnosticar en corto tiempo la presencia del virus de la
rabia en un paciente, sin embargo, para la realizacién de esta prueba se
necesitaban anticuerpos especificos para este virus, los cuales fueron
producidos durante mucho tiempo en diferentes mamiferos como ratones,
conejos y cabras, pero para producir cantidades suficientes de anticuerpos
especificos en estos animales se requeria mucho tiempo y era dispendioso,
por lo tanto, cambiaron el sistema de produccién y produjeron dichos
anticuerpos en gallinas. Este sistema es menos riesgoso para el personal del
laboratorio porque tienen que preparar menos antigeno y asi manipulan
menos el virus y obtienen cantidades Optimas de anticuerpo que facilitan su
trabajo. Esto comprueba que la utilizacion de gallinas para la produccién de

anticuerpos es sencilla, eficiente y economica.

6.4 Produccion de anticuerpos policlonales a partir de la inoculaciéon de

conejos

El virus utilizado para la inoculacion de los conejos fue el mismo que se
empled para la inoculacidén de las gallinas y en la misma concentracion. En
este caso, tampoco se produjeron efectos secundarios en los animales ya
que los conejos solo sufrieron el estrés del momento de la inoculacion (Fig.
8). En las horas siguientes su comportamiento no presenté cambios ya que

no hubo cese en la alimentacion y no se observé pérdida excesiva de pelo.
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Figura 8. Inoculacién intramuscular en la pierna de un conejo.

Para la obtencion de los anticuerpos (IgG) a partir de conejo se extrajeron
aproximadamente 65 ml de sangre, de la cual se obtuvieron 28.5 ml de
suero. El proceso de extraccion de los anticuerpos a partir del suero fue
dispendioso y demorado con respecto a la purificacién de los anticuerpos de

gallina.

Aunque el empleo de conejos para la produccion de anticuerpos policlonales
suele ser mas demorada y compleja, esta técnica se sigue realizando ya que
no se justifica una completa sustitucion del uso de mamiferos para la
obtencion de anticuerpos por anticuerpos aviares. Esto posiblemente porque
las IgY son inmunolégicamente distintas a las IgG y no se puede afirmar
completamente que una sea mejor o peor que la otra (Schade et al., 1996).
Dependiendo de las necesidades, los objetivos y los recursos de los
investigadores se debe elegir la técnica mas apropiada. Desde hace décadas
se ha venido trabajando con gallinas para producir anticuerpos, sin embargo,
en algunas investigaciones se sigue trabajando con anticuerpos policlonales

producidos en conejo obteniendo anticuerpos altamente especificos y con
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titulos elevados (Espejo et al., 2004; Agindotan et al., 2003; Gonzalez et al.,
2002; Merlin et al., 2001; Okano et al., 1999; Aguillon et al., 1997).

6.5 Determinacién de pureza del antigeno

La electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) es
una herramienta util para el analisis de las proteinas estructurales de los
virus (Caballero et al., 2001), pudiendo determinar su numero y estimar su
peso molecular. En este caso fue una técnica que se utilizé para determinar
el estado inicial del antigeno con el cual fueron inoculados tanto los conejos
como las gallinas. Aunque en el gel solo se evidencid una banda que
presentd un peso molecular de aproximadamente 30 KDa (Fig. 9B), la cual
corresponde posiblemente a la granulina, proteina que se encuentra en
mayor proporcidn en los granulovirus y cuyo peso molecular es de
aproximadamente 29 a 30 KDa (Caballero et al., 2001), no se descarta la
posibilidad de que también se encuentren otras proteinas en concentraciones
menores que no se alcanzan a visualizar en el gel de electroforesis. Estas
proteinas pueden corresponder a proteinas larvales que se presentan como
contaminantes si el proceso de purificacion del virus no fue completamente
efectivo o también se puede tratar de otras proteinas del virus ya que los
viriones de los baculovirus contienen entre 15 y 30 proteinas estructurales
(Caballero et al., 2001).

La obtencion de un antigeno puro es de gran importancia al momento de
producir anticuerpos policlonales ya que los animales inmunizados con este
antigeno desarrollan una respuesta inmune frente a la molécula que se les
esta inoculando y el hecho de no contar con un antigeno lo suficientemente
puro puede generan un gran numero de anticuerpos con diferentes
especificidades, lo cual contribuye a la generacibn de reacciones

inespecificas a la hora de realizar diferentes pruebas inmunoldgicas (Delgado
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y Gonzélez, 2000), es decir, que la pureza del antigeno influye en la

produccion de anticuerpos (Agindotan et al., 2003).

Los investigadores a través de los afios se han preocupado por estandarizar
y mejorar diferentes técnicas que les permita realizar pruebas diagnésticas,
control de calidad de productos y diferentes actividades de tipo
biotecnolégico (Parola et al., 2003; Poh-Sing et al., 2003; Delgado y
Gonzalez, 2000; Seraylan y Vargas, 1999), en estas areas una gran
herramienta han sido las pruebas inmunoldégicas en donde la relacién
antigeno-anticuerpo es fundamental. Una parte clave para el éxito de estas
pruebas es la obtencion de antigenos y anticuerpos puros y en 6ptimas
condiciones ya que de la pureza y calidad del antigeno depende la
sensibilidad y especificidad de pruebas como la ELISA y el desarrollo exitoso

de kits comerciales (Delgado y Gonzélez, 2000; Seraylan y Vargas, 1999).

A B C D E F

Figura 9. Electroforesis de proteinas para la determinacion de pureza del
antigeno: A. Marcador de peso molecular. B. Granulovirus del Peru inoculado
en los animales. C. Granulovirus del Peru. D. Cepa nativa de granulovirus. E.

Macerado de larva sana. F. Nucleopoliedrovirus.
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6.6 Determinacion de la afinidad de los anticuerpos por el antigeno

Una vez se obtuvieron los anticuerpos se realizé la prueba de Dot blot para
determinar si éstos tenian una alta afinidad por el antigeno (granulovirus del
Peru). Al observar una coloracion violeta en la membrana de nitrocelulosa se
comprobd que efectivamente existia una reaccién antigeno-anticuerpo tanto
con los anticuerpos producidos a partir de gallina como con los producidos a
partir de conejo, es decir, los anticuerpos reconocieron y se unieron al
antigeno o granulovirus. Sin embargo, con la hemolinfa de larva sana
utilizada como control negativo también se observdé coloracion violeta
aunque con una menor intensidad, lo cual se pudo deber a una
contaminacion del antigeno inoculado en los animales con proteinas larvales
y debido a que se produjeron anticuerpos policlonales, en el antisuero y en la
yema de huevo podrian haber anticuerpos que reconocen algunas proteinas

del insecto.

Delgado y Gonzalez (2000), afirman que tanto la pureza como la calidad del
antigeno afectan la sensibilidad y especificidad de las diferentes pruebas y el
lograr un alto grado de pureza puede conducir a menos reacciones
inespecificas. Ademas, la presencia de proteinas contaminantes tanto en el
antigeno como en los anticuerpos puede producir interferencias tanto en los
blancos como en los controles negativos sobre todo en las pruebas de ELISA
(Klimentzou et al., 2006; Eamsobhana et al., 2004). En varios trabajos de
obtencion de anticuerpos se han producido este tipo de reacciones
inespecificas cuya contundencia debe ser evaluada para determinar si
interfieren 0 no con lo que se esta buscando. Por ejemplo, Nadala y Loh
(2000) desarrollaron un protocolo para la deteccion de un virus que afectaba
los camarones y observaron una pequefia reaccion cruzada casi

imperceptible con un homogeneizado de tejido de camardén normal, con el
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cual se produjo una pequefia mancha en las muestras sin diluir, pero esta

mancha fue tan tenue que fue considerada insignificante.

En el caso del presente trabajo es importante trabajar en la obtencion de un
antigeno mas puro, no sélo para emplearlo en el momento de la inoculacion
de los animales, sino también al montar las diferentes pruebas para evitar
confusiones y falsos positivos, ya que en diversos estudios se ha
comprobado una elevada sensibilidad y especificidad al utilizar pruebas
serologicas sobre todo cuando se cuenta con reactivos, antigenos y
anticuerpos de alta calidad (Klimentzou et al., 2006; Eamsobhana et al.,
2004). Asimismo, un factor que influye en el reconocimiento del antigeno por
parte de los anticuerpos es el estado en el que se encuentre dicho antigeno,
si esta denaturado o no, ya que los anticuerpos se unen a éstos dependiendo
de la conformacion que presenten y si los epitopes que reconocen los
anticuerpos no estan disponibles pueda que no se presente el

reconocimiento y unién del antigeno al anticuerpo (Kaba et al., 2003).

Otra posible causa para este resultado podria ser que las larvas provenientes
de la cria y utilizadas como control negativo podrian presentar una infeccion
latente con un granulovirus asintomatico cuyas proteinas pudieron reaccionar
con el anticuerpo y dar positivo en la prueba de Dot blot. En algunas
investigaciones han reportado la presencia de este tipo de infecciones, como
es el caso de Hughes y colaboradores (1994), quienes encontraron en una
cria de insectos de Mamestra brassicae (Lepidoptera: Noctuidae) una
infeccién latente con baculovirus y demostraron, mediante una prueba de
PCR, que este virus latente se encontraba durante todo el ciclo de vida del
insecto, incluyendo huevos y los estados de larva, pupa y adulto. Cossentine
y colaboradores (2005), también detectaron la presencia de un granulovirus

en la cria de insectos de Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae) al
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realizar una prueba de PCR, sin embargo, los sintomas tipicos de la infeccion

viral no eran frecuentes al igual que la presencia de larvas muertas.

Steinitz y colaboradores (1991) y Bosompem y colaboradores (1995) (citados
por Llames et al., 1999) afirman que la prueba de Dot blot permite el uso de
antigenos no purificados que al igual que los antigenos puros reaccionan con
los anticuerpos, lo cual es de gran ayuda al momento de realizar la
busqueda de nuevas cepas de granulovirus porque facilita la comprobacién
de la presencia de infeccion en las larvas sin necesidad de hacer otro tipo de
pruebas mas dispendiosas. Ademas, la implementacion de este tipo de
técnicas la han venido realizando diferentes investigadores para el
diagndstico de enfermedades en humanos y animales obteniendo muy
buenos resultados (Eamsobhana et al., 2004; Nadala y Loh, 2000; Llames et
al., 1999; Abdelmagid et al., 1998).

Al comparar los anticuerpos producidos en gallina con los producidos en
conejo, en relacion con la intensidad del color desarrollado una vez se
adiciond la solucion reveladora, se observdé una mayor reaccion de las IgY
(gallina) con el virus, lo que se evidencid en una coloracion violeta mas
intensa (Fig. 10) en comparacion con la obtenida con las IgG (conejo) que
produjeron una coloracién mas tenue (Fig. 11). Este resultado posiblemente
se debié a una mayor afinidad por el antigeno por parte de los anticuerpos
producidos en gallina en comparacién con los producidos en conejo (Roitt,
2003), considerando que la concentracion de antigeno (granulovirus del
Peru) era la misma en los dos casos y entre mayor afinidad tenga el
anticuerpo por el antigeno puede reconocer menores concentraciones de

éste (Klimentzou et al., 2006).

Esta mayor afinidad de los anticuerpos de gallina en comparacién con los de

conejo ha sido reportada por otros autores como Klimentzou y colaboradores
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(2006), quienes produjeron anticuerpos policlonales tanto en gallina como en
conejo contra un polipéptido de mamiferos asociado con la muerte celular y
que cuenta con una baja inmunogenicidad y anticuerpos policlonales contra
este mismo polipéptido asociado a una proteina que le confiere una mayor
inmunogenicidad, esto con el fin de evaluar que sistema de produccién era
mas eficiente. En dicho trabajo se encontré6 que los anticuerpos tipo IgY
presentaron un titulo y una afinidad mayor por el antigeno en comparacion
con los anticuerpos tipo 1gG, lo cual puede ser atribuido a diferencias en los
epitopes del antigeno que son reconocidos por los linfocitos B tanto de la

gallina como del conejo.

Granulovirus

Hemolinfa L. sana

Figura 10. Dot blot de afinidad de las IgY por el antigeno

Granulovirus

Hemolinfa L. sana

Figura 11. Dot blot de afinidad de las IgG por el antigeno
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6.7 Reconocimiento de la proteina antigénica viral

Con miras a determinar las proteinas reconocidas por los anticuerpos
producidos tanto a partir de gallina como de conejo se realizé una prueba de
Western blot. Una vez realizada la electroforesis de tipo SDS-PAGE, la
electrotransferencia a un papel de nitrocelulosa y el tratamiento con los
diferentes anticuerpos, se pudo observar una mayor afinidad de los
anticuerpos IgY e IgG a una proteina de aproximadamente 30 KDa que
corresponderia a la granulina que como se menciond anteriormente es la
proteina que se encuentra en mayor proporcidon en los granulovirus,
comprobando asi que la granulina posee propiedades antigénicas que

permiten el desarrollo de una respuesta inmune (Fig. 12y 13).

Los resultados obtenidos con esta técnica fueron satisfactorios, considerando
que en algunos casos como lo reportan Klimentzou y colaboradores (2006),
no se logra transferir la proteina de interés a la membrana de nitrocelulosa
aunque se modifique la metodologia, cambiando las condiciones de la
electrotransferencia o la membrana utilizada, en el presente trabajo, las
proteinas se transfirieron correctamente a la membrana para su posterior

evaluacion.

Sin embargo, tanto con las IgY como con las IgG se observaron otras bandas
en la membrana que corresponden a proteinas de mayor peso molecular, es
decir, que los anticuerpos muy posiblemente estan reconociendo proteinas
larvales ya que esta prueba se montd con el macerado de larvas infectadas
con las diferentes cepas de granulovirus, tanto las cepas nativas como la del
Perd y no con virus purificado. Este posible reconocimiento de proteinas
larvales coincide con lo observado en el Dot blot ya que en esta prueba
también hubo una reaccion de los anticuerpos con el control negativo que

correspondia a la hemolinfa de una larva sana.
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Figura 12. Membrana de nitrocelulosa de la prueba de Western blot para los
anticuerpos obtenidos a partir de gallina.

Figura 13. Membrana de nitrocelulosa de la prueba de Western blot para los

anticuerpos obtenidos a partir de conejo.
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De igual forma, es posible que los anticuerpos estén reconociendo otras
proteinas del virus diferentes a la granulina, ya que se trabajé con el virus
completo y no con la granulina purificada. Segun Caballero y colaboradores
(2001), cuando la electroforesis se realiza a partir de viriones aparecen entre
15 y 25 bandas de polipéptidos de intensidad variable y pesos comprendidos
entre 12 y 100 KDa, lo que indica que la particula viral tiene varias proteinas
para las cuales también podrian haberse generado anticuerpos de

reconocimiento.

Los anticuerpos producidos contra el granulovirus del Peru reconocieron y se
unieron efectivamente a este antigeno, sin embargo, también se unieron a
los aislamientos nativos ya que en estos se observd la misma banda de
aproximadamente 30 KDa, lo cual podria indicar la presencia de granulina en
las suspensiones y por lo tanto, se podria sugerir que estos aislamientos
provenientes de diferentes zonas productoras de papa en el pais,
corresponden efectivamente a granulovirus. Esto es posible puesto que en
muchas ocasiones se producen anticuerpos contra un antigeno que es
homologo al antigeno de interés pero que no se puede aislar o purificar con
facilidad (De et al., 1999), o como en este caso que se buscaban anticuerpos
que reconocieran una proteina en comun, consiguiendo una reaccién que

facilita el trabajo con el antigeno problema.

En ocasiones los anticuerpos producidos contra un antigeno presentan
reacciones inespecificas al reconocer un antigeno diferente, como
describieron Kniel y colaboradores (2004), quienes produjeron anticuerpos
contra una proteina recombinante de 40 KDa (rCVP40) y al realizar una
prueba de Western blot encontraron que estos anticuerpos no sodlo
reconocian la proteina recombinante sino también la proteina nativa de 40

KDa y ademas reaccionaban con otra proteina nativa de 30 KDa, la cual no
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pudieron relacionar con el antigeno de 40 KDa con el cual se produjeron los

anticuerpos.

Para obtener anticuerpos policlonales de mayor afinidad se podria trabajar
unicamente con la granulina como antigeno, ya que ésta es la proteina que
se encuentra en mayor proporcion en los granulovirus y asi se evitaria la
produccion de anticuerpos contra otras proteinas que generan
inespecificidad. Ademas, la utilizacién de proteinas virales individuales como
antigeno ha tomado gran importancia en la evaluacion de la respuesta
inmune en diferentes enfermedades e infecciones (Li et al., 2006; Kniel et al.,
2004; Parola et al., 2003; Kaba et al., 2003; lwanaga et al,. 2002; Abdelmagid
et al., 1998). Sin embargo, en algunos trabajos se ha logrado obtener
anticuerpos policlonales utilizando como antigeno particulas virales
completas, las cuales no generan reacciones inespecificas. Tal es el caso de
Nadala y Loh (2000), quienes inocularon en conejo un virus completo
purificado para la produccién de un antisuero con el fin detectar dicho virus

en camarones sin presentarse reacciones inespecificas ni falsos positivos.

Para poder definir si la presencia de estas bandas de pesos moleculares
mayores es debida al reconocimiento de proteinas larvales o de proteinas
virales diferentes a la granulina, es necesario montar una nueva prueba de
Western blot en la que se incluya el macerado de una larva sana y virus puro
para determinar si los anticuerpos reaccionan con estos y se producen

nuevamente dichas bandas.
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6.8 Titulacion de anticuerpos mediante prueba de ELISA

Las concentraciones optimas de trabajo tanto para el antigeno como para los
anticuerpos se determinaron mediante pruebas de ELISA. Estas
concentraciones se utilizaran para pruebas futuras con miras a reducir el
desperdicio de material y evitando falsos negativos. Para definir cuales eran
las concentraciones Optimas de antigeno para llevar a cabo el recubrimiento
de la placa, se realizé la prueba de Criss-cross tanto para los anticuerpos
producidos en gallina como para los producidos en conejo (Fig. 14 y 15).
Esta prueba suele utilizarse para optimizar la utilizacion de reactivos
biolégicos como antigenos, anticuerpos y conjugados cuando se
estandarizan pruebas de ELISA (Ruelas y Rosadio, 1999).
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Figura 14. Criss-cross para los anticuerpos producidos en gallina
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Figura 15. Criss-cross para los anticuerpos producidos en conejo

Las concentraciones de virus utilizadas en la prueba de Criss-cross para los
anticuerpos producidos en gallina, desde 25 ng de virus por ml hasta 250 ng
de virus por ml, fueron adecuadas para determinar la concentracion éptima
de recubrimiento de la placa, ya que con este rango se observé como los
valores de absorbancia aumentaban proporcionalmente a la concentracion
de virus hasta lograr estabilizarse (Fig. 16), por lo tanto, no hubo necesidad

de probar con otras concentraciones virales.

Al contrario de lo sucedido con los anticuerpos producidos en gallina, en el
Criss-cross realizado con los anticuerpos producidos en conejo, con el primer
rango de concentraciones utilizadas no se detect6 reaccion por parte de los
anticuerpos al no observarse coloracidn amarilla (producida por el p-
nitrofenilfosfato al escindir la enzima fosfatasa alcalina) al momento de
adicionar la solucién reveladora. Se probaron nuevas concentraciones para

poder determinar la concentracion 6ptima de recubrimiento para las 1gG. El
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valor adecuado de concentracion se obtuvo cuando se wusaron
concentraciones desde 8.5 ug de virus por ml hasta 16.5 ug de virus por ml,
rango a partir del cual los datos de absorbancia se estabilizaron (Fig. 17).
Como se describidé anteriormente, para poder determinar cual era la
concentracion de antigeno éptima (virus del Peru) para el recubrimiento de la
placa, se relacioné la absorbancia de diferentes suspensiones de virus con la
concentracion en ng por ml o yg por ml dependiendo del anticuerpo con el
que se trabajo (IgY o IgG). Una vez las absorbancias se mantuvieron
constantes se pudo apreciar una zona de meseta a partir de la cual se

selecciond la concentracion 6ptima de recubrimiento.

Este mismo procedimiento fue llevado a cabo por Ferriol y colaboradores
(1999), quienes buscaban la concentracion éptima de recubrimiento para la
optimizaciéon de una prueba de ELISA de tipo indirecto. Dicha prueba se
utilizaria para la cuantificacion de anticuerpos isotipo IgG anti-proteinas de
membrana externa del meningococo B en suero de individuos vacunados. En
este trabajo se determind que los valores de absorbancia aumentaban
proporcionalmente a la concentracién de recubrimiento hasta 10 pg/ml,
concentracion a partir de la cual se mantuvieron constantes y basados en
estos resultados seleccionaron 20 pg/ml como concentracion éptima de
recubrimiento, para no tomar el dato limite de la meseta. Del Campo vy
colaboradores (2002), determinaron la concentracion Optima de
recubrimiento de wun lipopolisacarido utilizado como antigeno en la
estandarizacion de una prueba de ELISA mediante esta misma metodologia
y Klimentzou y colaboradores (2006) realizaron un procedimiento similar para
titular 1gYs e IgGs contra una proteina, al relacionar la concentracion de los

anticuerpos con la absorbancia a 405 nm.

En el caso de los anticuerpos producidos en gallina, las absorbancias mas

altas se observaron a partir de la concentracion de 150 ng de virus por ml, se
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decidio entonces utilizar 200 ng de virus por ml para la sensibilizacion de las
placas para no tomar el punto que se encontraba en el limite de la meseta y
garantizar asi un recubrimiento 6ptimo (Fig. 16). Para los anticuerpos
producidos en conejo, las absorbancias mas altas se observaron a partir de
la concentracién de 12.5 ug de virus por ml y en este caso se decidié utilizar

13 ug de virus por ml para la sensibilizacion 6ptima de las placas (Fig. 17).
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Figura 16. Determinacion de la concentracién 6ptima de recubrimiento para

las IgYs
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Figura 17. Determinacion de la concentracién 6ptima de recubrimiento para

las 1gGs
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En un trabajo similar al presente, Parola y colaboradores (2003) evaluaron
anticuerpos contra la granulina del granulovirus de Epinotia aporema
(Lepidoptera: Tortricidae) y encontraron una relacion lineal entre los valores
de absorbancia a 490 nm y el incremento en la cantidad de granulina,
determinando que por encima de los 1.5 ug de granulina por ml los datos de
absorbancia formaban una meseta. Al realizar una prueba de ELISA
demostraron que los anticuerpos producidos detectaban 0.53 ng de granulina
por ml, valor menor a lo encontrado en este trabajo. Los autores sugieren
que este resultado es un avance importante ya que anteriormente otros
investigadores reportaron los niveles de anticuerpo 6ptimos de recubrimiento
entre 2.2 y 100 ng de granulina por ml. La concentracion oOptima de
recubrimiento obtenida con los anticuerpos producidos en gallina se
aproxima a este rango (200 ng/ml), ademas cabe decir que en los trabajos
descritos anteriormente se trabajo con la granulina pura y en el presente
estudio se utilizd el virus completo. Ademas, otros autores reportan
concentraciones 6ptimas de antigeno cercanas a los 200 ng/ml, lo cual indica
que la concentracién éptima de recubrimiento lograda con las IgY en el
presente trabajo se encuentra en el promedio de lo descrito por otros
investigadores (Klimentzou et al., 2006; Eamsobhana et al., 2004,
Abdelmagid et al., 1998).

Al comparar los datos de concentracion éptima obtenidos con los anticuerpos
producidos en gallina y en conejo, se puede sugerir que las IgY son mas
afines al antigeno que las IgG, ya que reconocen concentraciones menores
de virus, al reaccionar con 200 ng de virus por ml en comparacién con las
IgG que necesitan concentraciones por encima de 13 ug de virus por ml para

dar una respuesta confiable y evitar falsos negativos.

Una vez se determinaron las concentraciones optimas de antigeno para el

recubrimiento de la placa, se realizé la prueba de ELISA de titulacion para
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determinar cual era la concentracion optima de trabajo tanto para las IgY
como para las IgG (Fig. 18). Los valores de absorbancia obtenidos para
cada dilucion de anticuerpo se promediaron y las absorbancias obtenidas en
el control negativo, los cuales consistieron en IgYs purificadas de un huevo
de una gallina no inmunizada y suero de la sangre de un conejo no
inmunizado, también se promediaron y a partir de estas absorbancias se
hallé el punto de corte que fue utilizado para determinar el titulo de cada

anticuerpo con la férmula (Parola et al., 2003):

Punto de corte = promedio control negativo + 3 DS control negativo

~
Diluciones del anticuerpo

Figura 18. Titulacion para los anticuerpos obtenidos a partir de conejo

Para los anticuerpos producidos en gallina se determindé el titulo de
anticuerpos de un huevo puesto el dia 15 post-inoculacion y de un huevo
puesto el dia 30 post-inoculacion para comparar la cantidad de anticuerpos

producidos en el tiempo. El titulo encontrado fue de 1/128 tanto para las IgY
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del dia 15 como para las IgY del dia 30 post-inoculacion (Tabla 2), lo cual
indica que a los 15 dias pos-inoculacion ya se presenta un titulo
relativamente alto de anticuerpos que se mantiene después de 30 dias de la
ultima inoculacion. Este es un titulo de anticuerpos adecuado segun lo
reportado por algunos autores que utilizan cantidades similares de anticuerpo
como concentracion Optima en el desarrollo de pruebas de ELISA
(Eamsobhana et al., 2004; Ruelas y Rosadio, 1999; Abdelmagid et al., 1998).

Tabla 2. Valores de absorbancia obtenidos en la titulacién de IgYs anti-

granulovirus del Peru

Diluciones del anticuerpo de gallina

Dia de postura
1/16 | 1/32 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/2048

15 1,029 | 0,860 | 0,661 | 0,463 | 0,333 | 0,275 | 0,246 | 0,228

30 1,072 1 0,843 | 0,632 | 0,445 0,359 | 0,326 | 0,283 | 0,251

Punto de corte: 0.376

En cuanto a los anticuerpos producidos en conejo, luego de realizar la
prueba de ELISA se determind que el titulo de IgGs anti-granulovirus era de
1/1024 (Tabla 3). Este es un titulo adecuado de anticuerpos considerando
que algunos autores como Zeddam y colaboradores (1999), utilizan una
dilucion 1/1000 de anticuerpo primario para realizar una ELISA indirecta para
la deteccidn de un virus en muestras de larvas, titulo que resulta elevado en
comparacion con los valores comunmente utilizados en estas pruebas
(Eamsobhana et al., 2004; Ruelas y Rosadio, 1999; Abdelmagid et al., 1998).
Sin embargo, aunque los anticuerpos anti-granulovirus producidos en conejo
presentan un titulo elevado, la afinidad que presentan por el antigeno no es

la deseada, ya que para la deteccion del granulovirus necesitan
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concentraciones por encima de 13 ug de virus por ml y para efectos practicos

se desearia que reconocieran concentraciones virales menores.

Tabla 3. Valores de absorbancia obtenidos en la titulacion de IgGs anti-

granulovirus del Peru

Diluciondel 16 | 135 | 1/64 | 1/128 | 1/256 | 1/512 | 1/1024 | 1/2048
Anticuerpo
Absorbancia | g 7g7 | 0747 | 0,736 | 0,728 | 0,709 | 0,654 | 0,458 | 0,271
a 405 nm

Punto de corte: 0.294

6.9 Identificacion de los aislamientos nativos

Una vez se hallaron las concentraciones O6ptimas de trabajo tanto de
antigeno como de anticuerpo, se realiz6 una prueba de ELISA para
determinar si los anticuerpos producidos contra el granulovirus del Peru
reconocian los aislamientos nativos aislados de diferentes zonas productoras

de papa en el pais y para confirmar que estos correspondian a granulovirus.

Para esta prueba se trabajé unicamente con los anticuerpos producidos en
gallina, ya que presentaron una mayor afinidad por el antigeno y su
produccion y purificacion fueron menos dispendiosas en comparacion con los
anticuerpos producidos en conejo. Ademas, para los intereses del laboratorio
de Control Biolégico de CORPOICA, estos son los anticuerpos mas
apropiados para trabajar, no sélo por ser los mas faciles de producir, sino
porque al presentar mayor afinidad por el antigeno, permitirian realizar el
control de calidad del producto formulado desarrollado y la identificacién de
nuevos aislamientos de una manera rapida, mediante una prueba de ELISA
que permite detectar pequefias concentraciones de virus en las muestras, sin

necesidad de realizar otras pruebas mas dispendiosas.
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La prueba de ELISA confirmé que efectivamente los anticuerpos producidos
en gallina contra el granulovirus del Peru reconocieron y se unieron a los
aislamientos nativos (Fig. 19, columnas 1 a la 5), ya que se obtuvo una
reaccion positiva evidenciada por la produccién de color amarillo y la lectura
de las absorbancias (Anexo Xll) que se encontraban por encima del punto de
corte que se determin6 anteriormente para hallar el titulo de anticuerpos, el
cual corresponde a una absorbancia de 0.376 lo que determina la positividad

de la prueba.

Las absorbancias leidas en las tres repeticiones de la prueba de ELISA
muestran para el aislamiento VG001 un promedio de 1.263 cuyos datos se
encuentran dispersos alrededor de 0.088, para los aislamientos VG002,
VG003, VG004 y VG005 los promedios fueron en su orden: 1.283, 1.153,
1.061 y 1.340 cuyos datos se encuentran dispersos alrededor de 0.042,
0.075, 0.330 y 0.071, lo que demuestra que no hay gran variabilidad en los

datos entre una repeticion y otra (Tabla 4).

Tabla 4. Valores de absorbancia obtenidos en la identificacion de los

aislamientos nativos mediante la prueba de ELISA

Muestra | VG005 | VG002 | VG001 | VG004 | VG003 | Pera | NPV cria | cria | campo | campo

Pr?A”;es‘)"o 1,340 | 1,283 | 1,263 | 1,081 | 1,153 | 1,149 1,051 0,861]0,937| 0,695 | 0,948
Desviacion
otandar | 0071 | 0,042 | 0,088 | 0,330 | 0,075 [0,081]0,043]0,067 0,032 0,088 | 0,114

Ya que los promedios de las absorbancias leidas para los diferentes
aislamientos confirman el reconocimiento de éstos por parte de los
anticuerpos producidos, este resultado sugiere que dichas muestras

corresponden a granulovirus y que posiblemente los anticuerpos se unieron a
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la granulina presente en las particulas virales. El reconocimiento de la
granulina de un baculovirus con anticuerpos policlonales producidos
utilizando otra cepa del virus, es posible debido a la alta homologia de esta
proteina entre aislamientos, ya que como se ha encontrado en varios
estudios, los genes de la granulina de varios virus presentan en la secuencia
de aminoacidos un 92% de similitud (Parola et al., 2002). Ademas, en otros
trabajos se ha encontrado que los anticuerpos producidos contra un virus en
especial reconocen aislamientos de ese virus provenientes de otras zonas

geograficas (Nadala y Loh, 2000).

La identificacion de los aislamientos nativos como granulovirus es de gran
importancia ya que CORPOICA ha venido produciendo un bioplaguicida para
controlar la polilla guatemalteca de la papa Tecia solanivora, cuyo principio
activo es un virus foraneo aislado de un hospedero distinto al que se desea
controlar, por lo tanto, encontrar cepas nativas de granulovirus aisladas
directamente del organismo blanco permitira el desarrollo de un nuevo
bioplaguicida con el cual se obtendran muy posiblemente mejores resultados

de eficiencia en el control de la plaga.

Sin embargo, los resultados obtenidos indicaron que los anticuerpos
producidos también se unieron al nucleopoliedrovirus (Fig. 19, columna 7),
esto posiblemente debido a que los anticuerpos se produjeron con el virus
completo (aproximadamente 20 proteinas diferentes) y no con la granulina,
proteina que no se presenta en los nucleopoliedrovirus, y considerando que
tanto los granulovirus como los nucleopoliedrovirus comparten varias
proteinas homodlogas en la estructura del Cl, éstas podrian haber sido
reconocidas por los anticuerpos policlonales producidos (Caballero et al.,
2001). Al inmunizar los animales con el virus completo se produjeron
anticuerpos policlonales que podrian reconocer otras proteinas virales aparte

de la granulina, proteinas que también pueden estar presentes en el
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nuleopoliedrovirus ya que en todos los baculovirus la estructura basica de la
nucleocapsida es la misma. Dentro de las proteinas compartidas tanto en
granulovirus como en nucleopoliedrovirus esta el caso de una proteina
denominada factor sinérgico de la infeccién viral (VEF), la cual fue clonada
por primera vez en el granulovirus de Trichoplusia ni (Lepidoptera:
Noctuidae) (TnGV), encontrandose mas tarde genes homodlogos en los
granulovirus de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) (HaGV) vy
Pseudaletia unipuncta (Lepidoptera: Noctuidae) (PsunGV-H), asi como en el
nucleopoliedrovirus de Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae)
(LAMNPV) (Caballero et al., 2001).

Purificar la granulina del granulovirus del Peru e inocularla a los animales
para la produccion de anticuerpos policlonales podria evitar que se presente
esta reaccion cruzada con los nucleopoliedrovirus. En estudios realizados
previamente, al producir anticuerpos policlonales contra el granulovirus de
Epinotia aporema inoculando la granulina pura en conejos, no se observo
reaccion alguna entre los anticuerpos y un nucleopoliedrovirus incluido en la
evaluacion, demostrando asi que la purificacion de la granulina genera
anticuerpos mas especificos (Parola et al., 2003).

Los anticuerpos también reconocieron la hemolinfa y el macerado de larva
sana provenientes de la cria, comportamiento similar al observado
anteriormente en la prueba de Dot blot (Fig. 19, columnas 8 y 9). Para tener
otro punto de comparacién se recogieron larvas de campo que visiblemente
no presentaban infeccion, pero estas también fueron reconocidas por los
anticuerpos (Fig. 19, columnas 10 y 11). Como se menciond anteriormente,
esto podria deberse a que los anticuerpos probablemente reconocen
proteinas larvales o a que las larvas presentan una infeccién latente con un

granulovirus asintomatico.
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Figura 19. Identificacion de los aislamientos nativos por una prueba de
ELISA con anticuerpos producidos en gallina: 1) Aislamiento VG005. 2)
Aislamiento VG002. 3) Aislamiento VG001. 4) Aislamiento VG004. 5)
Aislamiento VGO003. 6) Granulovirus del Peru. 7) Nucleopoliedrovirus. 8) y 9)
Larva y hemolinfa de la cria, respectivamente. 10) y 11) Larva y hemolinfa de

campo, respectivamente. 12) Blanco.

Las formulaciones a base de baculovirus son complejas y realizar recuentos
de los cuerpos de inclusion en éstas es casi imposible por la complejidad que
esto representa, por lo tanto, la utilizacion de pruebas de ELISA para realizar
la titulacién de los virus en los procesos de produccién, asi como procesos
de identificacion, es una alternativa promisoria como se ha demostrado en
trabajos similares donde se ha obtenido una sensibilidad satisfactoria (Parola
et al., 2003; Zeddam et al., 1999).
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7. CONCLUSIONES

Se seleccion6 el sistema gallina para la produccién de anticuerpos
policlonales contra granulovirus por ser mas eficiente y menos

dispendioso para la obtencion y purificacién de los anticuerpos.

Los anticuerpos policlonales producidos tanto en gallina como en conejo

presentaron algunas reacciones inespecificas.

Se desarroll6 una ELISA tipo sandwich para la identificacion de

granulovirus.

Se confirmo6 la identidad de los aislamientos virales nativos como

granulovirus, mediante la prueba de Western blot y el ELISA desarrollado.
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8. RECOMENDACIONES

Producir los anticuerpos policlonales en gallina utilizando como antigeno

la granulina purificada.

Realizar pruebas a las larvas de la cria para determinar la presencia de

infecciones latentes por granulovirus.
Utilizar la hemolinfa de las larvas para futuras pruebas de Dot blot con
muestras de insecto y de esta forma evitar el manchado de las

membranas de nitrocelulosa.

Validar la prueba de ELISA desarrollada con los anticuerpos policlonales

producidos con granulina purificada.

Implementar la prueba de ELISA en el control de calidad del bioplaguicida

a base de baculovirus.
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10. ANEXOS

ANEXO |. Comunicacion personal

En el laboratorio de Control Biologico de CORPOICA Tibaitata se ha venido
trabajando en el desarrollo de un bioplaguicida a base de granulovirus para el
control de la polilla guatemalteca Tecia solanivora. Sin embargo, al ser la
cepa de granulovirus foranea, se llevo a cabo la busqueda y coleccion de
aislamientos nativos de virus de la granulosis a partir de larvas de Tecia
solanivora, teniendo dentro de las actividades de este proyecto la
implementacion de una metodologia para la purificacién del virus con miras a

realizar pruebas de identificacion y patogenicidad.

Julio de 2005

CARLOS ESPINEL
Investigador Laboratorio de Control Biolégico
CORPOICA-Tibaitata
Tel: 4227300 ext. 1409
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ANEXO Il. Reactivo de Bradford

Azul de coomassie 0.02g
Etanol 96% 10.4 ml
Acido fosférico 80% 31 ml
Agua destilada 250 ml

ANEXO lll. Reactivos para el Dot blot y el Western blot

1. Tampodn de transferencia

Tris HCI 24.8 nM (pH 8.3) 39
Glicina 192 nM 1449
Metanol 10% (v/v) 100 ml

Completar a un litro con agua destilada.

2. Tampodn de bloqueo

Leche descremada 50 g
Tris HCI 1 M 100 ml
EDTA 0.2% 2 ml
Tween 20 1 ml
NaCl 99
Agua destilada 897 ml

3. Tampodn de lavado

Tris HCI 1 M 200 ml
EDTA 0.2% 4 ml
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Tween 20 2ml

NaCl 18 g

Agua destilada 1794 ml

ANEXO IV. Reactivos para la prueba de ELISA

1. Tampon de lavado

PBS 400 ml
Tween 20 0.2ml

2. Tampén de bloqueo

PBS 50 ml
Leche descremada 25¢g
Tween 20 25 pl

3. Solucion reveladora

Para revelar las placas de ELISA se prepara un buffer dietanolamina al cual

se le adiciona el sustrato cromoégeno que toma un color amarillo cuando la

prueba es positiva. El buffer dietanolamina se prepara de la siguiente forma:

se toman 48.5 ml de dietanolamina, se adicionan a 500 ml de agua destilada

y se ajusta el pH a 9.8 con HCI (37%).

Para preparar la solucién reveladora se adiciona 1

tableta de p-

nitrofenilfosfato (20 mg) en 20 ml de buffer dietanolamina y se adicionan 200

ul de MgCl, 0.5 M.
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ANEXO V. Datos de concentracibn y sus correspondientes
absorbancias obtenidos en la prueba de Bradford

CONCENTRACION

DE BSA pg/ml 20 30 40 60 80
0,257 0,53 0,6 0,801 1,095
0,245 0,535 0,608 0,842 1,143
0,277 0,516 0,577 0,788 1,192
0,225 0,532 0,62 0,799 1,102
ABSORBANCIAS 0,281 0,525 0,611 0,832 1,134

0,272 0,535 0,607 0,835 1,117

0,264 0,537 0,598 0,819 1,102

0,278 0,548 0,593 0,794 1,150

0,284 0,535 0,579 0,821 1,148

0,272 0,544 0,59 0,832 1,127

ANEXO VI. Analisis estadistico de la curva de calibracion de Bradford

STATISTIX FOR WINDOWS
Unweighted Least Squares Linear Regression Of Absorbanc

PREDICTOR

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'ST P
CONSTANT 0.02712 0.01137 2.38 0.0204
CONCENTRA 0.01384 2.452E-04 56.42 0.0000
R-SQUARED 0.9821 RESID. MEAN SQUARE (MSE) 0.00246

ADJUSTED R-SQUARED 0.9818  STANDARD DEVIATION 0.04956

SOURCE DF SS MS F P

REGRESSION 1 7.81600 7.81600 3182.67 0.0000
RESIDUAL 58 0.14244 0.00246

TOTAL 59 7.95844

CASES INCLUDED 60 MISSING CASES 0
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ANEXO VII. Datos promediados de las tres lecturas de la prueba de

Elisa para la identificacion de los aislamientos nativos

VG005 | VG002 | VG001 | VG004 | VG003 Peru NPV L.cria | H. cria ’ ’ Blanco
campo | campo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1,416 | 1,442 | 1,568 | 1,270 | 1,341 | 1,293 | 1,171 | 1,017 | 1,046 | 0,808 | 1,141 | 0,127
1,488 | 1,412 | 1,405 | 1,374 | 1,344 | 1,337 | 1,240 | 1,044 | 1,090 | 0,821 | 1,091 | 0,149
1,470 | 1,426 | 1,305 | 1,248 | 1,341 | 1,339 | 1,090 | 1,031 | 1,059 | 0,829 | 1,085 | 0,088
1,375 1,318 | 1,325 | 1,305 | 1,195 | 1,270 | 1,157 | 0,932 | 1,055 | 0,844 | 1,021 | 0,108
1,400 | 1,421 | 1,330 | 0,363 | 1,198 | 1,292 | 1,125 | 0,960 | 1,032 | 0,770 | 1,264 | 0,102
1,416 | 1,376 | 1,296 | 1,265 | 1,249 | 1,251 | 1,154 | 1,007 | 1,061 | 0,886 | 0,903 | 0,107
1,988 | 1,383 | 1,362 | 1,198 | 1,154 | 1,172 | 1,173 | 0,861 | 0,977 | 0,694 | 0,968 | 0,097
1,418 | 1,354 | 1,381 | 1,328 | 1,269 | 1,107 | 1,162 | 0,900 | 1,043 | 0,772 | 0,976 | 0,088
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