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RESUMEN

Los virus influenza A son miembros de la familia Orthomyxoviridae y causan epidemias
estacionales y pandemias con alta morbilidad y mortalidad que generan grandes pérdidas

econdmicas a nivel mundial.

El genoma de los virus influenza A esta compuesto de 8 segmentos de ARN de cadena
sencilla en sentido negativo; junto con el complejo de polimerasa (PA, PB1y PB2) y la
nucleoproteina (NP), forman las ribonucleoproteinas virales (RNPs). Estas RNPs son
responsables de la replicacion y transcripcion de los genes del virus en el ndcleo de las
células infectadas. Aunque en la actualidad tenemos antivirales disponibles que se
dirigen al bloqueo de la diseminacién del virus, la aparicion de virus mutantes resistentes
plantea una grave limitacion para su uso generalizado. Por lo tanto, la ausencia de una
vacuna universal y la rapida aparicion de cepas resistentes a los antivirales disponibles,
ha generado interés por profundizar sobre los factores virales involucrados en la
modulacién de la respuesta inmune que pudieran ser utilizados como potencial blanco

terapéutico.

Evidencias sugieren que la proteina de exportacion nuclear (NEP) del virus influenza A,
gue causo el brote pandémico en el 2009 (A/H1N1/pdm09), pudiera ser uno de los
factores virales que contribuyen a la induccién de una respuesta inmune exacerbada, por
lo tanto es importante contar con herramientas de investigacion que nos permitan realizar

estudios detallados del papel de esta proteina en la infeccién por el virus.

En un trabajo previo del Laboratorio, se genero una bateria de anticuerpos monoclonales
(AcM) especificos contra NEP del virus pandémico A/H1IN1/pdm9 (7.30, 3F10.70 y

3F10.82). La inmunizacion de los ratones y la determinacion de la especificidad de los



AcM obtenidos se realiz6 con proteina NEP recombinante producida en bacteria. De esta
manera, el objetivo principal de este estudio fue el determinar la capacidad de estos AcM
para reconocer la proteina nativa sintetizada en infeccion mediante ensayos de western
blot y ELISA sobre células fijadas. Asi, células MDCK fueron infectadas in vitro con el

virus influenzaA/H1N1/pdm9 y otras cepas virales estacionales con diferente serotipo.

Los resultados obtenidos demuestran que mediante ensayos de western blot todos los
AcMs reconocen a la proteina NEP recombinante, como era de esperarse; sin embargo,
solamente el AcM 7.30 fue capaz de reconocer a NEP producida en células infectadas
con el virus pandémico y con los virus estacionales. Lo mismo sucedié en un ensayo de
ELISA sobre células infectadas con el virus pandémico. Esto indica que el AcM 7.30
reconoce un epitopo conservado de NEP entre los diferentes virus analizados, por lo que
este AcM sera de gran utilidad para estudiar en detalle la biologia de NEP en células

infectadas.

Finalmente, con los resultados obtenidos no se puede descartar aun que los AcM
3F10.70, 3F10.70.1 y 3F10.82 no reconozcan NEP producida en infeccion. Es posible
estos AcM tengan menor afinidad por NEP que el AcM 7.30 y bajo las condiciones

empleadas en este estudio no se pueda detectar su actividad.
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INTRODUCCION

Generalidades del virus

La influenza es una infeccion viral aguda de las vias respiratorias, altamente contagiosa.
Los sintomas son parecidos al del catarro comun o resfriado; sin embargo, pueden llegar
a ser graves y su inicio es generalmente abrupto. La infeccion por el virus influenza es
considerada por la OMS como un problema de salud a nivel mundial, esto debido a su
gran capacidad de generar brotes estacionales y pandemias, causando de 250 a 500 mil
muertes al afio (WHO,2013).

El virus influenza pertenece a la familia Orthomixoviridae y se divide en tres tipos: A, By
C. El virus tipo A es el de mayor interés ya que afecta a varias especies de aves y
mamiferos, incluyendo a los humanos (Kapoor y Dhama, 2014). Sin embargo, el virus
tipo B también infecta a humanos, aungue su incidencia no es tan alta como el tipo A.

Una ventaja evolutiva de los virus influenza, es su capacidad de mutar la secuencia
codificante de las proteinas externas, cambiando su composicion antigénica, provocando
la evasion del sistema inmune, por lo que la poblacién previamente infectada se vuelve
vulnerable a una nueva infeccion. Esta caracteristica es denominada deriva antigénica o
“antigenic drift”, y es el causal de que las vacunas contra el virus Influenza formuladas
con anterioridad se vuelvan obsoletas, teniendo que reformular nuevas vacunas con las
cepas circulantes anualmente generando un gasto continuo y problemas logisticos para

cubrir las necesidades de la poblacion (Nicholls, 2016).

Por otro lado, los virus influenza pueden generar virus completamente nuevos mediante
la adquisicion de genes de otras especies principalmente de virus aviares y porcinos
cuando hay coinfecciones con virus humanos. Esto resulta en una progenie viral mucho
mas virulenta para el ser humano, fenébmeno que genera la mayoria de los brotes
pandémicos que ocurren de manera ciclica cada 20 o 30 afios. Este cambio antigénico
total se conoce como “antigenic shift” y las vacunas que anualmente se producen no son

capaces de proteger contra el surgimiento de estas nuevas cepas (Nicholls, 2016).



Estructura del virus

El virus influenza A tiene una forma esférica o pleomorfa (aunque también se han
observado algunas formas filamentosas) con un diametro aproximado de 100-200 nm
(Ortin, 2006; Szewczyk, et al., 2014). La envoltura viral se origina de la membrana
plasmatica de la célula hospedera (Talledo y Zumaeta, 2009) y contiene glicoproteinas
tales como neuraminidasa (NA), hemaglutinina (HA), ademas de la proteina de la matriz
M1 que contiene el genoma viral, este se encuentra organizado en ocho segmentos de
RNA de cadena sencilla (ssSRNA) y de polaridad negativa que contiene cerca de 14,000
nucleotidos. Cada segmento de RNA esta asociado a varias moléculas de nucleoproteina
(NP) y a una RNA polimerasa (formada por varias proteinas), que en conjunto forman las
ribonucleoproteinas virales (RNPv) (Fig.1B) (Ortin, 2006; Szewczyk, et al., 2014). Dentro
del virén, también se encuentran algunas moléculas de la proteina de exportacion nuclear
(NEP), que posee diferentes funciones en la replicacion y morfogénesis viral. De manera
general cada segmento del genoma codifica para una proteina, aunque hay excepciones
(Lamb y Krug, 1996; Ortin, 2006).

Los 3 segmentos génicos mas largos (1, 2 y 3) codifican para las subunidades del
complejo de polimerasa: PB2, PB1y PA, respectivamente. El nlcleo de este se encuentra
formado por PB1 quien es responsable de llevar a cabo la replicacién. EI segmento 2
ademas de codificar para PB1, también codifica para PB1-F2 que contribuye a la
virulencia al inducir apoptosis de las células infectadas (Chen, et al., 2001), lo que
aumenta la gravedad de la neumonia secundaria (McAuley, et al., 2007). PB2 se encarga
de unir RNA con cap para posteriormente iniciar la transcripcién viral. Mientras que PA
tiene un papel importante en la replicacion del RNA viral debido a que tiene actividad de

proteasa.

El segmento 4 codifica para la HA que forma trimeros, que funcionan principalmente para
llevar a cabo la hemaglutinacion y fijacion del virus mediante la union con acido sialico
gue es receptor en la superficie de la célula hospedera, ademas genera la fusion de

membrana celular y viral (Ortin, 2006; Kapoor y Dhama, 2014).



La nucleoproteina (NP), corresponde al segmento 5 y es una proteina estructural que
cumple un papel importante en la proteccion del ARN viral debido a que se encuentran

asociados, pues rodea y envuelve cada segmento.

El segmento 6 codifica para la neuraminidasa (NA) que forma tetrdmeros, tiene actividad

enzimatica y contribuye en la liberacion de los nuevos virus (Kapoor y Dhama, 2014).

El segmento 7 codifica para las proteinas M1 y M2. La proteina M1 es el principal
componente del virion y es de gran importancia debido a que es el factor minimo para la
formacion de particulas virales, asi como su participacion en la fijacion de las RNPv,
ademas posee una sefial de localizacion nuclear (NLS) que permite su localizacion en el
ndcleo cuando comienza la infeccion, donde permite establecer interacciones con NP,
NEP y RNAv durante el ciclo de la infeccién (Ortin, 2006; Szewczyk, et al., 2014). Por
otro lado, la proteina M2 es un homotetramero en el que los monémeros estan unidos
por puentes disulfuro, tiene actividad de canal iénico activado a pH acido por lo que es
muy selectivo para protones y tiene una funcién muy importante en el ciclo de infeccion
viral (Holsinger y Lamb, 1991; Mould, et al., 2000).

Finalmente, el segmento 8, que es el mas pequefio, codifica para dos proteinas; la
proteina no estructural NS1 y NEP. NS1 inhibe la produccion del interferon, asi como el
procesamiento y la exportacion nuclear del ARNm de la célula huésped (Paterson vy
Fodor, 2012). En cuanto a NEP, se abordard mas adelante ya que es la proteina de

nuestro interés.



NEP o

Figura 1. Virus influenza A. (A) Estructura del virus Influenza A, esquematizando el genoma viral. (B)
Esquema de una RNPv, donde se puede observar claramente un segmento de ARNv asociado al complejo
de polimerasa y NP (Imagen tomada de: Schrauwen et al., 2014).



Ciclo viral

El ciclo del virus influenza, como se muestra en la figura 2, comienza cuando la HA se
adhiere a las células blanco a través de residuos de acido sidlico presentes en la
membrana celular. En mamiferos la unién se da por enlaces glicosidicos a 2,6 mientras
que en aves se unen mediante enlaces a 2,3 (Ortin, 2006; Szewczyk, et al., 2014).
Después de la union al receptor, el virus es internalizado a la célula utilizando el
mecanismo de endocitosis mediada por clatrina. Conforme maduran, estas vesiculas
reducen su pH, lo que genera un cambio conformacional en la estructura de la HA que
induce la activacién de un péptido fusogénico, fusionando la membrana del endosoma
con la membrana del virion. Concomitante a este evento, el pH bajo también activa los
canales i6nicos formados por la proteina M2, permitiendo el flujo de protones hacia el
interior de la particula viral, por lo que desestabiliza la interaccidn entre la capa proteica
de M1 con el genoma viral. De esta manera, después de la fusion de las membranas, el
genoma viral, ya libre de la interaccion con M1, es liberado al citoplasma celular (Zhirnov,
1992; Ortin, 2006).

Una vez en el citoplasma celular, el genoma viral es transportado al ntcleo donde se lleva
a cabo la transcripcion y replicacién. En el nucleo, el RNA de polaridad negativa es usado
como molde para generar los RNAs mensajeros que codifican para las diferentes
proteinas virales y como templado para llevar a cabo la sintesis de RNA gendmico viral
(Plotch, Bouloy, y Krug, 1979), en estos procesos NEP juega un papel importante. Las
protéinas externas del virus son ensambladas en la membrana celular donde reciben a
la proteina M1 asociada a los diferentes fragmentos de la ribonucloproteina viral,

provenientes del nucleo.

Los nuevos viriones se generan a partir de la membrana celular por gemacion y liberados
de la membrana celular por la accion de la NA que corta los enlaces de la HA con los
acidos sialicos celulares (O"Neill, Talon, y Palase, 1998). Las nuevas particulas virales
son liberadas para posteriormente infectar mas células y comenzar nuevamente el ciclo
(Ortin, 2006).
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Figura 2. Esquema del ciclo de replicacion del virus Influenza A. (1) Entrada del virus a la célula. (2)
Transcripcion y replicacion. (3) Regulacion de la expresion de genes. (4) Transporte y ensamble de los
componentes del virus (Imagen tomada de: Landreau, 2016).



La proteina NEP del virus influenza

La proteina NEP es codificada por el segmento viral 8, tiene un peso molecular de
aproximadamente 11-15 kDa 'y es un polipéptido de 121 aminoacidos que en un principio
se creia que no tenia funcion estructural, posteriormente se encontré que participaba en
la exportacion de RNPv del ndcleo hacia el citoplasma, asegurando asi el
empaquetamiento de estas para la formaciébn de una nueva particula viral. Las
mutaciones de NEP son las principales responsables de la adaptacién de un virus de
influenza aviar hacia un nuevo hospedero y como consecuencia permite una mejor

replicacion en células de mamiferos (Paterson y Fodor, 2012).

Propiedades bioquimicas

Como se muestra en la Figura 3 esta proteina se encuentra dividida en un dominio N-
terminal (1-53 aminoé&cidos) sensible a proteasas y un dominio C-terminal (54-121
aminodacidos) resistente a proteasas. El dominio efector fue asignado al N-terminal, pues
se encontré una secuencia de exportacion nuclear (NES) asociada con los aminoacidos
11-23, aunque aun no se tiene suficiente informacion estructural definida (O”Neill, Talon,
y Palase, 1998; Paterson y Fodor, 2012). Mientras que la estructura del dominio C-
terminal (dominio de unién a M1) consiste en dos hélices a C1 (64-85 aminoéacidos) y a
C2 (94-115 aminoacidos) conectadas por un giro interhelical, formando una horquilla
(Paterson y Fodor, 2012).

Los aminoé&cidos que forman esta proteina estan altamente conservados en las cepas de
influenza A, dando como resultado una identidad de 99,52% al 98% (Salahuddin & Khan,
2010), siendo la mejor conservada la hélice a C2 que muestra identidad del 96.3%
(Salahuddin y Khan, 2010; Paterson y Fodor, 2012).
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Figura 3. Estructura de NEP del virus influenza A
(Imagen tomada de: Paterson y Fodor, 2012)

Funcion de NEP en la infeccion

Es una proteina muy importante en cuanto al ciclo viral puesto que participa en la
regulacion de la acumulacion de ARNm, ARNc y ARNv, debido a que bajas
concentraciones de NEP podrian estimular la acumulacion del virus. Tiene un papel
relevante en la exportacion nuclear de RNPv y al parecer este proceso es dependiente
de importinas (B- importina Crm1) que asociado a su cofactor RanGTP reconocen una
NES (Paterson y Fodor, 2012). Finalmente, NEP también al proceso de liberacion viral a
través de la interaccion con la F1FO-ATPasa que esta involucrada en la gemacion de las

nuevas particulas virales.
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Figura 4. Papel de NEP en lareplicacién viral
(Imagen tomada de: Patersony Fodor, 2012).

Posible papel NEP en larespuestainmune innata

Trabajos previos (Lara-Sampablo, et al.,, 2014), demostraron que células Hela
transfectadas con NEP del virus influenza pandémico A/H1N1/Pdm/09 presentaban un
incremento del RNAm asi como la secrecion de TNFa a las 12-48 hr. También se
encontrd que el factor transcripcional NF-kB esté involucrado en esta respuesta. De esta
manera, la evidencia sugiere que ademas de su papel en la exportacion de complejos
VRNP y la regulacién de la transcripcién, NEP podria participar en la induccion de una
respuesta inmune innata exacerbada, caracteristica de las infecciones con el virus
influenza pandémico. Sin embargo, son necesarios mas estudios para corroborar esta
funcién, asi como para determinar de manera mas precisa como NEP podria estar

induciendo esta respuesta.



Anticuerpos monoclonales

En 1975, Kohler y Milstein desarrollaron la tecnologia de la generacién de hibridomas,
mediante la cual fue posible la produccién de anticuerpos monoclonales (AcM). Como se
muestra en la figura 5, esta técnica consiste en la fusion de un linfocitos B de un animal
que haya sido inmunizado previamente con el antigeno de interés, haciendo que
produzca anticuerpos especificos para este, y una célula mieloide cancerosa que
aportara su propiedad de inmortalidad. Esta célula mieloide (pareja de fusion) carece de
la enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil transferasa (HGPRT), caracteristica que es

fundamental en la seleccién de los hibridomas.

La fusion se induce utilizando polietilén glicol, los resultados pueden variar, ya que se
pueden generar hibridos como: célula de mieloma con célula de mieloma (M-M), linfocito

con linfocito (Lc-Lc) y linfocito con célula de mieloma (Lc-M) o células no fusionadas.

Para seleccionar los hibridomas de nuestro interés (Lc-M), es necesario incubar la mezcla
de células con medio que contenga hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT), logrando
asi que los hibridos Lc-Lc y los no fusionados mueran porque tienen un periodo de vida
corto, mientras que los hibridos M-M y células mieloide no fusionadas también mueran
debido a la ausencia de la enzima HGPRT, que forma parte de una de las vias de

salvacién para la sintesis de DNA.

Finalmente, ya seleccionados los hibridomas se cultivan en un medio enriquecido para
asegurar la proliferacion de estos y la produccion al medio de cultivo de los AcM. Los
AcM presentes en el medio de cultivo se purifican y se usan en diferentes ensayos

biolbgicos.

En la actualidad, los AcM son fundamentales en investigaciones biomédicas, diagnéstico
de patologias y tratamiento de enfermedades. De esta manera, es de suma importancia
la generacion de nuevos AcM que enriquezcan la disponibilidad de reactivos especificos

para la investigacion (Rojas-Espinosa, 2006).
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Figura 5. Representacidon esquematica de la obtencién de anticuerpos monoclonales.
(Imagen tomada de: Michnick y Sidhu, 2008).
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ANTECEDENTES

En nuestro Laboratorio, en colaboracion con la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla (Martinez, 2017), se generaron los
hibridomas 7.30, 3F10.70 y 3F10.82 que producen AcMs contra la proteina NEP de la
cepa de influenza pandémica A/H1IN1/pdm/09. Estos AcMs fueron obtenidos a partir de
células de bazo de un ratén BALB/c inmunizado con la proteina recombinante NEP del

virus pandémico producida en bacterias y purificada por columnas de afinidad.

Los AcMs se seleccionaron en base a ensayos de ELISA directos, donde la misma
proteina NEP que se utilizé para inmunizar el raton fue adherida a la placa de ELISA. La
posible especificidad de estos AcMs contra proteinas bacterianas residuales fue
descartada cuando se usaron las proteinas NS1 del virus influenza y VP6 de rotavirus
purificadas de la misma manera. Por medio de ensayos de Western blot, se encontr6 que
todos los AcMs reconocian 3 formas de la proteina recombinante NEP; mondémeros,

dimeros y trimeros.

Los resultados mencionados demuestran que los AcM anti-NEP reconocen a la proteina
recombinante, sin embargo, esto no asegura que los AcMs reconozcan a la proteina
nativa producida en células infectadas con el virus pandémico. También es importante
conocer si estos AcMs pueden reconocer de manera cruzada a la proteina NEP
sintetizada en células infectadas con virus estacionales circulantes. Por otro lado, para
estudios futuros sobre la biosintesis de la proteina en las células infectadas, seria
interesante determinar en cual compartimiento celular (por ejemplo: ndcleo, citosol etc)
estos anticuerpos reconocen a la proteina. Por ultimo, en trabajos futuros seria deseable
gue se definieran los epitopos especificos que reconocen cada uno de los cuatro AcMs.
Esta caracterizacion es muy importante para trabajos futuros sobre la biologia de NEP.

12



JUSTIFICACION

El virus de influenza A es un patégeno importante responsable de epidemias estacionales
y pandemias con alta morbilidad y mortalidad que generan grandes pérdidas econdmicas
a nivel mundial. La ausencia de una vacuna universal y la rapida aparicion de cepas
resistentes a los antivirales disponibles, ha generado interés por profundizar sobre los
factores virales involucrados en la modulacion de la respuesta inmune que pudieran ser
utilizados como potencial blanco terapéutico. Especialmente aquellos factores capaces
de generar una respuesta inmune inflamatoria exacerbada, ya que se ha demostrado que
un gran porcentaje de la mortalidad inducida en pacientes infectados por este virus
pudiera estar causada por este tipo de respuesta inmune (Hilleman, 2010; Castillo, et al.,
2010).

Evidencias recientes sugieren que la proteina NEP del virus influenza A, que causoé el
brote pandémico en el 2009 (A/H1N1/pdm09), pudiera ser uno de los factores virales que
contribuyen a la induccion de una respuesta inmune exacerbada, por lo tanto, es
importante contar con herramientas de investigacion que nos permitan realizar estudios
detallados del papel de esta proteina en la infeccién por el virus (Lara-Sampablo, et al.,
2014).

En un estudio previo se generd una bateria de AcMs especificos contra NEP del virus
pandémico A/H1N1/pdm9. La inmunizaciéon de los ratones y la determinacion de la
especificidad de los anticuerpos monoclonales obtenidos se realiz6 con proteina NEP
recombinante producida en bacterias, por lo que no se tiene la certeza si estos
anticuerpos monoclonales son capaces de reconocer la proteina producida en una
infeccion viral. De esta manera, es importante determinar si los AcMs reconocen a NEP
sintetizada en células infectadas in vitro, si esto es asi nos permitira caracterizar en mas
detalle la biosintesis y el procesamiento de NEP en la infeccion, asi como su papel en la

induccion de una respuesta inmune exacerbada.
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HIPOTESIS

Los anticuerpos monoclonales anti-NEP reconoceran a la proteina sintetizada en células

infectadas con los virus influenza pandémico y estacionales.

OBJETIVOS

Objetivo general
e Caracterizar una bateria de anticuerpos monoclonales especificos para la proteina

NEP del virus influenza A.

Objetivos especificos

e Determinar el isotipo de los anticuerpos

e Determinar si los anticuerpos reconocen a la proteina sintetizada en células

infectadas con el virus influenza pandémico A/H1IN1/ Pdm/ 09.

e Determinar si los anticuerpos reconocen de manera cruzada a NEP de células

infectadas con virus influenza estacionales.
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MATERIALES Y METODOS
Isotipificacion de los anticuerpos monoclonales

El isotipo de los anticuerpos monoclonales se determin6 por medio de ELISA usando un
kit comercial de InvitroGen, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para esto,
sobrenadantes de cultivo de los diferentes hibridomas a evaluar fueron diluidos 1:50 en
TBS (50 mM Tris, 150 mM NaCl; pH 7.4) y 50 pL de la dilucién adicionados a placas de
96 pozos precargadas con anticuerpos especificos para los isotipos de raton IgG1, IgG2a,
IgG2b, IgG3, IgM e IgA y contra las cadenas ligeras K y A. Después de 30 min de
incubacion a temperatura ambiente (TA), los pozos se lavaron 3 veces con buffer de
lavado y se adicionaron 50 pL de una mezcla de anticuerpos policlonales contra IgG, IgM
e IgA marcados con peroxidasa. Después de 1 h de incubacién a TA, los pozos se lavaron
3 veces con buffer de lavado, se adicionaron 75 pL del substrato TMB y se incub6 por 5-
15 min a TA. La reaccion se par6 con 75 pL de H2SO4 2 M y los pozos se leyeron a 450
nm en un lector de ELISA (BIOTEK).

Produccién de los anticuerpos monoclonales

La produccion de los AcM se llevo a cabo de dos maneras; mediante cultivo in vitro o por
inyeccion de los hibridomas en el peritoneo de ratones BABL/c para la generacion de

ascites rico en AcM.

Los hibridomas fueron cultivados y mantenidos in vitro en medio RPMI suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM L-glutamina, 5x10° M 2-B-mercaptoetanol (2-ME)
y 10 pg/mL de gentamicina (GIBCO) e incubados a 37 °C en una atmésfera al 5% de
COo.. Para la produccién de los AcMs, los hibridomas se adaptaron al medio CD Hybridom
(GIBCO) con concentraciones decrecientes de SFB, hasta alcanzar una concentracion
del 1%. En este momento los hibridomas fueron sembrados en 250 mL de medio en
frascos de 162 cm? (Costar), y una vez que alcanzaron una confluencia del 90% las
células se centrifugaron a 2500 rpm por 10 min a 4 °C. Se recupero el sobrenadante rico

en AcMs, se adicion0 0.02% azida de sodio y se almaceno a -80 °C hasta su uso.
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Para la produccién de ascites, ratones BALB/c hembras de 6 a 8 semanas de nacidos
fueron inyectados con 0.5 mL de Pristane (Sigma). Siete dias después, de 3.5 a 4 x10°
células del hibribridoma de interés fueron colectadas, centrifugadas a 1,200 rpm por 10
min a 4 °C, resuspendidas en 0.5 mL de PBS e inoculadas intraperitonealmente (i.p.).
Después de 15 a 20 dias, se extrajo el liquido ascitico por medio de la introduccion i.p.
de una aguja con un bisel de 18G. El liquido fue colectado en un tubo de 15 mL (Costar)
y centrifugado a 5,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Se retird la capa superior de grasa y el

liquido ascitico se almacen6 -80 °C hasta su uso.

Purificacion de los AcMs

La purificacion de los AcMs se llevd a cabo por cromatografia de afinidad usando un
cartucho de 5 mL de proteina G (High trap; General Electric). El cartucho se equilibré con
un buffer de fosfatos (20 mM fosfato de sodio; pH 7.0) y el sobrendante rico en AcM se
paso de 2 a 3 veces por el cartucho. Posteriormente, se lavé con el buffer de fosfatos y
el AcM capturado por la proteina G se eluy6 con 2-5 volimenes de glicina 100 mM (pH
2.7). Se colectaron fracciones de 1 mL en tubos de ensayo de vidrio conteniendo 50 pL
de buffer de neutralizacion (1.0 M Tris; pH 9), y se ley6 la absorbancia a 280 nm de cada
fraccion en un lector de celdas. Se graficaron los valores de absorbancia y las fracciones
gue presentaron la mayor concentracién de proteinas se combinaron y se concentraron
por centrifugacion en filtros amicon con membranas de 30 kDa, A la muestra final se le
se adicion6 0.02% de azida de sodio y se almacenaron alicuotas a -20 °C hasta su uso.
Para la purificacion de AcM a partir de ascites, se siguié el mismo protocolo con la

diferencia que de 1 a 2 mL del ascites fue diluido 1:10 con el buffer de fosfatos.

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de las proteinas se realizo por el método del acido bicinconinico (BCA,;
Pierce), siguiendo las instrucciones del fabricante. En placas de 96 pozos de fondo plano
(Costar) se adicionaron 25 pL por duplicado de albumina de suero bovina (BSA; Sigma)
en PBS en concentraciones decrecientes de 60 pg a 5 pg, para establecer la curva de

referencia. Para las muestras problema se adicionaron de 5 a 10 pL a 20 o 15 pL,
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respectivamente, de PBS. Posteriormente, a todas las muestras se les adicionaron 200
puL de una mezcla del reactivo A con reactivo B en un radio de 50:1 y se incub6 por 30
min a 37 "C. Al término de la incubacion, la placa se dejo reposar a TA y la absorbancia

se leyo6 en un lector de microplacas a 562 nm.

Virus

Para la infeccion de las células se usaron lisados de células epiteliales MDCK de rifién
de perro infectadas con los virus influenza estacionales A/H3N2/NT/60/6 y A/HIN1/New
Caledonia/20/99 o el virus pandémico A/H1N1/ Pdm/ 09. Los tres lisados virales tuvieron

un titulo de 1600 unidades de hemaglutinacion (UHA) por mL

Proteina NEP recombinante

La proteina NEP recombinante, del virus influenza pandémico A/H1IN1/ Pdm/ 09, fue
purificada a partir de cuerpos de inclusion de bacterias transformadas con el plasmido
pQE-80L que dirige la sintesis de NEP con 6-His (Martinez, 2017. Se purifico por medio
de columnas de Niguel, se determiné la concentracion de proteina por el método de BCA

y se almacend a -20 °C en alicuotas hasta su uso.

Lisados de células infectadas con el virus influenza

Cien mil células MDCK se sembraron en placas de 24 pozos con medio DMEM alto en
glucosa (GIBCO) suplementado con 2% de SFB, 2mM de L-glutamina, 100 U/ml de
penicilina/100 pg/ml de estreptomicina y se incubaron por 24 h a 37 °C en una atmosfera
al 5 % de CO2. Una vez que alcanzaron un 90% de confluencia las células se infectaron
con los virus influenza estacionales A/H1N1/NewCaledonia/20/99, A/H3N2/NT/60/68 o el
virus pandémico A/HIN1/ Pdm/ 09 a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 5 y una
concentracion de tripsina TPCK (Sigma) de 1 ug/mL. Después de 16 hr de incubacion, se
adicionaron a los pozos 1 mL de buffer de lisis (10 mM Hepes, 1.5 mM MgCl, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 0.5% Tritdn y cocktail de inhibidores de proteasas Mini

Roche; pH 7.2) y se mantuvieron en hielo por 30 min agitandose cada 10 min.
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Posteriormente, se centrifugaron a 13,000 rpm por 15 min a 4°C y se recuperd el
sobrenadante. Se hicieron alicuotas de 50 pL a una concentracion final de 800 pg/ml de
proteina y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Como control negativo, se realizaron

lisados de células no infectadas.

Electroforesis SDS-PAGE

El analisis de las proteinas por SDS-PAGE se realizé en geles de acrilamida a la
concentracion indicada en cada experimento. Para esto, las muestras de proteinas se
mezclaron con buffer de carga (35 mM de Tris pH 6.8, 2% SDS, 5% v/v glicerol y 0.1%
de azul de bromofenol) en un volumen final de 20 pl, se hirvieron por 5 min, se enfriaron
en hielo y se cargaron en los diferentes pocillos del gel. En algunos casos se adicioné
1% de 2-B-mercapto etanol (2-ME) para reducir las muestras. Como control de corrida se
utilizaron 4 pl de una mezcla de marcadores de peso molecular con un rango de 250-10
KDa (Fermentas). Las proteinas se corrieron aplicando una corriente inicial de 5 mAmp
por 5 min y posteriormente de 20 mAmp por 60-80 minutos. Al término de la corrida el gel
fue colocado en una solucion fijadora (50% metanol, 10% &acido acético) por 20 min.
Finalmente, el gel fue teflido con una solucién de azul de Coomassie (50 % metanol,
0.05% p/v azul de Coomassie R-250 y 10 % de &cido acético) por 1 hr. El exceso de
tincion fue eliminado por agitacion en una solucién de 10 % de acido acético. Finalmente,

el gel fue escaneado en una impresora multifuncional para su almacenamiento digital.

Western Blot

Proteinas totales de los lisados celulares se resolvieron en geles de acrilamida (SDS-
PAGE) a la concentracion indicada en cada experimento. Al término de la electroforesis,
las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (PerkinElmer) en una
camara de transferencia (Biorad). El gel y la membrana fueron embebidos en un buffer
de transferencia (34 mM Tris, 276 mM Glicinay 162 ml de etanol absoluto por cada 700ml
de buffer) y se aplicé una corriente de 200 mAmp por 1 hr. Al término de la transferencia,
la membrana de nitrocelulosa se bloque6 con buffer de bloqueo (PBS, Tween 0.05%, y
10% de leche en polvo descremada Carnation) por 20 min a TA. Posteriormente, se
realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con PBS/Tween 0.05% y se agregaron los AcMs
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anti-NEP o anti-M1 de influenza (ATCC; HB64) a la concentracion apropiada, en soluciéon
de bloqueo con 0.02% de azida de sodio y se dejaron incubando toda la noche a 4 °C en
agitacion constante. Al dia siguiente, la membrana se lavo y se incubé en agitacion por 1
hr a TA con un segundo anticuerpo cabra anti-lgG de raton- HRP (Jackson), en solucion
de bloqueo. La membrana se lavo y se adicionarén 300 ul de Luminol (PerkinElmer) més

300 ul de solucion oxidativa y se capturo la sefal en el equipo Odyssey Fc (LI-COR).

El anticuerpo policlonal de conejo contra NEP generado contra el virus influenza A/Puerto
Rico/8/1934(H1N1) (GeneTex), fue usado a una dilucién de 1:1000 en buffer de bloqueo
seguido de un anticuerpo policlonal de cabra contra IgG de conejo-HRP (ZYMAX),

siguiendo el protocolo arriba mencionado.

En algunos casos la membrana usada para western blot fue tratada con una solucion de
extraccion (25 mM glicina-HCI, 1% SDS; pH 2) para eliminar los anticuerpos enlazados a

esta y poder reprobarla con otros anticuerpos.

ELISA sobre células infectadas

Se sembraron 1x10* células MDCK en placas de 96 pozos en medio de cultivo DMEM
suplementado con 2% de SFB, glutamina y penicilina/estreptomicina y se incubaron por
48 h a 37 °C en una atmésfera con 5% de CO2. Posteriormente, las células fueron
infectadas el virus influenza pandémico A/H1IN1/ Pdm/ 09 a una MOI de 5. Para esto, las
células fueron lavadas 2 veces con medio DMEM sin suero e infectadas en un volumen
final de 50 pL con 1 pg/ml de tripsina TPCK. Al término de la incubacion, el inoculo fue
retirado y se agregaron 100 pL de medio DMEM sin suero con 1 pg/mL de tripsina TPCK
y las células se incubaron por 16 h. Al término de la incubacion, las células fueron fijadas
adicionando 100 pL de paraformaldehido al 4% por 10 min a TA. Posteriormente, se
realizaron 2 lavados con PBS y las células se permeabilizaron con 50 pL de una mezcla
fria de metanol- acetona 1:1y se incub6 por 20 min a TA. Las células se lavaron 3 veces
con PBS y la presencia de proteinas virales se determin6é por medio de ELISA usando
diferentes AcM. Como control negativo de reconocimiento de los AcM, se usaron células

sin infectar pero que fueron sometidas al mismo protocolo descrito arriba.
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Se adicionaron por duplicados 50 pL de diluciones seriadas de los AcM purificados anti-
NEP 7.30, 3F10.70, 3F10.70.1 o 3F10.82 en buffer bloqueador (PBS, 0.05% Tween-20y
5% de leche en polvo descremada) y se incubd por 1 hr a 37°C. Como control positivo,
se us6 un AcM anti-M1 especifico contra influenza a una concentracion de 5 pg/mL. La
placa se lavo 3 veces con PBS, se adicionaron 50 pL de un anticuerpo policlonal de cabra
contra Ig’s totales de raton-HRP (ZYMEX) diluido 1:1500 en buffer de bloqueo y se incubd
por 1 hr a 37°C. Posteriormente, la placa se lavd 3 veces con PBS y se agregaron 50 pL
de buffer citratos-fosfatos (51.4 mM &cido citrico y 24.3 mM de fosfato de sodio) con 2
pL/mL H202 (30%; Sigma) y de 0.4 mg/mL de sustrato (orto-fenildiamina; Sigma),
incubandose por 10-15 min a TA. La reaccion se paré adicionando 50 pyL de H2SO4 2 M

y la absorbancia se ley6 en un lector de ELISA a 492 nm (BIOTEK).

20



RESULTADOS

Determinacion del isotipo de los anticuerpos monoclonales

Conocer el isotipo de los AcM es importante para el disefio apropiado de diferentes
metodologias inmunolégicas. De esta manera, el isotipo de los AcMs anti-NEP se
determind por medio de un ensayo de ELISA usando un kit comercial y sobrenadantes
de cultivo de los hibridomas. Se encontré que los AcM 7.30 y 3F10.82 son de isotipo IgG1
con cadena ligera k. Sin embargo, el AcM 3F10.70 presentd un isotipo predominante
IgG1, pero con sefal baja, pero detectable, para IgG2b y una cadena ligera k. Esto podria
indicar que el hibridoma 3F10.70 en realidad es una mezcla de al menos dos hibridomas
diferentes que producen anticuerpos IgG1l o IgG2b. Para explorar esta posibilidad, el
hibridoma 3F10.70 se clon6 por el método de dilucién limitante en placas de cultivo de 96
pozos sembrando 1 célula/pozo. Los sobrenadantes de los hibridomas que crecieron se
colectaron y su especificidad se analiz6 por medio de un ensayo de ELISA, usando la
proteina NEP recombinante como antigeno. Se obtuvieron dos clonas capaces de
reconocer NEP (datos no mostrados), las cuales se denominaron 3F10.70.1 y 3F10.70.6.
Al igual que el AcM producido por el hibridoma madre 3F10.70, los anticuerpos
producidos por las clonas mostraron una sefal predominante para IgG1l y una sefial
menor para lgG2b. Este resultado sugiere que no existe mezcla de clonas que secretan
anticuerpos con diferentes isotipos, sino que el AcM 3F10.70 y sus clonas son del isotipo

IgG1 con una ligera reaccion cruzada para el isotipo 1gG2b.

Produccién y purificacion de los anticuerpos monoclonales

La produccion de los AcM se llevé a cabo de dos maneras; por cultivo in vitro de los
hibridomas en medio CD Hybridom con 1 % de SFB o por inyeccion de los hibridomas en
el peritoneo de ratones BABL/c para la produccion de ascites rico en AcM. En ambos

métodos de produccion, los AcMs fueron purificados por columnas de proteina G.

Los AcMs 7.30 y 3F10.70.1 fueron purificados a partir de sobrenadantes de cultivo y los

AcMs 3F10.70 y 3F10.82 a partir de ascites. Como se puede observar en la figura 6, en
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la purificacion de los diferentes AcMs se colectaron de 20 a 25 fracciones y se
seleccionaron aquellas fracciones con la mayor absorbancia a 280 nm. Las fracciones
seleccionadas se mezclaron y se concentraron en filtros amicon con un poro de 30 kDa.
La cantidad final de los AcMs purificados se cuantific6 por el método de BCA,
obteniéndose los siguientes resultados; 7.30 0.518 mg, 3F10.70 1.77 mg, 3F10.70.1 5.44
mg y 3F10.82 0.645 mg.

7.30 3F 10.70
0.400 0.600
0.350 0.525
0.300 0450
0375

g 0.200 \; 0.300
2 0.150 < 0225
0.100 0.150
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0050 01 7 8 810111213141516171819202122232425262728 012345678 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Fracciones Fracciones
3F 10.70.1 3F 10.82
2560 0.600
2240 0525
1.920 0.450
'g 1600 E 0.375
o, 1280 < 0300
< 0960 2 0225

0.640 0.150
0320 0.075

0.000 0.000
012345678 910111213141516171819202122232425262728 012345678 910111213141516171819202122232425262728

Fracciones Fracciones

Figura 6. Representacion grafica de la purificacion de anticuerpos monoclonales. Absorbancia de
las fracciones obtenidas al pasar los sobrenadantes por la columna de proteina G.

Para verificar la pureza de los AcM, estos se resolvieron en un gel de acrilamida al 12%
en condiciones reducidas y teflido con azul de Coomassie. En la figura 7 se muestra un
gel representativo con los AcMs 7.30 y 3F10.1, Se observé que ambos anticuerpos
generaron una banda de aproximadamente 50 kDa, correspondiente a la cadena pesada
y otra banda de aproximadamente 24 kDa para el AcM 7.30 y de 28 kDa para el AcM
3F10.70.1, correspondiente a la cadena ligera. En ningun caso se observaron bandas
contaminantes de importancia, lo que indica que los AcM tuvieron un alto nivel de pureza.
Resultados simulares al mostrado por el AcM 3F10.70.1 se obtuvieron con los AcMs
3F10.70 y 3F10.82. Los AcMs purificados fueron usados en los diferentes experimentos

a lo largo de este estudio.
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Figura 7. Gel de acrilamida SDS-PAGE al 12 % donde se muestran los AcM 3F 10.70 y 7.30. Se
cargaron los ug de proteina indicados y se corrieron en condiciones reductoras. A la izquierda en el primer
carril se muestran los marcadores de peso molecular (PM). El gel fue fijado y tefiido con azul de
Commassie.

Reconocimiento de NEP producido en infeccion por los AcMs en un ensayo
de Western blot

Para generar los AcMs ratones BALB/c fueron inoculados con la proteina NEP
recombinante (producida en bacteria) y para determinar la especificidad de los AcM se
realizaron ensayos de ELISA usando la misma proteina recombinante como antigeno
(Martinez, 2017). De esta manera, era importante determinar si estos AcM son capaces
de reconocer NEP nativa, esto es, sintetizada en una infeccién, para estudios futuros de
la biologia de NEP en el ciclo infeccioso del virus influenza. Por otro lado, la proteina NEP
empleada para generar los AcM proviene del virus influenza A/H1IN1/Pdm/09, por lo que
también era importante determinar si los AcM pueden reconocer NEP proveniente de

otros serotipos virales
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Asi, células MDCK fueron infectadas con el virus pandémico A/H1N1/Pdm/09 o con los
virus estacionales A/H1N1/NewCaledonia/20/99 o A/H3N2/NT/60/68. Como control, se
usaron células sin infectar. Después de 24 h de infeccion, las células fueron colectadas,

lisadas y la concentracién de proteina en cada lisado analizado por el método de BCA.

Para determinar la integridad de las proteinas en los lisados, se corrio un gel de
acrilamida SDS-PAGE al 11 % con 6 pg de proteina por cada lisado en condiciones
desnaturalizantes y no reductoras, el gel se fijé y se tifio con azul de Coomassie. Como
se puede observar en la figura 8, no se detectaron diferencias en las bandas de proteinas
sintetizadas entre el lisado de células no infectadas y las infectadas. Esto nos indica que
posiblemente la infeccién no fue tan potente a las 24 h como para evidenciar un cambio
en el patron de las proteinas predominantemente sintetizadas.
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Figura 8. Gel de acrilamida SDS-PAGE al 11 % donde se muestran las proteinas de los lisados
celulares. Se cargaron 6 pg de proteina de lisados celulares sin infectar o infectados con diferentes cepas
de virus influenzay se corrieron en condiciones desnaturalizantes no reductoras. A la izquierda se muestran
los marcadores de peso molecular (PM). El gel se fijé y tifié con azul de Commassie.
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Para determinar que efectivamente las células fueron infectadas se realizé en ensayo de
Western blot usando un anticuerpo policlonal de conejo especifico contra el virus
influenza hecho en el laboratorio. Se corrieron los lisados en un gel de acrilamida SDS-
PAGE al 12 % y las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La
membrana fue incubada con el anticuerpo policlonal anti-influenza, seguido del
anticuerpo policlonal de cabra anti-IgG de conejo conjugado a HRP. Como se puede
observar en la figura 9, los lisados de las células infectadas presentaron varias bandas
especificas que no se observan en el lisado sin infectar que corresponden a las proteinas
mayoritarias del virus influenza; como HA (70 KDa), NP (55 KDa), M1 (27 KDa) y M2 (17
KDa). Es importante sefialar que este anticuerpo policlonal reconociéo HA de los virus
estacionales, pero no del pandémico A/HIN1/Pdm/09. Esto se puede deber a que el
anticuerpo policlonal se genero contra los virus estacionales
A/HIN1/NewCaledonia/20/99 y A/H3N2/NT/60/68 y es sabido que la HA del virus
pandémico es totalmente diferente al de los virus estacionales. Las otras proteinas (NP,
M1 y M2) estan altamente conservadas en los 3 serotipos utilizados por lo que era de

esperarse que este anticuerpo policlonal las reconociera.

<+—— Hemaglutinina (70 kDa)

«—— NP (55 kDa)

<«—— M1 (27 kDa)
«—— M2 (17 kDa)

Figura 9. Western blot de lisados celulares donde se muestran las proteinas virales. Se cargaron 7
Mg de proteina total de lisados en un gel de acrilamida SDS-PAGE al 12 % en condiciones no reductoras y
las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fuer incubada con un
anticuerpo policlonal de conejo contra virus influenza, seguido de un anticuerpo policlonal de cabra anti-
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IgG de conejo acoplado a peroxidasa. Las membranas se revelaron con Luminol. A la izquierda se muestran
los marcadores de peso molecular (PM).

El resultado anterior corrobora que las células realmente estaban infectadas con los
diferentes virus, por lo que se procedio a determinar si los AcM podian reconocer el NEP
del virus pandémico y de los otros dos virus estacionales. Primeramente, se realizé un
western blot para evaluar la especificidad del anticuerpo policlonal de conejo anti-NEP
comercial, con la finalidad de usarlo como control positivo en todos los analisis de western
blot. Asi, se corrié un gel de acrilamida al 15% con los lisados de las células sin infectar
e infectadas con los tres diferentes virus y con la proteina recombinante NEP purificada.
Se encontré que el anticuerpo policlonal anti-NEP no reconoci6 proteina de ningun virus,
pero si reconocio dos bandas predominantes de la la proteina NEP recombinante (Figura
10); una de 12 kDa y otra de 24 kDa, que muy probablemente corresponden a
monomeros y dimeros de la proteina. Este resultado fue inesperado ya que en la hoja
técnica del producto se indica que el anticuerpo policlonal reconoce la proteina NEP
sintetizada en una infeccion. De esta manera, el anticuerpo policlonal no pudo ser

utilizado como control positivo en este trabajo.
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Figura 10. Western blot que muestra la especificidad de un anticuerpo policlonal comercial de
conejo contra NEP del virus influenza. Se cargaron 7 ug de proteina total de lisados o 2 pg d NEP
recombinante en un gel de acrilamida SDS-PAGE al 15% en condiciones no reductoras y las proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fue incubada con un anticuerpo
policlonal de conejo NEP, seguido de un anticuerpo policlonal de cabra anti-lgG de conejo acoplado a
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peroxidasa. Las membranas se revelaron con Luminol. A la izquierda se muestran los marcadores de peso
molecular (PM).

Un ensayo similar se realizé usando el AcM 7.30 y revelando con un anticuerpo policlonal
de cabra contra IgG de ratén. En este caso el AcM 7.30 si reconocié una banda de
aproximadamente 25 kDa en los lisados de las células infectadas con los tres virus
(Figura 11). Asimismo, también reconocio, al igual que el anticuerpo policlonal anti-NEP,
el monémero y dimero de 14 y 28 kDa, respectivamente, de la proteina NEP
recombinante. La banda reconocida de 25 kDa en las células infectadas muy
probablemente es también un dimero de NEP, aunque difiere en el peso del dimero
reconocido en NEP recombinante probablemente por diferencias postraduccionales.
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Figura 11. Western blot que muestra la especificidad del AcM anti-NEP 7.30. Se cargaron 6 ug de
proteina total de lisados o 2 ug d NEP recombinante en un gel de acrilamida SDS-PAGE al 15% en
condiciones no reductoras y las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La
membrana fue incubada con el AcM 7.30, seguido de un anticuerpo policlonal de cabra contra IgG de ratén
acoplado a peroxidasa. Las membranas se revelaron con Luminol. A la izquierda se muestran los
marcadores de peso molecular (PM).

Para corroborar que los lisados tenian efectivamente proteinas de influenza, la
membrana de nitrocelulosa fue tratada con glicina para eliminar los anticuerpos

enlazados y se reanaliz6 usando un AcM contra la proteina M1 de influenza, seguido de
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un anticuerpo de cabra contra IgG de ratébn. Como se puede observar en la figura 12,
solamente en los carriles de los lisados de células infectadas se detecta una banda de
aproximadamente 23 KDa correspondiente a M1, lo que demuestra que los lisados

mantenia la presencia de proteinas virales.
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Figura 12. Western blot que muestra la proteina M1 del virus influenza. Se cargaron 6 ug de proteina
total de lisados en un gel de acrilamida SDS-PAGE al 15% en condiciones no reductoras y las proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fue incubada con el AcM anti-M1 de
influenza HB64, seguido de in anticuerpo policlonal de cabra contra IgG de ratén acoplado a peroxidasa.
Las membranas se revelaron con Luminol. A la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular
(PM).

Estos resultados sugieren que el anticuerpo 7.30 es capaz de reconocer NEP nativa

sintetizada en una infeccion por el virus pandémico y al menos de dos virus estacionales.

Usando las mismas condiciones experimentales empleadas para el AcM 7.30, se analizo
la especificidad de los AcM 3F10.70, 3F10.70.1 y 3F10.82. Se encontr6 que ningin AcMs
reconocio a la proteina NEP producida en la infeccién por los tres diferentes virus, aunque
si reconocieron los monomeros y dimeros de la proteina NEP recombinante (datos no
mostrados). En la figura 13 se muestra un ensayo representativo donde el AcM 3F10.70
no reconoce NEP producido en células infectadas por el virus pandémico, pero si a la
proteina NEP recombinante. Como control positivo se usé el AcM 7.30 que reconocié la

proteina NEP del virus pandémico y a la proteina recombinante. Estos resultados nos
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indican que a diferencia de del AcM 7.30, los AcM 3F10.70, 3F10.70.1 y 3F10.82
reconocen, como era de esperarse, a la proteina NEP recombinante pero no reconocen
a la proteina sintetizada en infeccién por el virus pandémico ni de los virus estacionales
en un ensayo de western blot.
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Figura 13. Western blot que muestra la especificidad de los AcMs anti-NEP 7.30 y 3F10.70. Se
cargaron 6 ug de proteina total de lisados o0 2 pg d NEP recombinante en un gel de acrilamida SDS-PAGE
al 15% en condiciones no reductoras y las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa.
La membrana fue incubada con el AcM 7.30 0 3F10.70, seguido de un anticuerpo policlonal de cabra contra
IgG de ratén acoplado a peroxidasa. Las membranas se revelaron con Luminol. A la izquierda se muestran
los marcadores de peso molecular (PM).

Un resultado interesante fue el hecho que el AcM 7.30 solo reconoce dimeros de la
proteina NEP sintetizada en infeccién, pero puede reconocer dimeros y monémeros en
la proteina NEP recombinante. De esta manera, se realizdO un experimento para
determinar si usando un agente reductor como (-2- mercaptoetanol se pudieran generar
mondmeros en NEP de células infectadas. Para esto, se realizé un western blot en el cual
se usaron lisados de células sin infectar o infectados con el virus pandémico y como
control positivo la proteina NEP recombinante en condiciones no reducidas y reducidas.
El western blot se traté con el AcM 7.30 en las condiciones antes descritas en condiciones
no reducidas y reducidas. Se encontré que en condiciones reducidas el AcM reconocia

predominantemente la forma monomeérica de la proteina NEP recombinantes, sin
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embargo, en las células infectadas seguia reconociendo solamente la forma dimérica
(Figura 14). Este resultado indica que el dimero de NEP producido en células infectadas
es resistente al tratamiento con 3-2- mercaptoenol y que muy probablemente el AcM 7.30
reconoce solamente a la forma dimérica de NEP de células infectadas, a pesar que es

capaz de reconocer formas monoméricas de la proteina recombinante.
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Figura 14. Western blot que muestra la especificidad del AcM 7.30 anti-NEP en condiciones
reductoras o no reductoras. Se cargaron 6 ug de proteina total de lisados 0 2 ug d NEP recombinante en
un gel de acrilamida SDS-PAGE al 15% en condiciones no reductoras (NR) o reductoras(R) y las proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La membrana fue incubada con el AcM 7.30, seguido
de un anticuerpo policlonal de cabra contra IgG de ratén acoplado a peroxidasa. Las membranas se
revelaron con Luminol. A la izquierda se muestran los marcadores de peso molecular (PM).

Reconocimiento de NEP producido en infeccion por los AcMs en un ensayo

de ELISA con células fijadas

El siguiente objetivo fue determinar si los AcM podian reconocer a la proteina NEP in situ
en células infectadas. De esta manera, se realizé un ensayo tipo ELISA en células MDCK.
Las células fueron infectadas por 16 h con el virus influenza pandémico, fijadas,
permeabilizadas y tratadas con diferentes concentraciones de los AcM. Como controles

positivos, se usaron el AcM anti-M1 y el anticuerpo policlonal anti-NEP. Células no
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infectadas fueron tratadas de la misma manera y los valores de absorbancia obtenidos
para cada AcM fue restado de los valores de absorbancia de las células infectadas. Se
encontré que solamente el AcM 7.30 pudo reconocer a NEP en las células infectadas con
el virus pandémico (Figura 15). Como se esperaba, el AcM anti-M1 tuvo un alto nivel de
reconocimiento de las células infectadas, sin embargo al anticuerpo policlonal anti-NEP,
al igual que los ensayos de western blot, no reconoci6 las células infectadas. Este
resultado corrobora lo que se encontro con los ensayos de western blot, donde solamente

el AcM 7.30 reconocido NEP de células infectadas.
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Figura 15. Ensayo de ELISA sobre células infectadas. Células MDCK fueron infectadas con el virus
influenza A/HLIN1/Pdm/09 por 16 hr, fijadas con formaldehido y permeabilizadas con metanol/acetona. Las
células fueron incubadas con anticuerpos especificos, seguidos de anticuerpos policlonales anti-lgG de
conejo o ratdén acoplados a peroxidasa y el ensayo revelado con orto-fenildiamina y leido en un lector de
microplacas a 492 nm. (A) Anticuerpo policlonal comercial anti-NEP y anticuerpo monoclonal anti-M1 HB64
(control positivo). (B) Anticuerpos monoclonales anti-NEP. Las absorbancias de células sin infectar fueron
restadas de las absorbancias de células infectadas.
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DISCUSION

La infeccion por el virus Influenza constituye un problema de salud publica importante a
nivel mundial que se presenta como epidemias frecuentes y en ocasiones como
pandemias imprevisibles (MINSA,2006).

Desde hace algunos afios se han comenzado a emplear nuevas técnicas en la produccion
de AcM utilizando proteinas purificadas, fragmentos peptidicos de las mismas o bien
proteinas recombinantes producidas en sistemas bacterianos. Todas estas alternativas
tienen como atributo la simplificacion en la obtencién del monoclonal requerido dado que
se inmuniza al animal con un producto quimicamente definido facilitando la seleccion del
AcM (Annibali, 1994).

Todos los AcM especificos para NEP evaluados; 7.30, 3F10.70, 3F10.82 y las clonas
3F1070.1 y 3F1070.6 pertenecen al isotipo IgG y al subtipo IgG1 con cadena ligera k.
Este dato es importante para futuros experimentos dirigidos a caracterizar en mas detalle
las propiedades de estos AcM.

Los AcM fueron generados usando la proteina NEP recombinante del virus influenza
pandémico A/HIN1/Pdm/09 producida en bacterias como inmundgeno, por lo que era
importante determinar si también podian reconocer a la proteina NEP nativa producida
en una infeccién. Por ensayos de western blot se encontrd, como se esperaba, que todos
los AcM reconocen a la proteina NEP recombinante, pero solamente el AcM 7.30 fue
capaz de reconocer a NEP producida en células infectadas con el virus pandémico
A/HIN1/Pdm/09 y con los virus estacionales A/H1N1/NewCaledonia/20/99 vy
A/H3N2/NT/60/68. Lo mismo sucedié en un ensayo de ELISA sobre células infectadas
con el virus pandémico. Esto indica que el AcM 7.30 reconoce un epitopo conservado de
NEP entre los diferentes virus analizados, por lo que este AcM sera de gran utilidad para
estudiar en detalle la biologia de NEP en células infectadas.

Sorpresivamente se encontrd por western blot, que bajo condiciones desnaturalizantes y
reducidas el AcM 7.30 reconoce lo que parece ser un dimero de NEP, a pesar de que es

capaz de reconocer tanto dimeros como mondémeros de la proteina NEP recombinante.
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Mas estudios son necesarios usando agentes desnaturalizantes mas potentes para
determinar si el dimero producido en las células infectadas se puede disgregar en

mondmeros.

El hecho que el AcM 7.30 reconozca a NEP sintetizada en infeccion por western blot y
un ensayo de ELISA sobre células infectadas, sugiere que el epitopo que reconoce es
lineal. Esto se podra dilucidar en experimentos futuros dirigidos a determinar la secuencia

del epitopo reconocido por este AcM.

Como resultado de este estudio, no se puede descartar aun que los AcM 3F10.70,
3F10.70.1 y 3F10.82 no reconozcan NEP producida en infeccién. Es posible estos AcM
tengan menor afinidad por NEP que el AcM 7.30 y bajo las condiciones empleadas en
este estudio no se pueda detectar su actividad. Seria interesante realizar mas estudios

usando técnicas de deteccidn mas potentes.
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CONCLUSION

En conclusion, de la bateria de AcM especificos para NEP recombinante, solamente el
AcM 7.30 fue capaz de reconocer la proteina sintetizada en una infeccion tanto del virus
pandémico A/H1N1/Pdm/09 como de los virus estacionales A/H1IN1/NewCaledonia/20/99
y A/H3N2/NT/60/68. De esta manera, este AcM sera de gran importancia para futuros
trabajos sobre la biologia de NEP, ya que hasta este momento no esta reportado en la

bibliografia ningiin AcM contra NEP del virus influenza A.
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