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Resumen y Abstract IX

Resumen

La rabia es transmitida por la mordedura de un animal infectado, generalmente mamiferos
carnivoros o quirdpteros. Los signos clinicos y la evidencia experimental en modelos in
vitro e in vivo sugieren una posible alteracion de la neurotransmision gabaérgica durante
la infeccién con rabia. La Calbindina (CB) y la Parvoalbumina (PV) son proteinas de enlace
de calcio que regulan el efecto de este ion en el metabolismo intracelular. Son marcadores
de células gabaérgicas y la infeccién con rabia causa la pérdida de la inmunorreactividad
a CB, pero el incremento de PV, en las diferentes regiones del sistema nervioso central de
ratén. Sin embargo, en un estudio reciente en el cerebelo de ratones infectados no se
evidencié pérdida de inmunorreactividad a CB, apartdndose de la tendencia observada.
En este estudio se evalué a mayor profundidad el efecto de la infeccion con el virus de la
rabia en el cerebelo de ratones estableciendo su influencia sobre la expresion de CB y PV
a nivel de transcritos y de proteinas, dada la importancia de estas proteinas en la fisiologia
de las poblaciones neuronales del cerebelo. Se inocularon ratones de 4 semanas, por via
intramuscular, en las extremidades posteriores, con virus fijo CVS (Challenge Virus
Standard) y ratones controles con solucién vehiculo. Cuando los animales alcanzaron la
fase final de la enfermedad, se dividieron en tres grupos de acuerdo con los procedimientos
a llevar a cabo: Inmunohistoquimica (IHQ), western blot y RT-gPCR. La IHQ mostré
marcacion positiva para PV en las células de Purkinje y células estrelladas/en cestay CB
exclusivamente para las células de Purkinje. No hubo diferencias evidentes en la
distribucion e inmunorreactividad entre ratones infectados y control. Se observé una
disminucion en el nivel de transcritos para CB y PV, asi como la disminucion del nivel de
proteinas para CB y PV en ratones infectados, aunque para este ultimo no fue significativo.
Estos resultados sugieren que la infeccion por el virus de la rabia promueve una alteracion
en la homeostasis del calcio en el cerebelo lo cual, ademas, puede afectar la
neurotransmision del GABA.

Palabras clave: Rabia, Calbindina, Parvoalbimina, cerebelo, célula de Purkinje, células

en cesta/estrelladas.
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Abstract

Rabies virus (RABYV) is frequently transmitted from a bite or scratch of an infected animal,
mostly dogs. Clinical signs of rabies, in vitro and in vivo models suggest a possible
involvement of the gabaergic system during rabies virus infection. Calbindin (CB) and
Parvalbumin (PV) are calcium binding proteins which regulate the effect of calcium ions on
intracellular metabolism, both are markers of gabaergic cells and rabies infection caused
loss of immunostaining for CB but increase of inmunoreactivity of PV in different regions
from central nervous system (CNS) in mice. However, in a recent study in cerebellum from
infected mice, there were not changes in CB immunostaining compared with controls, this
result disagree with previous studies. Here, we evaluated deeply the effect of rabies virus
infection in mice cerebellum stablishing its influence in CB and PV expression at transcript
and protein levels, due to the importance of both in cerebellum physiology. Four-week-old
mice were inoculated intramuscularly in the hindlimb with rabies fixed virus CVS (Challenge
Virus Strain) and other mice only with vehicle. When the mice reached the terminal state of
illness, the groups were divided according to the procedures: immunohistochemistry (IHC),
western blot, RT-gPCR. The IHC showed clear PV-stain for Purkinje cells, and
stellate/basket cells and CB stain only in Purkinje cells. No evidence of differences between
CB and PV distribution in infected and control mice was found. CB and PV transcript levels
were decreased and CB and PV protein levels were decreased in infected mice as well,
however non-significant for PV protein levels. These results suggest that RABV infection
promotes alterations in calcium ion homeostasis which could affect GABA

neurotransmission.

Keywords: Rabies, Calbindin, Parvalbumin, cerebellum, Purkinje cell, stellate/basket cells.
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Introduccioén

La rabia es una enfermedad zoondtica que aun genera preocupacion como problema de
salud publica. Afecta a las poblaciones mas vulnerables del tercer mundo y, de acuerdo al
analisis de los afios de vida potenciales perdidos, la rabia es la séptima enfermedad
infecciosa mas importante (1). A pesar de la existencia de una vacuna y un tratamiento
profilactico post-exposicién, si se omite cualquiera de estos y el paciente infectado

desarrolla los signos clinicos, la infeccion es fatal (2).

La rabia es causada por un agente patégeno viral neurotrépico (con afinidad al sistema
nervioso) que causa una encefalomielitis aguda en el organismo que infecta (3). En la
actualidad no se conocen en profundidad los mecanismos fisiopatol6gicos basicos a través
de los cuales se genera el cuadro clinico de esta enfermedad; esto ha impedido el
desarrollo de un tratamiento efectivo. En este sentido, la investigacién béasica es
fundamental para poder establecer un marco conceptual que explique cémo el virus genera
la enfermedad a fin de aportar herramientas que contribuyan a formular alternativas

terapéuticas (4).

En estudios previos realizados en el Grupo de Morfologia Celular del Instituto Nacional de
Salud (INS) se ha demostrado el efecto de la rabia sobre la inmunorreactividad de CB y
PV en diferentes areas del SNC, en modelo ratén. La constante ha sido aumento en la
expresion de PV y disminucion en la expresion de CB en corteza cerebral, estriado,
hipocampo, médula espinal y bulbo olfatorio (5-9). No obstante, en cerebelo, si bien parece
mantenerse el aumento en la inmunorreactividad de PV (10-12), en un estudio preliminar
no se observo alteraciéon en la inmunorreactividad de CB generada por la infeccion con
rabia en ratén (13). La CB dentro del cerebelo se encuentra confinada casi exclusivamente
en las células de Purkinje y es en estas células en donde se ha encontrado la mayor
concentracion de CB dentro del sistema nervioso (14,15). Entonces surge la pregunta: ¢ por
gué la CB aparentemente no es vulnerable a la infeccion con rabia en las células del

sistema nervioso con mayor concentracion de la proteina? La inmunohistoquimica es una
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técnica que tiene, entre sus ventajas, permitir la localizacion de un marcador molecular en
poblaciones neuronales especificas, pero tiene limitaciones para la cuantificacion de
proteinas dentro de los 6rganos o tejidos. Por lo tanto, se acudi6é a técnicas con mayor
sensibilidad como el Western Blot y la RT-gPCR (Reverse transcriptase quantitative
Polimerase Chain Reaction) que pueden contribuir a dar claridad sobre el verdadero efecto

de la infeccidn con virus de la rabia en la expresién de CB en el cerebelo.

En este estudio se plantea evaluar la expresion de dos proteinas calbindina (CB) y
parvoalbumina (PV), en el cerebelo de ratones inoculados con el virus de la rabia. Estas
proteinas son fundamentales para la homeostasis del calcio en las neuronas que las
poseen, especialmente en el cerebelo (16) y se ha demostrado, en trabajos previos, que
Su expresion se altera en otras regiones del sistema nervioso central (SNC) infectadas por
el virus de la rabia, en particular en areas motoras (5-8). Ademas, la CB y la PV son
marcadores de neuronas GABAérgicas y existen antecedentes que han demostrado el
efecto del virus de la rabia sobre este sistema de neurotransmisién (17-19), por lo tanto,
es de gran importancia el estudio del efecto de la rabia sobre las células de este

componente del SNC, del cual las referencias son escasas.
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1.Marco teodrico

1.1 Epidemiologia de la enfermedad:

Se estima que la infeccién por el virus de la rabia ocasiona 60.000 muertes al afio en el
mundo, mas que las atribuidas a cualquier otra enfermedad zoondética (20). Mas del 95%
de estas muertes se registran en Asia y Africa. Particularmente India y China son los paises
mas afectados, siendo India el pais que registra la mas alta incidencia de la infeccion (21)
y la mayor cantidad de muertes (22)(Figura 1-1). En Africa, los paises mas pobres a nivel
subsahariano reportan las mas altas tasas de muerte del continente (22), coincidiendo con
gue en esta regidbn aln se usan vacunas provenientes de tejido nervioso, las cuales
generan efectos adversos y presentan una menor inmunogenicidad que las vacunas

actuales (21).

Los altos indices reportados en estos continentes confirman que la rabia es, adn, una
enfermedad desatendida y caracteristica de poblaciones pobres y vulnerables (21). Estas
poblaciones no disponen de un facil acceso a las vacunas humanas y al tratamiento
profilactico, ademas que se caracterizan porque los nifios de 5 a 14 afios son las victimas
mas frecuentes (21). Sumado a lo anterior, en estas regiones se presenta un subregistro
de los casos reportados debido en parte a la falta de vigilancia epidemioldgica,

infraestructura de laboratorio y factores sociales y culturales (20).

El costo econdmico causado por la infeccién por rabia se estima en 8,6 miles de millones
de dolares (US$), donde los principales componentes de dichos costos son la pérdida en
la productividad por muertes prematuras (4,7 miles de millones de délares, con 55,2%) y
los costos directos derivados del tratamiento profilactico (1,7 miles de millones de ddlares,
con 20,1%) (22). Por ejemplo, el costo medio del tratamiento profilactico tras la exposicién
a la rabia puede suponer costos catastréficos para poblaciones pobres: unos 40 ddlares
en Africa y 49 délares en Asia, donde el ingreso diario medio es de 1-2 US$ por persona
(21). Lo anterior demuestra que el dafio generado por esta enfermedad a nivel mundial es
sustancial y los esfuerzos deben concentrarse en invertir en mecanismos de prevencion

de la transmision (23).

En Latinoamérica, la rabia transmitida por perros esta incluida dentro del grupo de

enfermedades infecciosas desatendidas y asociadas a la pobreza, que requieren de la
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atencion especial de los paises de la regién para su control y erradicacion (24). En los
ltimos afos se ha evidenciado una significativa reduccién en el numero de casos de rabia
transmitida por perros gracias a los esfuerzos en la promocion de programas de

vacunacion canina en los diferentes paises de Latinoamérica (21).

Figura 1-1: Distribucion del nimero de muertes humanas por rabia.
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Fuente: Hampson y cols. 2015 (22)

No obstante, en el afio 2004 se evidenci6 por primera vez en la historia que el nUmero de
casos humanos de infeccién transmitidos por animales silvestres, como el murciélago
hematéfago Desmodus rotundus, es mayor al niUmero registrado de transmisiones por
perros (25). En este reporte, Colombia se encontraba en el tercer lugar del nUmero de
casos con 14 de los 71 reportados en ese afio. Esto pone de manifiesto la nueva
preocupacion que constituye la transmision del virus de la rabia a través de vectores que
se encuentra en el medio rural, principalmente la ocasionada por el murciélago Desmodus
rotundus (26). Esto plantea un nuevo desafio para la regién (25) y la necesidad de

investigar en tratamientos eficaces e innovadores para luchar contra la enfermedad.
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1.2 Caracteristicas de la enfermedad

1.2.1 Transmision:

La rabia es causada por un virus neurotrépico que se transmite al ser humano a través de
la mordedura de un animal previamente infectado (27). En la gran mayoria de los casos la
mordedura del perro es la responsable de esta transmision (23). También se han reportado
vectores de la enfermedad pertenecientes a la fauna silvestre cuya mordedura transmite
la infeccion y por tanto sirven como un reservorio de la enfermedad, tanto en paises en
vias de desarrollo como en los desarrollados (28). Por ejemplo, en la zona continental de
Estados Unidos animales pertenecientes a los oOrdenes Carnivora y Chiroptera (no
hemat6fagos) son los principales responsables de la transmision enzodtica (endemia de
una enfermedad zoondtica) de la rabia, entre ellos estan los murciélagos insectivoros, los
mapaches (Procyon spp) y la mofeta (Mephitis spp.) (29). En un nimero muy reducido de
casos, se ha documentado transmision por medio de saliva, fluidos corporales y trasplantes

provenientes de otras personas infectadas (30).

1.2.2 Cuadro clinico:

Hemachudha y cols. (2) mencionan que la progresion de los sintomas en la fase
prodrémica de la enfermedad (fase inicial) se relaciona con el ascenso del virus a través
de vias nerviosas, por medio de las cuales llega desde los musculos hasta las neuronas
de mayor orden del SNC. De acuerdo a los signos clinicos de la enfermedad se puede
clasificar en dos: la rabia furiosa que representa aproximadamente 80% de los casos y la
rabia paralitica con 20%. La rabia furiosa se caracteriza por episodios de hiperexcitabilidad,
disfuncion autonémica que incluye hipersalivacion, arritmias hidrofobia o aerofobia,
espasmos inspiratorios, sintomas que avanzan hacia la debilidad en las extremidades,
coma y muerte del paciente. En su forma paralitica, la rabia se caracteriza por debilidad
muscular la cual inicia por lo general en la extremidad mordida que progresa hacia la
cuadriparesis. Los pacientes con esta variante de la enfermedad por lo general sobreviven
por tiempos mas largos que aquellos con la forma furiosa. Pacientes con ambas formas
clinicas progresan hacia el coma y subsecuentemente desarrollan falla organica mdltiple y

complicaciones cardiacas y respiratorias (2,28).
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1.2.3 Tratamiento y profilaxis:

Existen vacunas contra el virus de la rabia las cuales son eficaces y comercialmente
disponibles, no obstante, la alta incidencia de esta enfermedad en algunos lugares se
explica por un manejo inadecuado derivado de la falta de conocimiento de la enfermedad
por parte de médicos y pacientes. Por ejemplo, en algunos paises asiaticos los pacientes
recurren a tratamientos alternativos como remedios herbales para tratar la infeccion (31).
Adicional a esto, las vacunas fallan por una inadecuada implementacion del esquema de
vacunacion o del tratamiento profilctico posterior al contacto con el virus. A diferencia de
otras, la vacuna contra el virus de la rabia debe ser suministrada en un corto periodo de
tiempo (la vacuna post-exposicion se debe dar de 4 a 5 dosis en un periodo de 28 dias) y
por lo general, los pacientes no reciben una atencién oportuna y constante por lo cual sé6lo
tienden a recibir una dosis contribuyendo a los altos niveles de incidencia en algunos

paises en desarrollo (31).

El virus de la rabia tiene la tasa mas alta de fatalidad entre todos los patdégenos virales
conocidos (31). Con muy pocas excepciones las personas, que desarrollan alguno de los
sintomas por la infeccién del virus, sobreviven y la mayoria de los sobrevivientes presentan
dafio neurolégico extendido debido a la infeccién (31). Las terapias desarrolladas para el
tratamiento de la enfermedad una vez han surgido los sintomas han mostrado ser
ineficaces para liberar al cerebro de cualquier rastro del virus y, por tanto, no hay un

tratamiento establecido para pacientes humanos con rabia (32).

Gracias a la investigacion basica se ha logrado entender varios aspectos de la infeccién
por el virus de la rabia, no obstante, aun existen muchos vacios en cuanto al entendimiento
de los mecanismos bioldgicos basicos que permitan describir como ocurre la infeccién. Por
esta razon se hace necesario entender qué fendbmenos ocurren durante el transcurso de
la infeccion para lograr establecer un marco de su fisiopatologia y asi lograr desarrollar

tratamientos eficaces para combatir esta enfermedad.

1.3 Biologia del virus

La rabia es causada por un virus perteneciente al género Lyssavirus de la familia
Rabdoviridae, del orden Mononegavirales, el cual incluye otras familias virales como la

Paramyxoviridae, Filoviridae y Bornaviridae (33). El virus de la rabia tiene una estructura
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en forma de bala de alrededor de 75nm x 200nm y contiene un genoma de RNA de cadena
sencilla en sentido negativo que debe ser primero copiado para producir mRNAs
complementarios de los genes individuales y luego los mRNA deben ser traducidos a
proteinas virales para que la infeccion viral pueda diseminarse de célula a célula. La
longitud de su genoma es de aproximadamente 12 Kb, el cual codifica para cinco proteinas:
nucleoproteina (proteina N), fosfoproteina (proteina P), proteina de matriz (proteina M),
glicoproteina (proteina G) y la polimerasa dependiente de RNA (RdRPp, también llamada
proteina L) (34) (Figura 1-2).

La nucleocapside del virus esta conformada por las proteinas P, L y N, que en conjunto
con el RNA del virus se denominan ribonucleoproteina (1,33) la cual en conjunto son un
componente activo en la transcripcion del virus (33). La nucleocapside esta envuelta en
una membrana plasmética, derivada de la membrana de la célula hospedero, y se conecta
con ella por medio de la proteina M (33). La proteina G, que se encuentra inmersa en la

membrana, es crucial para la entrada del virus a la célula (1) (Figura 1-2).

1.3.1 Ciclo de vida:

El ciclo de vida del virus estéa dividido en tres fases generales (1): En primer lugar, ocurre
la unién del virus a los receptores de la célula huésped, que involucra a la proteina G y
muy posiblemente al receptor de acetilcolina (NAChR, por sus siglas en ingles) en la placa
neuromuscular, especificamente en la region postsinaptica. No obstante, en los Ultimos
afios se ha encontrado que la proteina G se puede unir flexiblemente tanto a este receptor
como a al receptor de adhesién celular neurona (NCAM, por sus siglas en inglés) y al

receptor de neurotrofinas p75 (p75"™"

, por sus siglas en inglés), a través de los cuales
puede ingresar a la célula (35). Posteriormente ocurre la entrada del virus por endocitosis
a la terminal presinaptica y le sigue el transporte del virus de forma retrégrada por medio
del axén hasta el cuerpo neuronal. Finalmente, ocurre el proceso de produccion de los
componentes virales (transcripcion, replicaciéon y ensamblaje) donde participa la
ribonucleoproteina (33); los componentes virales son llevados al sitio de liberacion,

ensamblados para formar los viriones maduros y son liberados para reiniciar el ciclo.

Para dar lugar al ciclo de vida, primero tiene que suceder la entrada del virus al organismo,
esto ocurre por medio de una mordida profunda del organismo previamente infectado, que
llega al musculo y una vez alli el virus so6lo puede infectar la placa neuromuscular (32).

Después de su ingreso a las terminaciones nerviosas la progresion del ciclo de vida del
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virus continda con su propagacion a lo largo de los nervios periféricos por medio de
transporte axonal retrogrado hacia la medula espinal, momento en el cual ingresa al SNC
(2). Una vez llega a las neuronas motoras de la medula espinal se transporta a traves de
las conexiones de la via motora, como las conexiones corticoespinales, por ejemplo, por

medio del transporte axonal rapido hasta el encéfalo (2,27).

Desde el SNC el virus se propaga a lo largo de varios 6rganos, incluyendo las glandulas
salivales, mecanismo denominado propagacion centrifuga. Es asi como es posible la
transmisién de la enfermedad a través de una mordida del organismo infectado. La
consecuente infeccibn del encéfalo durante la enfermedad genera cambios
comportamentales que facilitan su transmision por medio de la mordedura de los vectores

llevando a la progresién de la enfermedad (2,27) (figura 1-3).

Figura 1-2: Representacion esquematica de la particula viral.
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Fuente: Jackson. 2011(33).

1.4 Patogénesis e investigacion en rabia

Los mecanismos patoldgicos a través de los cuales la infeccion por el virus de la rabia
genera las manifestaciones clinicas y el resultado fatal han sido todo un enigma a lo largo
de los afios. La tendencia de las investigaciones desarrolladas en torno a la enfermedad
ha sido el andlisis a nivel morfolégico, genético-molecular y metabdlico, para desentrafar
los principales factores de la patogénesis en rabia: los profundos cambios

comportamentales y la muerte que ocurre en casos clinicos de rabia humana (36).
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A pesar del cuadro clinico severo asociado a la enfermedad no es claro cuédles eventos
moleculares suceden cuando el virus invade y se replica en el sistema nervioso (37).
Durante la infeccién ocurren cambios dados por la tenue inflamacion localizada en el SNC,
no obstante, en ellas se detallan pocos cambios degenerativos (32). Las técnicas en
histopatologia convencional solo permiten detallar como las neuronas infectadas pueden
contener inclusiones eosinofilicas en el citoplasma, llamadas cuerpos de Negri, los cuales
son mas predominantes en neuronas y estan ultraestructuralmente compuestos de
extensos agregados de material filamentoso granular y un niamero variable de particulas

virales (27).

Un aspecto crucial de la enfermedad es que a pesar de los signos clinicos severos las
alteraciones patologicas son minimas (38). El andlisis histopatoldgico de tejido proveniente
de individuos infectados no muestra signos neurodegenerativos asociado a apoptosis ni
necrosis, por tanto, estos dos fenébmenos no juegan un rol preponderante durante el
desarrollo de la enfermedad como si sucede con otras enfermedades virales (27). En un
estudio realizado sobre tejidos post mértem de humanos y canidos infectados por el virus
calle (cepa silvestre del virus) los cuales desarrollaron rabia furiosa y ratones infectados
por via intracerebral e intramuscular con virus “fijo” (cepa viral adaptada en el laboratorio
(1)), no se encontraron evidencias de apoptosis en las neuronas de ninguna de las tres
muestras (39), lo cual significa que en efecto la apoptosis no tiene un rol principal durante
la infeccion en organismos adultos y ademas sugiere que el virus de la rabia promueve
mecanismos que previenen la muerte neuronal a través del bloqueo de rutas

proapoptéticas y de respuesta inmune (28).

La apoptosis depende de la sintesis de macromoléculas y requiere energia, mientras tanto,
la necrosis se relaciona con falla en la energia del sistema en la célula (40). Cada uno de
estos fenbmenos se asocia a una caracteristica morfoldgica especifica, pero cuando se
estudia el tejido post mértem de un organismo previamente infectado por el virus de la
rabia, no es posible encontrar dichas caracteristicas; por esta razon se plantea la hipotesis
segun la cual la disfuncién neuronal mas que la muerte neuronal explica el desarrollo de
los sintomas y el cuadro severo durante el desarrollo de la infeccion por el virus de la rabia
(2,28).

Diversos estudios se han llevado a cabo para entender que fendmenos causados por la

infeccion pueden llevar a la disfuncién neuronal y se han planteado muchas hipétesis al
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respecto en las que se han evaluado desde mecanismos de neurotransmision (17,41,42)
hasta el posible rol del estrés oxidativo (43). A pesar de estos resultados, no se ha
dilucidado un mecanismo patologico claro que explique los sintomas asociados a esta
enfermedad, razon por la cual se requieren adoptar nuevas estrategias metodolégicas y
de investigacion que permitan ahondar en el efecto de la infeccién por el virus en las
neuronas.

Figura 1-3: Ruta de infeccién del virus de la rabia en el hospedero.

Tomado de Davis y cols. 2015 (36)

La infeccién se transmite a través de la mordedura o arafiazo de un animal infectado que
permite la exposicion de particulas virales en el masculo. Se ha sugerido que el virus se
replica en la placa neuromuscular donde ingresa al sistema nervioso (A). El transporte
axonal retrogrado mediado por dineina y la dispersion transinaptica permiten su

propagacion por todo el SNC (B).
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1.4.1 Nivel de expresion de proteinas como método de estudio de
la enfermedad.

En los Ultimos afios se ha adoptado un enfoque distinto para el estudio de la infeccién por

el virus de la rabia que ha sido evaluar la expresion diferencial de las proteinas del

hospedero durante la infeccion. Este tipo de estudios pueden proveer un mejor

entendimiento acerca de los mecanismos patolégicos que pueden causar los sintomas

observados durante la infeccion por el virus de la rabia (44).

Los diferentes estudios se enfocaron en encontrar las proteinas que pueden estar
involucradas en mecanismos celulares cuya alteracion podria explicar la disfuncion
neuronal propuesta para la enfermedad. Dhingra y cols. (44) estudiaron el perfil protedmico
tanto en células como en tejido nervioso de ratones infectados y encontraron la expresion
diferencial de proteinas involucradas en la homeostasis i6nica y la union de las vesiculas
sinapticas, dos fenébmenos que alteran la neurotransmision. Por su parte Prosniak y cols.
(45) estudiaron la expresion génica de ratones infectados y encontraron que cerca del 90%
de los genes son sub-expresados, casi cuatro veces mas bajo en comparacioén a los genes
de ratones control (ratones sin infectar). En otro estudio disefiado para conocer el perfil
proteébmico del cerebro humano infectado con el virus se describieron 27 proteinas

expresadas de forma diferencial e identificadas a través de espectrometria de masas (46).

Cada estudio encontré un perfil de proteinas expresadas de forma diferencial entre los
grupos infectados y controles de acuerdo con el enfoque usado, con los cuales se han
logrado establecer posibles mecanismos moleculares especificos dentro de la
enfermedad. Algunos de ellos permiten sugerir las causas a nivel molecular de los
diferentes signos caracteristicos del cuadro clinico (47), otros sugieren los mecanismos a
través de los cuales el virus logra llevar a cabo su ciclo de vida al interior de las neuronas
infectadas (1). En estas investigaciones se enfatiza en la necesidad de evaluar las
diferentes proteinas con el fin de validar los perfiles proteémicos y analizar qué

consecuencias acarrean a nivel de la fisiopatologia de la enfermedad.

1.5 Proteinas de unién a calcio

Las proteinas de unién a calcio (CaBP) son un grupo perteneciente a la familia "EF-hand"
denominacion recibida por el dominio del mismo nombre caracteristico de esta familia, el

cual consiste en una secuencia de 29-30 aminoacidos que forman un sitio de union con
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una alta afinidad por el calcio (48,49). A esta familia pertenecen la calmodulina o la
troponina C, proteinas con conocidas funciones asociadas a responder a estimulos

generados por la entrada de calcio a la célula.

El analisis de la diversidad de respuestas de las proteinas “EF-hand” ante la unién al ion
calcio ha llevado a definir una relacion entre la estructura y la funcién de estas proteinas.
Esta relacion ha permitido categorizarlas en dos grupos: proteinas sensores de calcio y
proteinas tampones de calcio. Aquellas proteinas que cambian su conformacion al unirse
con el calcio favoreciendo su union a otras proteinas y desencadenar cascadas de
sefializaciéon corriente abajo, como por ejemplo la calmodulina (48), son denominadas
proteinas sensores de calcio. Por otro lado, hay tres proteinas que no cambian
significativamente su conformacion al unirse con el calcio que ingresa a la célula (48):
Calbindina (CB), Parvoalbumina (PV) y Calretinina (CR); ellas por lo tanto representan el
ejemplo de proteinas tampon de calcio (49,50), por tratarse de proteinas que solamente
se unen al calcio sin cambiar significativamente su conformacién ni desencadenar

cascadas de sefializacion conocidas hasta el momento.

Gracias a su propiedad como tampén de la concentracion intracelular de calcio, la CB, PV
y CR juegan un papel vital en el SNC. Se ha sugerido que son importantes reguladores de
la homeostasis del calcio intracelular al punto de sugerirse como factores neuroprotectores
de la posible toxicidad generada por el calcio (51). Desde un punto de vista morfoldgico,
estas proteinas son de conocido interés por su uso como marcadores selectivos de ciertas
poblaciones de neuronas tanto en el SNC como en el sistema nervioso periférico y, por lo

tanto, pueden ser usadas para visualizar neuronas, circuitos y nucleos neuronales (48).

Particularmente, CB y PV han sido resaltadas por expresarse en subtipos especificos de
neuronas y varios estudios han comprobado alteraciones en su expresion en
enfermedades neurodegenerativas tales como el Parkinson y el Alzheimer (51). Estas
proteinas se han localizado generalmente en neuronas cuyo neurotransmisor principal es
el acido y-aminobutirico (GABA), en consecuencia, se piensa que estas proteinas son
marcadores de este tipo de neuronas (52). Debido a esta peculiaridad, estas proteinas han
sido usadas extensamente como marcadores neuronales en el estudio de sistemas
GABAérgicas, tanto en la corteza cerebral del ser humano (53) y otros animales (52), como

también en el cerebelo (54).
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1.5.1 Calbindina.

La calbindina (CB), también denominada calbindina D-28K o colecalcina, es una proteina
con una masa molecular de 28 KDa, descrita por primera vez como dependiente de la
concentracion de vitamina D (55). Su caracteristica fundamental es la presencia de 6
dominios ‘E-F hand’ (14,49), de estos 6 dominios, 4 son funcionales y los restantes le dan
a esta proteina la capacidad de captar iones de calcio, por lo tanto, se ha sugerido como

su principal funcion ser tampdn de la concentracion intracelular de calcio.

La CB ha sido empleada extensamente como marcador neuronal gracias a la posibilidad
de ser detectada en poblaciones neuronales especificas distribuidas en el sistema nervioso
central y periférico de varias especies (56). Esta propiedad ha permitido estudiar circuitos
a nivel cortical en diferentes tipos de organismos como es el caso de la distribucién de las
células positivas a CB en el sistema nervioso de la rata (57).

La CB ha sido usada en el estudio de diferentes enfermedades del SNC argumentando
posibles alteraciones en la homeostasis del calcio en estos casos. En un estudio de
modelos animales de envejecimiento del SNC se reporté una tendencia al aumento en el
namero de células positivas a CB en el estriado, asi como aumento en su expresion en la
etapa adulta de tres modelos animales (58). También ha sido empleada en el estudio de
enfermedades neurodegenerativas estudiando cerebros de pacientes y animales modelo
de dichas enfermedades, evidencidndose una pérdida en la expresion de CB en las
regiones que se ven particularmente afectadas por dichas enfermedades y han sido
asociadas al envejecimiento como lo son la sustancia negra en la enfermedad de
Parkinson, el nicleo basal de Meynert en la enfermedad de Alzheimery el cuerpo estriado

en la enfermedad de Huntington (59).

1.5.2 Expresion de CB en células no neuronales del SNC.

A pesar de que la CB es una proteina que se expresa principalmente en neuronas, existe
evidencia que muestra como los astrocitos reactivos pueden expresar CB cuando hay
algun tipo de lesion en el SNC. La expresion de CB en astrocitos se ha encontrado como
resultado al dafio provocado en un modelo de isquemia en rata en el hipocampo (60), el
mismo efecto se observo en un modelo de isquemia en cobayos (61) y en la materia blanca
de ratas tras la induccion de excitotoxicidad por kainato, trauma y toxicidad mitocondrial

(62). También se ha demostrado que la infeccion con el virus de la inmunodeficiencia en
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simios promueve el aumento de CB en astrocitos reactivos (63). Se ha propuesto que la
expresion de CB en astrocitos puede deberse a un mecanismo de protecciéon contra la
toxicidad ante lesiones en el SNC (62).

El mecanismo de proteccion asociado a la CB en los astrocitos en el marco de lesiones en
el SNC ha sido explicado como "programas de desarrollo" en astrocitos que promueven
procesos de supervivencia celular y reparacion (62). Se ha documentado previamente
cémo la CB puede jugar un rol neuroprotector ante diversas lesiones del SNC (60,64,65) y
asi como en las neuronas, la CB puede ejercer dicha proteccion en los astrocitos. Se ha
evidenciado que la CB juega el mismo rol por efecto de la activacién del receptor TNF
alpha y beta ante lesiones en el SNC, tal como ocurre en los fendbmenos de acidosis y

toxicidad por ion6foro de calcio (62).

1.5.3 Parvoalbumina.

La parvoalbumina (PV) es una proteina inicialmente descubierta en los musculos
esqueléticos de algunos vertebrados y fue agrupada en el conjunto de proteinas
caracterizadas por su bajo peso molecular (12 KDa aprox.) y su alta solubilidad en el agua,
lo cual les vali6é la denominacién de 'parvoalbuminas’, aunque no existe una relacién
funcional con la albumina de suero (66). Gracias a la presencia de tres dominios 'EF-Hand
(2 funcionales) y su capacidad para unir iones de calcio (al igual que iones de magnesio)

esta proteina pertenece a las CaBP (66).

Como indica Heizmann (66) a pesar de ser descubierta inicialmente en musculo
esquelético de algunos vertebrados, la PV fue posteriormente ubicada en el sistema
nervioso. Cuando se aislaron anticuerpos generados en contra de esta proteina se
comprobd la marcacion de poblaciones neuronales en diferentes regiones del SNC al
probarse su inmunorreactividad en diferentes vertebrados (48). Las neuronas
inmunorreactivas a PV se encuentran distribuidas en todas las areas de la neocorteza, a

excepcion de la capa | (67).

Dado que la localizacion de PV en las subpoblaciones de neuronas en el SNC asemeja a
la distribucion de las neuronas cuyo transmisor es GABA, este marcador también ha sido
empleado en el estudio de diferentes enfermedades del SNC. Por ejemplo, en el autismo,

donde se ha sugerido que existe una alteracion en el balance de excitacion e inhibicion en
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la corteza cerebral por la pérdida de neuronas GABAérgicas se ha evidenciado perdida de
interneuronas positivas a PV (68). Por su parte, varios estudios se han centrado en los
efectos de la ausencia de PV en ratones Knock-out (ratones transgénicos donde se ve
suprimida la expresion de PV) para evaluar su rol en la fisiologia en el cerebelo y la
expresion en el comportamiento, concluyendo que cualquier alteracién en la expresion de

PV repercute en ambos aspectos (16).

1.6 Cerebelo.

El cerebelo es un érgano perteneciente SNC ubicado en el piso de la zona rostral del cuarto
ventriculo (69). Es conocido por su particular morfologia y por ser una estructura bastante
conservada entre los vertebrados (70). Aunque recientes investigaciones le otorgan roles
dentro de funciones cognitivas y emocionales (71), la funcion mas estudiada de este
organo y a la cual ha sido ligada con mayor fuerza es el control de funciones motoras,
incluido el aprendizaje motor y la coordinacién (70,71). Esta deduccién se hace al evaluar
las conexiones del cerebelo con otras estructuras y correlacionar con signos y sintomas
de lesiones en el cerebelo; asi se ha comprobado que este érgano tiene un gran nimero
de aferencias provenientes de areas motoras de la corteza, asi como eferencias hacia
estructuras encargadas del control directo del movimiento (70). Deficiencias en el control
motor del cerebelo se manifiestan como pérdida de tono muscular, incapacidad para
realizar movimientos complejos, incapacidad para la prediccion de movimientos y para la

coordinacion (71).

Estructuralmente, el cerebelo estd conformado por una capa de materia gris, la corteza
cerebelar, que rodea un gran centro de materia blanca dentro de la cual estan insertados
los nucleos profundos del cerebelo los cuales reciben la mayor parte de sus eferencias de
la corteza cerebelar (70). La corteza cerebelar esta conformada por cuatro tipos principales
de neuronas: las células granulares, las células de Purkinje y las interneuronas inhibitorias,
dentro de las cuales estan: las células de Golgi, las células estrelladas y las células en
‘cesta’ (69). Las células granulares reciben la mayor parte de las aferencias al cerebelo y
proyectan sus axones hacia las dendritas de las células de Purkinje, por su parte las células
de Golgi controlan la actividad de las células granulares; junto con las células estrelladas
y en cesta conforman un sistema de inhibicion que regula el disparo de las células de
Purkinje (70).
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Segun Bastianelli (54) en el cerebelo donde las neuronas de disparo rapido (rapid firing
neurons) experimentan entrada excesiva de calcio, se necesita una regulacion justa para
evitar la muerte celular por una excesiva estimulacion excitatoria. Dentro de los complejos
mecanismos existentes para regular la concentracion intracelular de calcio, existen
proteinas con alta afinidad al calcio que funcionan como “tampdn” de este ion, este rol lo
cumplen las CaBP (54).

1.6.1 Cerebelo y las CaBP

En el cerebelo, donde neuronas de disparo-rapido (rapid-firing neurons) como las células
de Purkinje experimentan incrementos abruptos en la concentracién de calcio intracelular,
el papel de las proteinas CaBP es crucial dentro de los mecanismos existentes para
mantener la homeostasis del calcio (16,54). Cualquier deficiencia en alguna de estas
proteinas puede llevar a distintas alteraciones de la fisiologia del cerebelo, lo cual se vera

manifestado a nivel comportamental (16).

Las CaBP mas estudiadas en el cerebelo son la CB y la PV debido a su alta expresién en
las células de Purkinje (16). En estas células se presenta la mayor concentracion de CB
en el sistema nervioso (15) y por ello son células principalmente inmunorreactivas a CB en
el cerebelo (54) y las Unicas en esta estructura que contienen este marcador a excepcion
de las células de Golgi (pero no en todas las especies) (54). Ademas, las células de
Purkinje también muestran una fuerte inmunorreactividad a PV al igual que las células
estrelladas y en cesta de la capa molecular, mientras que las células granulares no

muestran inmunorreactividad a PV (54).

1.7 CB y PV en encefalitis ocasionadas por virus.

Es pertinente anotar que el calcio es un importante mediador de sefiales al interior de la
célula, haciendo que este ion se encuentre envuelto en un nimero importante de procesos
a nivel celular (54,72); no es ilégico pensar que las proteinas que actian en estrecha unién
con el calcio sean el objetivo de proteinas virales con el fin de contribuir a alguno de los

pasos del proceso infectivo (72).

Existen reportes en la literatura donde tanto CB como PV, proteinas estrechamente

relacionadas con el calcio, son usadas en el marco del estudio de infecciones virales del
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SNC. Estos estudios se fundamentan en la hipétesis segun la cual estas proteinas pueden
ser neuroprotectoras. La CB fue usada como marcador neuronal en el estudio de encefalitis
ocasionadas por virus, como el VIH en humanos (73) y especificamente en virus que
afectan el cerebelo, como ocurre en la infeccidén con el virus Borna en ratones neonatales
(74). Por su parte, la PV también fue usada como marcador de interneuronas en el estudio

de la infeccidn con virus Borna en el hipocampo (75).

1.8 Antecedentes del estudio.

La fisiopatologia de la rabia es en gran parte desconocida; no hay claridad sobre como se
generan los signos y sintomas en el SNC, y la pregunta fundamental que atafie a la
infeccidn con el virus sigue vigente: ¢ Cuales son los mecanismos celulares y moleculares

gue subyacen a la disfuncién y/o dafio neuronal en esta enfermedad? (76).

Existe evidencia en favor de establecer una relacion entre la infeccién con virus de la rabia
y las alteraciones en la neurotransmision del glutamato (77), la acetilcolina (42) y la
serotonina (41). Particularmente, los signos clinicos de la rabia se han asociado con
alteraciones del sistema de transmision GABAérgico tales como: episodios de alteracion
emocional, fases alternas de hiperexcitacion, comportamientos agresivos y convulsiones
generalizadas (18). Ladogana y cols. (17) encontraron una disminucién tanto en la
capacidad para absorber como de liberar GABA en células corticales embrionarias de ratén
infectadas con la cepa CVS del virus. Ademas, la infeccién con virus de la rabia generé
disminucion en el numero de células inmunorreactivas a GABA en la corteza cerebral de
ratones (12). Estos estudios sugieren que la disfuncién afecta a la poblacién neuronal
GABAergica (5).

El grupo de Morfologia Celular del INS ha llevado a cabo estudios para contribuir con
diferentes enfoques al conocimiento de la patogénesis de la rabia en ratones. Se ha
evaluado la expresiébn de marcadores neuronales en diferentes areas del SNC (5-
9,13,78,79). Ademas, se ha estudiado la patologia dendritica con la técnica de Golgi (80),
la inmunorreactividad a proteinas del citoesqueleto (MAP2 y neurofilamento) (78,81) y
microscopia electronica (82). Dentro de los marcadores estudiados durante la infeccién
con el virus estdn CB, PV y CR que han sido tradicionalmente reconocidos como
marcadores de células GABAergicas en el sistema nervioso (48,52,83). El grupo ha

evidenciado el descenso en la inmunorreactividad a CB en las capas supragranulares de
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la corteza cerebral y neostriado (5,8), y adicionalmente, aumento en la inmunorreactividad
a PV medula espinal (6) y bulbo olfatorio (9) en el modelo de infeccién en ratén.

En contra de la tendencia registrada con los anteriores estudios, en el cerebelo de ratones
inoculados por el virus fijo no se evidenciaron los mismos resultados observados en las
demas estructuras del SNC. Mientras que en un estudio se evidencio que la expresion de
PV se ve incrementada en el cerebelo de ratones inoculados por el virus (11), en un estudio
reciente realizado por el grupo se encontré que la infeccion por el virus de la rabia no
genera cambios en la inmunorreactividad de CB en el cerebelo de ratones (13). En este
estudio se evalud la expresion de este marcador en las diferentes capas de la corteza
cerebelar logrando una marcacion positiva de las células de Purkinje. Dicha marcacién no
se alter6 por la infeccién con el virus, ni fue evidente una marcacion celular distinta a la

observada para las células de Purkinje (13).

Este resultado es desconcertante teniendo en cuenta la tendencia observada en otras
regiones del SNC de ratones infectados. Las células de Purkinje como otras neuronas de
la corteza del cerebelo (estrelladas y células en cesta) son GABAérgicas (54) y ademas el
cerebelo es una estructura con un rol importante en el sistema motor (70) (sistema alterado
por la infeccidn) lo cual coincide con ser uno de los primeros 6rganos a los que llega el
virus, teniendo predileccion por las células de Purkinje (84); células en las que
comunmente es posible encontrar una mayor cantidad de cuerpos de Negri (inclusiones
intracitoplasmaticas que son signo diagndstico de la enfermedad) asi como de mayor
tamafio, en comparacion a otros nucleos del SNC, en el analisis post-mortem de individuos
infectados (85).

Los anteriores estudios plantean la necesidad de implementar técnicas mas sensibles para
evaluar el efecto de la infeccién con el virus de la rabia sobre CB y PV en el cerebelo de
ratones. Lo anterior, con el fin de dilucidar si existen efectivamente cambios en la expresion

de estas dos proteinas implicadas en la regulacion de la homeostasis del calcio intracelular.

El western blot es una técnica que ha sido usada para el analisis de los niveles de proteinas
debido a su alta sensibilidad en comparacion con la inmunohistoquimica, por ello se
plantea su uso para evaluar la expresion de CB y PV. Adicionalmente, la RT-gPCR es otra
técnica muy sensible usada para el analisis de los niveles de transcritos, la cual permite

evaluar la expresion génica de estas proteinas. Ambos enfoques aportan al conocimiento
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de la dinamica de expresioén de CB y PV en el cerebelo en el marco de la infeccion con el
virus de la rabia, teniendo en cuenta la importancia de ambas proteinas en la homeostasis
intracelular del calcio y al hecho poco comun de que se co-expresen en un mismo tipo de

neurona, la célula de Purkinje (48).

Diversos estudios han complementado los resultados obtenidos a través de la
Inmunohistoquimica con el uso de la técnica de Western Blot y RT-qPCR para corroborar
y robustecer los resultados observados en cuanto a la expresion de otros marcadores
neuronales. Este tipo de abordaje se ha implementado en estudios de isquemia en retina
de rata (86), envejecimiento en roedores (56), modelo de isquemia (87), modelo de
exposicién a sustancias toxicas (88) entre otros.
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2.0bjetivos

2.1 Objetivo general:

Determinar el efecto de la infeccion con el virus de la rabia sobre la expresion de
calbindina y parvoalbumina en cerebelo de ratones.

2.2 Objetivos especificos:

* Analizar la distribucion de antigenos virales en el cerebelo de ratones inoculados con

el virus de la rabia por via intramuscular.

» Determinar los niveles de proteina de calbindina y parvoalbumina en el cerebelo de

ratones no infectados e infectados.

» Determinar los niveles de expresion de transcritos de los genes de calbindina y

parvoalbumina en el cerebelo de ratones no infectados e infectados.
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3.Materiales y métodos

3.1 Manejo de animales e inoculacidon del virus de la
rabia

El modelo usado en este estudio fue el raton (Mus musculus) de la cepa CD1 (ICR) cepa
provista por Charles River Laboratories Internacional, Estados Unidos, e importada por el
bioterio de barreray laboratorio de contencién biolégica con nivel de bioseguridad 2 (ABSL-
2/BSL2) del INS. En estas instalaciones los ratones se alojaron bajo las condiciones
propicias de temperatura (20-26°C) y humedad relativa (30-70°C), ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas, comida y agua ad libitum; y en ellas se realiz6 la ejecucion de los protocolos
de inoculacion del virus, la eutanasia de los animales y la extraccion del tejido nervioso de
los ratones. Es importante resaltar que durante el desarrollo de este estudio se cumplié
con la normativa vigente a nivel nacional en cuanto a las consideraciones éticas para el
manejo de animales de laboratorio (ley 84 de 1989 y resoluciéon No. 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud). Ademas, se cont6 con el aval ético institucional emitido por el INS y

por la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia.

La edad de los ratones fue de 4 semanas (28 dias aproximadamente) con un peso
promedio de 19 gramos. Se siguid el protocolo de inoculacion de ratones (anexo A).
Brevemente, se inocularon 14 ratones con la cepa CVS (Challenge Virus Standard)
equivalente a 33800 DL50 provista por el laboratorio de virologia del INS. Fueron
inoculados 0,03mL de solucién de inoculacion por via intramuscular (regiéon del musculo
isquiotibial) en ambas extremidades posteriores. Se dispuso un nimero igual de ratones,
los cuales fueron manipulados de la misma forma, pero inoculados por via intramuscular
con solucién vehiculo, a estos se les denominé el grupo control. Posteriormente, se hizo

el seguimiento a los animales inoculados con observacion diaria y pesaje.

3.2 Eutanasia de animales, extraccion y conservacion del
tejido cerebral

Se definié como punto final del experimento el momento en el que los ratones inoculados
desarrollaron signos avanzados de la enfermedad como: pérdida de considerable de peso
cuando se compara con los ratones no infectados, paralisis en patas posteriores, baja

actividad, baja temperatura al tacto y postracién. Se definio este punto dado que en
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diversos estudios los pardmetros fisiolégicos de la infeccion por el virus de la rabia se
manifiestan en el estado terminal tanto en animales como en seres humanos (86,87),
ademdas en un estudio previo realizado por el grupo solo fueron evidentes los cambios en

la inmunorreactividad a CB en el estado terminal de la enfermedad de los animales (8).

Una vez los ratones mostraron signos avanzados de enfermedad se procedié con los
protocolos de extraccion de tejido nervioso respectivos dependiendo de la técnica de
destino. Los ratones dispuestos para la extraccion de tejido para los ensayos de
inmunohistoquimica fueron procesados de acuerdo con el protocolo de perfusiéon
intracardiaca (anexo B). Brevemente, los ratones infectados y control fueron inyectados
con hidrato de cloral 30% por via intraperitoneal, una vez alcanzaron un estado de
anestesia profunda, se realizé la fijacion del tejido cerebral por perfusion intracardiaca.
Inicialmente, se inyectdé tampoén fosfato salino (PBS, por sus siglas en ingles) y
posteriormente paraformaldehido (PFA) 4%. Finaliz6 con un lavado con PBS vy

conservacion del tejido en PFA 4% hasta el momento del uso.

En cuanto al grupo de ratones dispuestos para los ensayos moleculares se procedié con
el protocolo de eutanasia y extraccion de tejido para ensayos moleculares (anexo C).
Brevemente, los ratones infectados y control fueron sometidos a eutanasia por CO;
siguiendo el manual dispuesto para este fin en el bioterio del INS. Una vez se comprobo la
ausencia de reflejos se procedié con la extraccién del encéfalo del raton. Luego de su
extraccién fue puesto en una bandeja a baja temperatura y el cerebelo se disec6 y se
separaron sus dos hemisferios. Los tejidos dispuestos para el protocolo de western blot
fueron almacenados en viales transportados a baja temperatura y aquellos dispuestos para
el protocolo de RT-qPCR fueron sumergidos en RNAlater (Sigma) para permitir la
conservacion del RNA. Cada uno de estos tejidos fue almacenado a baja temperatura (-

70°C) hasta su uso.



Materiales y métodos 39

3.3 Inmunohistoquimica para CB, PV y antigenos de
rabia

3.3.1 Procesamiento del cerebelo

Los cerebros fijados de los ratones control (n=4) y ratones infectados (n=4) fueron divididos
en los dos hemisferios cortdndolos con una cuchilla a lo largo de la cisura longitudinal. El
cerebelo fue separado de las demds estructuras con un corte al nivel del coliculo inferior.
Ubicando el hemisferio del cerebelo en un vibratomo (Leica VT1000-S) se realizaron cortes
de 50um de espesor en una orientacion sagital, la cual permite evidenciar las folias y la
disposicién de la corteza cerebelar. Se realizaron cortes desde la zona mas lateral hasta
la region medial del hemisferio del cerebelo cubriendo la mayor cantidad de regiones.
Todos los cortes se lavaron con PBS y se mantuvieron en este tampon y en agitacion
durante toda la noche.

3.3.2 Técnica inmunohistoquimica

Para determinar la expresion a nivel de proteinas de CB y PV se evalud la distribucion de
las células positivas a estas proteinas en cortes de cerebelo de ratones control y ratones
inoculados con el virus. Los cortes se distribuyeron en diferentes cajas de vidrio para la
realizacion de la técnica inmunohistoquimica para CB y PV. Con el fin de evaluar la
presencia del virus en el tejido se llevé a cabo la inmunohistoquimica para antigenos de
rabia para evaluar la distribucion de estos antigenos en las diferentes poblaciones
neuronales que se encuentran en el cerebelo de los ratones. Como control de la técnica

se llevd cabo una incubacion sin adicion de anticuerpo primario como control negativo.

La técnica de inmunohistoquimica se realiz6 de acuerdo al protocolo presentado en el
anexo D y segun los procedimientos publicados en estudios previos del grupo (5,8,13).
Brevemente, los cortes realizados se lavaron con PBS, luego se trataron con NH4Cl
(Merck) para limpiar los restos de aldehidos provenientes del fijador. Después, se
incubaron en H,O, (Merck) para bloguear la peroxidasa endogena. En seguida, se
incubaron en una solucién de blogueo para sitios inespecificos y permeabilizacién de
membranas compuesta por suero normal de caballo, albimina de suero bovino (Sigma) y
triton X-100 (ICN). A continuacion, sin lavar los cortes, estos se sometieron a incubaciéon
toda la noche a temperatura ambiente con anticuerpos primarios: anti-CB [1:2500] (Sigma
C9848), anti-PV [1:2500] y anti-RABV [1:2500] (anticuerpo policlonal contra antigenos
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virales elaborado por el grupo (88)). Al dia siguiente, se realizaron lavados con PBS y se
incubaron los cortes con anticuerpos secundarios conjugados con biotina correspondiente
a cada grupo de cortes por 2 horas: anti-ratén [1:600] y anti-conejo [1:600]. Posteriormente,
se lavaron con PBS y fueron incubados en solucion ABC (complejo avidina-biotina-
peroxidasa) (Vectastain) por 2 horas. Por ultimo, el revelado se llevé a cabo con el uso de
pastillas de diaminobenzidina (DAB) al 5%. Como control negativo de la técnica algunos
cortes fueron procesados omitiendo el anticuerpo primario. EI montaje de los cortes se
llevo a cabo sobre laminas previamente gelatinizadas y se digitalizaron con la ayuda de

una camara (Axiocam 305 color, Zeiss).

3.3.3 Densitometria

Los cortes digitalizados fueron analizados usando el programa Image J. Se obtuvieron
entre 10 y 15 cortes por ratén de los cuales se escogieron de forma aleatoria 10 somas por
ratén de cada tipo celular dependiendo del marcador utilizado, siendo el raton la unidad
experimental (n=4), para realizar la medicién densitometrica. Los valores obtenidos se
interpretaron en una escala de 0-255, correspondiendo los valores cercanos a 0 a una
menor cantidad de luz transmitida, por tanto, una mayor inmunorreactividad, y los valores
cercanos a 255 como mayor luz transmitida lo que se interpreta como una menor

inmunorreactividad.

3.4 Western blot para CB y PV

3.4.1 Extraccion de proteinas

Para determinar la expresién a nivel de proteinas de CB y PV se evalu6 de forma
semicuantitativa por western blot en extractos de proteina de cerebelo de ratones control
y ratones infectados. La extraccion de proteinas a partir de los cerebelos se llevé a cabo
de acuerdo con el protocolo de extraccion de proteina total (Anexo H). Brevemente, los
tejidos almacenados fueron disgregados con el uso de un homogenizador dounce y usando
tampon RIPA (Thermo) con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Abcam). Los tejidos
fueron macerados manteniendo la baja temperatura con hielo y luego se centrifugaron a

13000G por 20min a 4°C. A partir de la proteina solubilizada en el sobrenadante se
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determiné la concentracion de proteinas a través del ensayo de proteinas con &cido
bicinconinico (BCA, por sus siglas en inglés) (Thermo). Tanto el sobrenadante como el
pellet resultante se almacenaron a -80°C hasta su uso.

3.4.2 Western blot para CB y PV

La técnica que se llevo a cabo siguio el protocolo de western blot para CB y PV del Anexo
I. Brevemente, para la inmunodeteccién de CB se mezclaron 30ug de proteina solubilizada
con el tampodn de carga y agente reductor (2-B-mercaptoetanol). Esta mezcla se calent6 a
95°C por 10min. Las muestras se cargaron a un gel de poliacrilamida al 12% (BioRad), se
hizo la electroforesis a 80V por 20min y después a 100V por 90min, y en seguida la
transferencia de las proteinas a una membrana de PVDF 0,45um por 90min a 100V
(350mA). Para verificar la eficiencia de la transferencia las membranas fueron tefiidas con
rojo Ponceau. Se evidencié que el protocolo no fue eficiente para la transferencia de
proteinas de bajo peso molecular, rango en el que se encuentra la PV por tanto, fue
necesario llevar a cabo el protocolo de western blot para esta proteina con otras

condiciones.

Para la inmunodeteccion de PV se siguio el protocolo propuesto en el Anexo |. Brevemente,
se mezclaron 50ug de proteina solubilizada con el tampén de carga y agente reductor
(Invitrogen). Esta mezcla se calenté a 70°C por 10min. Las diferentes muestras se
cargaron a un gel de poliacrilamida al 12% (Invitrogen), se hizo la electroforesis y en
seguida la transferencia en himedo por 1 hora a 20V usando un mini-blot module (Thermo)

a una membrana de PVDF 0,45um (Invitrogen).

El bloqueo para la inmunodeteccién de cada proteina se realiz6é con leche descremada al
5% por una hora y posteriormente se incubo la membrana con los anticuerpos primarios
en agitacion y a baja temperatura toda la noche. Como anticuerpos primarios se usaron
anti-CB (1:2000, Sigma) y anti-PV (1:2000, Sigma) y como anticuerpo secundario anti-
mouse (Cell Signaling) acoplado a peroxidasa (HRP). Como control de carga se ensayo
anti-B actina (Abcam). Se realizé el revelado usando un kit de quimioluminiscencia

(Invitrogen) con la ayuda de un fotodocumentador (Chemidoc, Bio-Rad).

Las bandas obtenidas para CB y PV se digitalizaron y se cuantificaron por densitometria

usando el software de analisis (Image Lab™ Software, BioRad). Posteriormente, los datos
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fueron normalizados usando la proteina de referencia B-actina para cada banda y se

obtuvieron los datos para su andlisis estadistico.

3.5 RT-gPCR paraCB y PV

3.5.1 Extraccion de ARN

Para determinar la expresion de CB y PV a nivel post-transcripcional se evalud la expresion
de transcritos de los genes que codifican para estas dos proteinas por RT-qgPCR. La
extraccion de ARN total a partir de los cerebelos se llevé a cabo con el kit RNeasy® Lipid
tissue Minikit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas
modificaciones presentadas en detalle en el anexo E. Brevemente, se procedié con la
homogenizacién del cerebelo de ratones control y ratones infectados usando trizol. Se dejé
incubar a temperatura ambiente y se afiadié cloroformo; posteriormente se agité con un
vortex. Después, se incubd a temperatura ambiente y se centrifugé a baja temperatura.
Este proceso llevé a la formacién de dos fases, una organica y otra acuosa. Esta ultima se
transfiri6 a un nuevo tubo y se afiadié etanol para homogenizar. EI homogenizado
resultante fue transferido a una columna RNeasy Minispin, se centrifugd a temperatura
ambiente y se llevé a cabo un tratamiento con DNAsas en columna (DNAse RQ1

treatment).

Finalmente, se llevaron a cabo una serie de centrifugaciones tras la adicion de tampones
presentes en el kit que llevaron al aislamiento del ARN en la columna. Este ARN se eluy6
con la adicién de agua libre de ARNasas a la columna y centrifugando para obtener en un
nuevo tubo la solucién con ARN total. Esta solucién fue almacenada a baja temperatura (-

70°C) hasta su uso.

3.5.2 Sintesis de ADN complementario y PCR cuantitativa

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se llevé a cabo con el uso del kit GoScript™
Reverse transcriptase System (ref. A5004 Promega) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Brevemente, se realizé la sintesis a partir del uso de random hexamers (5uM)

como cebadores con ARN total (1,050ug) de cerebelo de ratones infectados y ratones
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control. Se afadi6 1L de la retrotranscriptasa usada (GoScript™ Reverse Transcriptase)

a la mezcla de 20 pL, este volumen es el recomendado para mejorar la eficiencia de esta.

La PCR cuantitativa (QPCR) se llevé a cabo usando el kit SYBR™ Green PCR Master Mix
(ref. 4309155 Applied Biosystems™) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Brevemente, el volumen total de reaccion por muestra fue de 10uL, los cuales contienen
1,5uL de ADNc (22,5 ng de ADNc) y 5uL de la master mix, 2uL de mezcla de primers
forward y reverse (5uM, cada uno) (tabla 3-1). Como perfil térmico se usé: 95°C por 10
min; 95°C por 15 s, 55°C por 30 s, 60°C por 35 s, 40 ciclos para la amplificacién; 60°C por
5 min; un ciclo para el analisis de la curva de desnaturalizacion de 60° a 95°C. La PCR se
llevd a cabo en el equipo CFX Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) y los
andlisis usando el programa CFX manager software (Bio-Rad — ver. 3.1).

Tabla 3-1: Secuencias de los primers usados para el desarrollo de los ensayos de RT-
gPCR.

Nombre Secuencia Gen/NCBI Fuente
Beta actina FW: GGCTGTATTCCCCTCCATCG Actb/ Ruiz-
RV: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT | NM_007393. | Villalba et
5 al. 2016
(89)
GAPDH FW: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG Gapdh/ Zeng et al.
RV: GGGGTCGTTGATGGCAACA NM_008084 | 2016 (90)
Calbindina FW: GGCTTCATTTCGACGCTGAC Calbl/ Zhang Y.
RW: ACGTGAGCCAACTCTACAATTC | NM_009788 et al. 2017
(91)
Parvoalbumina | FW: CAGACTCCTTCGACCACAAAAA | Pvalb/ Primer
RV: AACCCCAATCTTGCCGTCC NM_002854 | Bank

A partir de los CT promedio de los genes evaluados calbindina y parvoalbumina (Calbl y
Pvalb) se determind la expresion diferencial usando dos genes normalizadores candidatos
GAPDH y B-actina (Gapdh y Actb). La estabilidad de los genes de referencia entre las
muestras se evalué usando los indices reportados por Hellemans et al. 2007 (92). Como

método cuantitativo se implementé el método de Livak o doble delta CT (93).


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?Submit=Submit&position=NM_002854&rn=1
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3.6 Analisis estadistico

Los andlisis de los datos obtenidos por medio de la densitometria para la
inmunorreactividad sobre los cortes producto del procesamiento por inmunohistoquimica,
asi como de las bandas producto del protocolo de western blot, fueron sometidos a prueba
para evaluar si tenian una distribucién normal. La prueba aplicada fue el estadistico de
Shapiro-Wilks modificado por Mahibbur y Govindarajulu (1997) para tamafos muestrales
pequefios (94). En los casos donde se comprobd el criterio de normalidad se procedié con
la comparacion de medias usando una prueba t-student de dos colas. En los casos de no
haber comprobado el criterio de normalidad se procedioé con una comparacion de medias
usando la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney (prueba no paramétrica). Por su parte, el
andlisis de los datos para los resultados de expresion diferencial por qPCR se llev6 a cabo
usando el método de Livak de doble delta CT (93).

El software seleccionado para llevar a cabo la prueba de normalidad es InfoStat y para las
pruebas estadisticas (t-Student y Wilcoxon-Mann-Whitney) de los resultados obtenidos por
la densitometria tanto de la inmunohistoquimica como del western blot es el software
GraphPad 5,01.



4.Resultados

4.1 Desarrollo de la infeccidén con el virus de larabia

4.1.1 Signos clinicos de lainfeccion

El total de los ratones inoculados con el virus de la rabia manifestaron los signos clinicos
de la enfermedad. Estos signos fueron evidentes a partir del 3 dia post-inoculacién (dpi):
se evidencio una marcada pérdida de peso (figura 4-1). Después, mostraron debilidad en
miembros posteriores y consecuentemente problemas en la marcha, pelo erizado y
evidente pérdida de peso (figura 4-2). Los ratones alcanzaron la fase avanzada de la
enfermedad en el 6 dpi., momento en el que manifestaron signos caracteristicos como
postracion por pardlisis de miembros posteriores y anteriores, bajo peso y baja temperatura

al tacto.



46 Estudio del efecto de la infeccién con virus de la rabia sobre la expresién de

calbindina y parvoalbimina en el cerebelo de ratones

Figura 4-1: Peso de los ratones controles (n=4) e infectados (n=4) durante el transcurso
del experimento.
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Nétese una tendencia marcada en los ratones infectados a la disminucion del peso desde
el dpi. 3.

Figura 4-2: Signos de la enfermedad en ratones infectados.

A.
Ratén no infectado. Notese la extension de las patas posteriores. B. Ratén infectado con
virus fijo (5 dpi.). Notese el recogimiento de patas posteriores.



Resultados 47

4.1.2 Distribucidon de antigenos virales en el cerebelo

El cerebelo de ratones infectados mostré una fuerte inmunorreactividad a los antigenos de
rabia. Fue evidente la marcacion de las tres capas de la corteza cerebelar. Fueron positivas
la mayoria de las células granulares. Los somas de las células de Purkinje mostraron
intensa inmunorreactividad y en la capa molecular es posible observar el arbol dendritico
de las células de Purkinje. Fue escasa la marcacion de las interneuronas presentes en la

capa molecular (figura 4-3).

Fue posible observar inclusiones intracitoplasmaticas (cuerpos de Negri) en las neuronas
de la corteza cerebelar, particularmente en las células granulares y en las células de
Purkinje. En estas ultimas, fue mas abundante y de mayor tamafio, encontrandose tanto
en el soma como en la arborizacién dendritica (figura 4-3). Adicionalmente, se observé
marcacion positiva a antigenos de rabia, asi como cuerpos de Negri en las neuronas

propias de los nucleos profundos del cerebelo (figura 4-4).

Figura 4-3: Inmunorreactividad positiva para antigenos del virus de la rabia en corteza
cerebelar de ratones infectados.
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A. Folia Il del vermis con marcacién positiva en neuronas (cabeza de flecha). Nétese la
fuerte marcacion en la capa molecular (cm) y de células de Purkinje (ccp) (barra: 200um).
B. Neuronas positivas (células de Purkinje, cabeza de flecha) a la marcacion para

antigenos de rabia (barra: 50 um). Notese la marcacion de inclusiones en la capa granular.



48 Estudio del efecto de la infeccién con virus de la rabia sobre la expresién de

calbindina y parvoalbimina en el cerebelo de ratones

Figura 4-4: Inmunorreactividad positiva para antigenos del virus de la rabia en nucleos
profundos del cerebelo en ratones.

A. Ndcleo medial con neuronas positivas a antigenos de rabia (flechas) (barra: 200 um);
fs: fisura primaria. B. Detalle del nucleo, nétese inclusiones intracitoplasmaticas
inmunorreactivas (cuerpos de Negri) en células inmunorreactivas (flechas) (barra: 50 um).

4.2 Inmunorreactividad a CB en cerebelo de ratones
controles e infectados.

La distribucion del antigeno para CB permitié detallar la morfologia de las células de
Purkinje, positivas para la marcacién con CB, tanto en ratones control como infectados, sin
ser evidente ningin cambio en la distribucién del antigeno. Tampoco se observaron
alteraciones de la morfologia en la corteza cerebelar concerniente a la integridad de la

capa de células de Purkinje.

Durante la observacion de los cortes obtenidos en ambos grupos, se denoto la marcacion
del soma de las células de Purkinje propia de la capay la arborizacién dendritica conspicua
para estas células en la capa molecular en las diferentes regiones del cerebelo: I6bulo
floculonodular, vermis y hemisferios cerebelares. No se hallaron cambios ni en la
distribucion ni en la morfologia cuando se compararon los cortes provenientes de ratones
controles con ratones infectados (figura 4-5). Dado que las células presentes en los
nucleos profundos no son positivas para CB no se observé ninguna inmunorreactividad en

estos nucleos.



Resultados 49

En cuanto a la inmunorreactividad a CB, los cortes de cerebelo obtenidos de los ratones
infectados tampoco mostraron diferencias en comparacion con los controles. Esta
inmunorreactividad se cuantifico a través de densitometria dptica en las células de Purkinje
de las folias Ill y IV (las cuales presentaron menos artefactos entre todos los cortes) en
ambos grupos (figura 4-6). Puesto que las células presentes en los nucleos profundos no

son positivas para CB no se llevé a cabo analisis densitométrico en estos ndcleos.

4.1 Inmunorreactividad a PV en cerebelo de ratones
controles e infectados.

La distribucion de los antigenos de PV permiti6 identificar diferentes poblaciones celulares
presentes en la corteza cerebelar, las cuales fueron positivas para PV, tanto en ratones
controles como infectados, sin ser evidente ningin cambio en la distribucion de estas
poblaciones neuronales entre ambos grupos. También fue notoria la marcacion de las
neuronas presentes en los nucleos profundos para ambos grupos, sin observarse

diferencias en la inmunorreactividad entre ellos.

En la observacion de los cortes en los dos grupos se noté marcacion de las células
estrelladas y células en cesta en la capa molecular, asi como en células de Purkinje de la
corteza cerebelar. En la capa granular se observaron pocas células positivas para PV y
una tenue tincién en el neuropilo. Lo anterior se observd en las diferentes regiones del
cerebelo: I6bulo floculonodular, vermis y hemisferios cerebelares. No se evidenciaron
cambios ni en la distribucién ni en la morfologia neuronal cuando se compararon los cortes
provenientes de ratones controles con ratones infectados (figura 4-7). Aunque se observo
una tendencia al aumento en la inmunorreactividad a PV, esta no fue estadisticamente

significativa (figura 4-8) cuando se llevé a cabo el andlisis de densitometria Optica.

Por otra parte, se observaron células positivas a PV en los nucleos profundos del cerebelo
tanto de las muestras de ratones controles como de ratones infectados. Las neuronas
presentes en estos nlcleos tuvieron una fuerte inmunorreactividad a PV y fue evidente en
los tres nucleos: nacleo fastigial (medial), ndcleo interpdsito (intermedio) y ndcleo dentado
(lateral) (figura 4-9). No se hallaron cambios cualitativos en la inmunorreactividad de los
nucleos profundos entre los controles e infectados; por su parte, la densitometria Optica
tampoco mostr6 un aumento significativo en la inmunorreactividad de los nucleos

profundos en las muestras de animales infectados (figura 4-10).
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Figura 4-5: Inmunorreactividad a CB en cortes sagitales de cerebelo de ratones
controles y ratones infectados.

A. Folia lll del cerebelo de un raton control con marcacion positiva para CB (barra: 100um).

B. Ampliacién del recuadro en A. Se detalla la marcacion de las células de Purkinje y su
arborizacion dendritica en la capa molecular (cm) (barra: 50 um). C. Folia Ill de cerebelo
de ratdn inoculado con virus de la rabia. Nétese la marcacion de la capa de células de
Purkinje (barra: 200 um). D. Ampliacion del recuadro en C. Se detalla la marcacion de las
células de Purkinje y su arborizacién dendritica, muy similar a la observada en el ratén
control (barra: 50 um) (cg, capa granular, ccp, capa de células de Purkinje; cm, capa
molecular; cabeza de flecha, células de Purkinje; flecha, arborizacion dendritica).
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Figura 4-6: Densidad Optica medida en somas de células de Purkinje con

inmunorreactividad a CB de las folias 11l y IV de ratones controles e infectados.
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Cada dato corresponde a los valores promedio de 10 somas por raton (n=4). Los valores
se deben interpretar en una escala de 0-255, correspondiendo los valores cercanos a 0 a
una menor cantidad de luz transmitida, por tanto, una mayor inmunorreactividad, y los
valores cercanos a 255 como mayor luz transmitida lo que se interpreta como una menor

inmunorreactividad. No hubo diferencias significativas (p=0,9472 prueba t-Student).
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Figura 4-7: Inmunorreactividad a PV en cortes sagitales de cerebelo de ratones controles
ratones inoculados con virus de la rabia.

A

A. Folia Il de cerebelo de raton control con inmunorreactividad para PV. Notese la
marcacion de los somas de células de Purkinje (ccp) (barra: 100 um). B. Ampliacion del
recuadro en A. Se detalla la marcacion de las células de Purkinje (flecha) asi como de las
células estrelladas y en cesta (cabeza de flecha) (barra: 50 um). C. Folia Il de cerebelo
de ratdn inoculado con virus de la rabia. Notese la marcacion de la capa de células de
Purkinje (barra: 50 um). D. Ampliacion del recuadro en C. Se detalla la marcacion de las
mismas poblaciones neuronales que en la muestra control (barra: 50 pum). cg, capa
granular; ccp, capa de células de Purkinje y, cm, capa molecular.
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Figura 4-8: Densidad Optica medida en somas de células de Purkinje e interneuronas con

inmunorreactividad a PV de la folia Il y IV de ratones control e infectados.
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A. Densitometria 6ptica medida en somas de células de Purkinje con inmunorreactividad
a PV de las folias lll y IV. B. Densitometria 6ptica medida en las interneuronas (células
estrelladas y en cesta) de la capa molecular de las folias Ill y IV. No hubo diferencias
significativas al hacer el andlisis estadistico. Cada dato corresponde a los valores promedio
de 10 células por raton (n=4). Los valores se deben interpretar en una escala de 0-255,
correspondiendo los valores cercanos a 0 a una menor cantidad de luz transmitida, por
tanto, una mayor inmunorreactividad, y los valores cercanos a 255 como mayor luz
transmitida lo que se interpreta como una menor inmunorreactividad. No hubo diferencias
significativas (A. p=0,2232; B. p=0,8283. Prueba t-Student a dos colas).
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Figura 4-9: Inmunorreactividad a PV en cortes de cerebelo de ratones controles y ratones
inoculados con virus de la rabia.
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A-C. Nucleos profundos de cerebelo de ratones controles y D-F. Nucleos profundos de
cerebelo de ratones infectados. A y D. Nucleo fastigial (medial). B y E. Nucleo interposito
(intermedio) C y F. Nucleo lateral (dentado). Notese la similitud en la inmunorreactividad

de los nucleos entre el grupo control y el grupo de infectados.

Figura 4-10: Densidad optica medida en somas de las células de los nucleos profundos
con inmunorreactividad a PV de ratones controles e infectados.
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A. Densitometria 6ptica en las células de nudcleo lateral (dentado). B. Densitometria dptica
medida en las células de nucleo interpuesto (interpdsito). C. Densitometria 6ptica medida
en las células de nucleo medial (fastigiado). Cada dato corresponde a los valores promedio
de 10 células por raton (n=4). Los valores se deben interpretar en una escala de 0-255,
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correspondiendo los valores cercanos a 0 a una menor cantidad de luz transmitida, por
tanto, una mayor inmunorreactividad, y los valores cercanos a 255 como mayor luz
transmitida lo que se interpreta como una menor inmunorreactividad. (A. p=0,2478; B.
p=0,0593 C. p=0,3336. Prueba t-Student a dos colas).

4.2 Nivel de expresidon de proteinas paraCB y PV en
ratones controles e infectados.

Se evaluaron los niveles de expresion de proteinas para CB y PV por western blot en
extractos de cerebelos de ratones controles e infectados con el virus. Los niveles de
densidad Optica normalizados obtenidos de las bandas correspondientes a CB de los
ratones infectados fueron menores en comparacion a los niveles de los controles, de forma

significativa (p<0,05) obteniéndose una regulacién a la baja de -64% (figura 4-12 A).

Por su parte, en el procedimiento usado para la deteccion de PV se ajustaron las
condiciones del protocolo dado que con las condiciones iniciales no se obtuvo la
transferencia de proteinas de un peso molecular bajo, rango en el que se encuentra PV
(figura 4-12 B). Los ajustes mejoraron la transferencia de las proteinas de bajo peso
molecular en el rango de PV (figura 4-13B) y fue posible ver bandas a nivel del peso
molecular esperado para PV, sin embargo, se observd una marcacion de bandas
inespecifica (figura 4-13A). Al variar otras condiciones como concentracion del anticuerpo,
tiempo de transferencia y soluciébn de incubaciébn no se observaron mejoras en la
marcacion para la banda de PV. En todas las condiciones se observo una migracion mas

lenta hacia los extremos del gel en el caso de la electroforesis.

También se observaron bandas inespecificas posterior a la incubacién de la membrana
con el anticuerpo contra B-actina, posiblemente una de ellas correspondié a una de las
inespecificas para PV. No obstante, también se observé una banda inespecifica a un peso
molecular mayor a 62 KDa (figura 4-13C). El andlisis de los niveles de PV se llevo a cabo
midiendo la densitometria de la banda del peso molecular esperado para PV a 12 KDa y
con un nimero reducido de muestras (n=3). A pesar de que la prueba estadistica no arrojé
diferencias significativas entre controles e infectados, se evidencié una banda mas tenue

que se representa como una menor densitometria Optica normalizada (figura 4-13D).
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Figura 4-11: Nivel de expresion de proteina CB en cerebelo de ratones controles (n=5) y
ratones infectados con virus de la rabia (n=4).
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A. Densitometria Optica normalizada con el control de carga (B-actina). Se muestran 3
réplicas técnicas de una misma unidad experimental para ambos grupos. Banda de CB en
28KDa y banda de B-actina en 42KDa. Las barras corresponden al EEM (error estandar
de la media). *Diferencia significativa por prueba t-Student (p=0,0325). B. Tincién con rojo
Ponceau de la membrana posterior a la transferencia. Nétese la baja tincion a pesos
moleculares menores a 17KDa (rango de peso de PV).
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Figura 4-12: Western blot para PV en cerebelo de ratones controles y ratones infectados.
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A. Revelado de la membrana con bandas esperadas para PV (12-KDa) y bandas

inespecificas a 28 y 49 KDa aproximadamente (flechas). Se muestran 3 réplicas técnicas

de una misma unidad experimental para ambos grupos. B. Membrana de A tras tincién con

rojo Ponceau. Nétese la marcacion en el rango de proteinas de bajo peso molecular (rango

de localizacion de PV, <12KDa). C. Revelado de la membrana con bandas esperadas para

B-actina en cerebelo de ratones controles y ratones infectados. Nétese las bandas

inespecificas obtenidas tras la incubacion, de las cuales una puede corresponder a

inespecificidad de PV. Se muestran 3 réplicas técnicas de una misma unidad experimental

para ambos grupos. D. Nivel de expresion para PV (n=3). Las barras corresponden al EEM

(error estandar de la media).
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4.3 Niveles de expresion de los genes para CB y PV en
ratones controles e infectados.

Se evaluaron los niveles de expresion de transcritos para CB y PV en los cerebelos de
ratones infectados con el virus, los cuales mostraron cambios significativos con relacion a
los niveles encontrados en los cerebelos de ratones controles. El nivel expresion
normalizado de ARNm para CB y PV en el cerebelo de ratones infectados -3,64 (72,6%) y
-2,09 (-52,7%) respectivamente, con respecto al control (figura 4-11). Dentro de la
evaluacion de estos genes se observaron cambios de uno de los genes de referencia: B-
actina (Actb). Al momento de llevarse a cabo la normalizacién usando como gen de
referencia Unicamente a Gapdh, se evidencié una sobre expresiéon de 2,25 con respecto al
control (figura 4-11). En cuanto a la eficiencia de la reaccion se realizd el protocolo
presentado en anexo G obteniendo como resultado eficiencias cercanas a un 100% (figura

4-16) lo cual corresponde a lo esperado para estos ensayos.

Figura 4-13: Expresién relativa de los genes CB, PV y B-actina en muestras de cerebelo

de ratones controles e infectados (n=4).
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Niveles normalizados de la expresion de transcritos de ARNm. Las barras corresponden al

EEM (error estandar de la media). * p<0,05
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5.Discusion

5.1 Distribucion de antigenos virales en el cerebelo.

En este estudio la inoculacion intramuscular de la cepa CVS del virus de la rabia promovio
la infeccion del cerebelo de los ratones inoculados evidenciandose la marcacion positiva
para antigenos de rabia en este 6rgano. Fueron evidentes los signos de la infeccion en los
ratones inoculados los cuales alcanzaron la fase terminal de la enfermedad. La infeccion
a través de esta via de inoculacion permitié establecer un modelo que se aproxima a lo
gue sucede en las condiciones naturales de la enfermedad, donde el virus entra a través
de la placa neuromuscular a las neuronas motoras y por ende al SNC donde promueve la

manifestacién clinica de la enfermedad (2).

La pérdida de peso, la pardalisis del tren posterior, asi como la fase de postracion, fueron
signos encontrados en el presente estudio, los cuales son manifestaciones comunes de la
infeccién por el virus de la rabia en distintos modelos de infeccién. Hartinger et al. 2000
(95) establecieron que una reduccién en el peso de los ratones inoculados es uno de los
signos mas tempranos de la infeccidén. En otros estudios, ratones de la cepa C57BL/6J
inoculados con la cepa CVS-11 por via intramuscular manifestaron paralisis entre los 4 y
5 dpi la cual progreso a cuadriparesis y a muerte entre los 11 y 13 dpi (96,97), un patrén
similar se observé en ratones de la cepa ICR con la misma cepa donde se registro la

muerte de los ratones en un promedio de 12,8 dpi (98).

Estudios previos han reportado la infeccion del cerebelo, especificamente la presencia de
antigenos virales tanto en células de Purkinje como en nicleos profundos, pero no en las
células granulares e interneuronas de la corteza cerebelar, como se evidencia en el
presente estudio. En ratones ICR de 6 semanas con inoculacion de la almohadilla plantar
con virus de la cepa CVS-11 por via intramuscular (98), asi como en ratones C57BL/6J
con inoculacion intramuscular en extremidad posterior (96), no se encontraron antigenos

virales en estas neuronas, pero si en células de Purkinje y nucleos profundos.

La ausencia de antigenos en las interneuronas de la corteza cerebelar, asi como en las
células granulares de ratén, puede deberse a la ausencia de los receptores necesarios
para el ingreso del virus en estos tipos celulares (35,99). Se ha evidenciado la infeccion de

estas interneuronas cuando se inyecta el virus de forma intracerebral en la corteza
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cerebelar, lo cual sugiere que el mecanismo usado por el virus para transmitirse desde el
espacio extracelular hasta el interior de la neurona es distinto al mecanismo usado en las

terminales axénicas o desde la membranas del soma y las dendritas (99).

La migracion del virus desde la placa neuromuscular hacia las células de Purkinje se lleva
cabo atraveés de las conexiones existentes entre los nucleos profundos y la medula espinal,
como los tractos espinocerebelares, siendo una via directa para la llegada a estos nucleos
y de alli a la corteza cerebelar (100). Por su parte, las células de Purkinje proyectan
principalmente a los nucleos profundos del cerebelo siendo la principal eferencia de la
corteza cerebelar, esto coincide con el hallazgo de antigenos virales tanto en el soma como

en las dendritas de las células de Purkinje.

En otros modelos de infeccidn con virus de la rabia se han encontrado manifestaciones
clinicas e histopatoldgicas similares a las encontradas en el presente estudio. Tras inocular
ratas en la almohadilla plantar con CVS-11 fue posible encontrar inmunorreactividad
positiva a antigenos virales en cerebelo en el dpi 5, siendo una de los primeros 6rganos
del SNC en ser infectados (98), acorde con el papel ya mencionado que juegan los tractos
espinocerebelares en la migracion del virus. Por otro lado, Verdes y cols. 2016 (101)
encontraron cuerpos de Negri y antigenos virales en la corteza cerebelar de bovinos

infectados naturalmente con una cepa silvestre del virus de la rabia.

Es importante resaltar que el cerebelo es uno de los 6rganos del SNC donde mas
comunmente se pueden encontrar particulas virales tras un evento de infeccion con el virus
(38,84). EIl cuerpo de Negri es el rasgo patognomaonico de la infeccion por el virus de la
rabia (85) y su hallazgo en las células de Purkinje concuerda con lo reportado por
anteriores estudios, puesto que este tipo celular es uno de los mas cominmente infectados

por el virus (84).

Dado el rol que cumplen las células de Purkinje en el funcionamiento del cerebelo,
encontrar particulas virales en estas células es un aspecto importante del presente modelo,
puesto que la afectacién que puede generar la infeccion en el cerebelo puede darse de
forma directa por llegada de particulas virales a las neurona y/o por una disfuncién de la
poblacion de células de Purkinje que puede redundar en un mal funcionamiento de los

circuitos establecidos con otras poblaciones neuronales en el cerebelo.
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5.2 Efecto del virus de la rabia sobre los niveles de
proteina de CB.

En el presente estudio se busco determinar la expresion de CB en el cerebelo de ratones
control y ratones infectados con el virus de la rabia, observando la distribucion de esta
proteina en las células de Purkinje y determinando su expresion relativa en extractos de
proteinas provenientes de estos ratones. Esta aproximacién buscO determinar si la
infeccion con el virus altera la expresibn de CB a nivel de proteinas (nivel post-
traduccional). Se encontr6 una marcacion usual de las células de Purkinje positivas para
el marcador neuronal CB en la corteza cerebelar tanto de ratones control como de ratones
infectados, asi como la ausencia de diferencias notables tanto en la distribucién como en
la inmunorreactividad a esta proteina entre ambos grupos. Sin embargo, se encontré una
disminucion significativa en los niveles de CB en extracto de proteinas de cerebelo de

ratones infectados en comparacion con los controles.

La ausencia de cambios en la marcacion de CB entre el cerebelo de ratones controles e
infectados concuerda con un estudio realizado por el grupo previamente sobre el efecto de
la infeccidn en el cerebelo de ratones inoculados con el virus (13). Era importante validar
este resultado dado que dichos resultados motivaron la implementacion de metodologias
mas sensibles para el analisis de la expresidn de esta proteina en este modelo de infeccién

con el virus de la rabia.

Un aspecto importante para tener en cuenta es que las células de Purkinje son las Unicas
células positivas tras un protocolo de inmunohistoquimica para CB en el cerebelo de ratén.
En estas células es comun la marcacion intensa tanto de dendritas como en el soma (54),
dado que son las células con la mayor concentracién de proteina en el SNC (15). En este
sentido, CB es un excelente marcador neuronal para las células de Purkinje y cualquier
alteracion en la inmunorreactividad de este marcador es evidencia de alteraciones en este

tipo celular.

Estudios previos han reportado alteraciones leves en la morfologia del cerebelo ante la
infeccion con el virus de la rabia. La inoculacion intracerebral de ratones ICR con la cepa
CVS (102) y de ratones BALB/c (97), a pesar de ocasionar la infeccion prominente de las
células de Purkinje, evidenciada en marcacion positiva para antigenos virales, no ocasioné
alteraciones morfoldgicas evidentes, ni caracteristicas de apoptosis. Por su parte, tanto la

inoculacion de la cepa ICR de raton con el virus CVS-11 por via subcutanea (98) como la
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inoculacion intramuscular de la cepa C57BL/6J en la extremidad posterior (96) tampoco
mostraron alteraciones morfologicas evidentes en el cerebelo, a pesar de observarse una

fuerte marcacion de antigenos virales.

Los anteriores estudios muestran la aparente resistencia de las células de Purkinje a la
muerte por apoptosis durante la patologia de la rabia, lo cual también es evidente en el
presente de estudio de forma cualitativa al hacer la observacion de estas células con la
marcacion con CB. Estos resultados concuerdan con el rol secundario que juega la muerte
celular por apoptosis en el modelo de infeccion intramuscular del virus (103). En este
mismo modelo de infeccién se ha evidenciado la pérdida en la inmunorreactividad a CB en
otras regiones del SNC de ratén como la corteza cerebral, el neostriado, y la médula
espinal (5,6,8) mientras que no se evidencia el mismo resultado en las células de Purkinje

como se reportd previamente (13) y se corrobora en el presente estudio.

No obstante, un estudio llevado a cabo en vacas con marcacion positiva para antigenos
de rabia en el cerebelo demostré pérdida en la inmunorreactividad a CB en las células de
Purkinje de la corteza cerebelar (101). Estos resultados pueden deberse a que los
artiodactilos muestran una distribucion de la marcacion de CB que difiere de otros grupos
de mamiferos entre ellos los roedores (52), grupo al que pertenece el modelo usado en el
presente estudio. También se debe resaltar que en el presente estudio se evalué el efecto
de una cepa de virus de laboratorio, a diferencia de la cepa que afect6 a las vacas
infectadas, la cual es una cepa silvestre. Estas diferencias podrian explicar la disparidad

en los resultados.

Con los resultados previos se puede sugerir que la disminucién en los niveles de proteinas
evidenciados con el western blot se debié a un descenso en la expresion de esta proteina
a nivel postraduccional y no a una disminuciéon en el nimero de células positivas a CB
producto de la infeccion. Como se demostré con la inmunohistoquimica en el presente
estudio la poblacién neuronal positiva a la marcacién para CB fue la correspondiente a las
células de Purkinje y la disminucion evidenciada en el nivel de proteinas corresponde a
dicha poblacion neuronal, que no se vio afectada en nimero, pero si en su concentracion
de CB. En otros estudios la pérdida en los niveles de CB se explica por una pérdida en el

namero de células positivas para CB como ocurre con la infeccion con el virus Borna en
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ratones neonatales (74), la exposicion toxica a alcohol en ratas en desarrollo y ratas
neonatas (104) o la pérdida de neuronas producto del envejecimiento (59,105).

En el presente estudio, la cuantificacion del nivel de proteina de CB por western blot es
mas sensible que por la técnica de inmunohistoquimica posiblemente por la abundancia
de esta proteina en las células de Purkinje, la cual hace que su marcacién sea intensa,
tanto a nivel de soma como de su arbol dendritico, tras una inmunohistoquimica (54). Este
aspecto puede hacer més dificil la deteccién de cambios en la inmunorreactividad cuando
se realiza la medicién en cortes de tejido, a comparacion de la medicién a partir de un

extracto de proteinas.

5.3 Efecto del virus de la rabia sobre los niveles de
proteina de PV.

En el presente estudio también se buscéd determinar la expresion de PV en cerebelo de
ratones controles y ratones infectados con el virus de la rabia, observando la distribucién
de esta proteina en las poblaciones neuronales positivas a ella, y determinando su
expresion relativa en extractos de proteinas provenientes de estos ratones. Esta
aproximacion busco determinar si la infeccion con el virus altera la expresion de PV a nivel
de proteinas (nivel post-traduccional). No se evidenciaron cambios en la distribucion de las
células de Purkinje, ni en las interneuronas ubicadas en la corteza cerebelar positivas a
PV, asi como tampoco cambios en la marcacién de nucleos profundos. En cuanto a la
inmunorreactividad de los somas de células positivas para PV no se obtuvieron diferencias
significativas entre controles e infectados. Por su parte, en cuanto al nivel de proteinas de
PV, a pesar de no evidenciarse un cambio significativo, se observé una disminucion para

las muestras de infectados en la densidad éptica de la banda correspondiente.

La marcacion positiva de células a PV en la corteza cerebelar es coherente con lo
reportado para la corteza cerebelar en roedores (52,54). Asi como se observé con CB no
hay evidencia de muerte neuronal de las poblaciones neuronales positivas a PV producto
de la infeccion con él virus, al menos de forma cualitativa. La ausencia del virus en las
interneuronas de la capa molecular, las células en cesta y células estrelladas, coincide con
la ausencia de alteraciones en la distribuciéon e inmunorreactividad de las mismas a PV.
Asi mismo, a pesar de evidenciarse antigenos virales en las neuronas de los nudcleos

profundos del cerebelo, no se observé alteracion en la inmunorreactividad a PV sobre ellos.
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Todo ello coincide con el rol secundario que juega la apoptosis en este modelo, como se

menciond anteriormente.

En el presente estudio, se optdé por usar el mismo anticuerpo para los ensayos de
inmunohistoquimica y los de western blot buscando que los resultados observados para
ambas técnicas fueran complementarios entre si. Las bandas inespecificas observadas en
los resultados del western blot para PV no se habian reportado en otros trabajos donde
usaron la misma referencia del anticuerpo en extractos de proteinas proveniente de tejido
cerebral de raton (106), ademéas en otro estudio donde se us6 esta referencia para ensayos
de inmunohistoquimica muestran resultados satisfactorios en cuanto a la marcacion de la
corteza cerebelar (107) y en otras regiones del SNC de ratén estudiadas por el grupo (6,9).
A pesar de no observarse una disminucion significativa en los niveles de proteina para PV,
probablemente, con un nimero mayor de muestras (n<3) hubiese sido mas robusta la
estadistica para registrar posibles diferencias significativas entre ambos grupos. La posible
disminucion en los niveles de proteina, aunque no se acompafd con disminucion del
namero de células positivas a PV, puede acarrear problemas para la funcién del circuito
gabaérgico en este modelo de infeccion con rabia, como se ha demostrado previamente
(11).

En cuanto al efecto observado en las células de los nucleos profundos, la infeccién con el
virus de la rabia no generé cambios en la inmunorreactividad a PV en ninguno de los
nacleos cerebelares. Dado que los nucleos profundos reciben las proyecciones de las
células de Purkinje de la corteza cerebelar como el Unico input proveniente de ella,
cualquier alteracion en el nimero y funcién de estas células incide directamente en la
fisiologia de las células de estos nucleos. Al estudiar diferentes mutaciones en ratones que
llevan a la pérdida de células de Purkinje en el cerebelo, se encontré que solo una pérdida
significativa del nimero de estas (>90% aprox.) incide en un aumento en la expresiéon de
PV en estas células (108). En este modelo de infeccion con el virus de la rabia no se
evidencio perdida de células de Purkinje, lo cual puede explicar la ausencia de cambios en
la inmunorreactividad a PV al observar la marcacion de las células positivas a PV en

ratones infectados.
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5.4 Efecto del virus de la rabia sobre los niveles de
transcritos de CB.

En el presente estudio también se buscé evaluar a nivel transcripcional el efecto de la
infeccion sobre la expresion de CB. Se evidencio una disminucion del 72,6% en los niveles
de CB en el cerebelo de ratones infectados en comparacion con los ratones control usando
gapdh como gen de referencia. Esto sugiere una alteraciébn en el mecanismo de

transcripcion de este gen inducida por la infeccion con el virus de la rabia.

La disminucion en los niveles de ARNm de CB en cerebelo de roedores se ha reportado
en estudios de envejecimiento, siendo comun esta disminucién con la edad (58,109). Se
sugiere que CB es una de las CaBP mas sensible a la disminucién de transcritos durante
la edad y esta disminucién en la expresion de transcritos de CB se relaciona directamente
con alteraciones en la homeostasis de calcio por pérdida de la posible traduccién de la
proteina CB (109). En un modelo mutante de raton (leaner mouse) el cual pierde la
funcionalidad del canal de calcio tipo P, también se demostré una disminucién en el ARNm
de CB, estableciendo una relacion directa entre los niveles de calcio intracelular y la
respuesta de la célula a la transcripcion de CB (110). Otro estudio también ha evidenciado
una disminucion de ARNm de CB por la pérdida de células de Purkinje inducida por

toxicidad con alcohol en modelo de rata posnatal (104).

Uno de los posibles mecanismos de transcripcidbn consiste en la relacion de la
concentracion intracelular de calcio y la respuesta ejercida por la presencia del elemento
del promotor de CB, PCEL, el cual esta encargado de su expresion (111). En el presente
estudio no se evidenci6 pérdida de neuronas positivas a CB de forma cualitativa, por tanto,
la disminucién en los transcritos probablemente obedece también a una respuesta a nivel
celular producto de la infeccion que lleva a una alteracion en la homeostasis de calcio. En
este punto coincide el efecto observado sobre la expresion a nivel de proteina y a nivel de

transcrito.

5.5 Efecto del virus de la rabia sobre los niveles de
transcritos de PV.

En este estudio también se busco evaluar a nivel transcripcional el efecto de la infeccion
sobre la expresion de PV. Se observo una disminucién del 52,7% en los niveles de PV en

el cerebelo de ratones infectados en comparacion con los ratones control usando gapdh
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como gen de referencia. Esto sugiere una alteracion en el mecanismo de transcripcion de

este gen inducido por la infeccion con el virus de la rabia.

Estudios previos llevados a cabo en el marco del espectro del desorden autista han
encontrado una disminucion en los niveles de ARNm de PV. En el cerebelo de pacientes
diagnosticados con autismo fue evidente y significativa la disminucion en los niveles de
ARNmM de PV (112), asi como un numero reducido de interneuronas positivas a PV en la
corteza prefrontal medial (68). Por su parte en la enfermedad de Parkinson se encontré
una pérdida significativa en los niveles de ARNm de PV en la corteza prefrontal dorsolateral
medida en células (113). En todos estos casos se asoci6 dicha pérdida en la expresion a
nivel de transcritos de PV con una alteracion en el circuito de neurotransmision de GABA
y por ende una inhibicion sindptica reforzada. Especificamente, una reduccion en la
expresion de PV en las células de Purkinje se asocié como un mecanismo compensatorio

a una deficiente inhibicién Gabaérgica (112).

5.6 Posibles efectos de la infeccidn con el virus de la
rabia sobre la expresion de los genes para CB y PV.

En el presente estudio se observé una disminucién marcada de los niveles de ARNm de
CB y PV en cerebelo durante la fase terminal de la infeccion en el modelo de inoculacién
intramuscular y se correspondio con una disminucion significativa en la expresion de CB,
y una aparente disminucién de PV, a nivel de proteina. Esto sugiere que la infeccion
promueve una reaccion de la maquinaria celular en favor de la disminucién en la expresion
de estos dos genes. Aunque en este mismo estudio no fue evidente dicha disminucion a
nivel de la marcacion celular al evaluar la inmunorreactividad sobre los somas de las
células positivas para cada proteina, se mantuvo la citoarquitectura de la corteza cerebelar
lo cual concuerda con la leve alteracion de la morfologia en el marco de la infeccién con el
virus de la rabia. Finalmente, también se observé un aumento no esperado en los niveles
de ARNm para B-actina, lo que sugiere también un efecto sobre el citoesqueleto. Otras
proteinas del citoesqueleto tales como la F-actina (114), MAP-2 y neurofilamento NF-H

también son afectadas por la infeccion réabica (78,81,82).

La expresion de CB en las células de Purkinje cumple un rol fundamental en la fisiologia

de estas neuronas en el cerebelo del ratén. Es la proteina con la mas alta expresion en
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esta poblacién neuronal y se ha sugerido que su pico de expresion en el desarrollo se
relaciona con la maduracién en el proceso de sinaptogénesis de estas células y su funcién
protectora del citoesqueleto a los cambios de los niveles de calcio intracitoplasmaticos,
dadas las diferentes conexiones que reciben estas células y la inherente entrada de calcio
que esto implica (59). Es asi como su funcion como reguladora de la concentracion de
calcio es la mas aceptada, funcionando como una proteina que tampona de forma rapida
y con alta afinidad el calcio intracelular (16). Su ausencia se ha demostrado que se asocia
con alteraciones en la coordinacién motora y la integracién sensorial en ratones mutantes
knockout para CB (CB™) y se explica dados los cambios en la electrofisiologia de las
células de Purkinje producto de una lenta disminuciéon en la concentracion de calcio
intracelular por ausencia del efecto tampon que genera esta proteina (115,116). También
se ha asociado su ausencia con mayor vulnerabilidad de esta poblacion celular a efectos
citotoxicos mediados por calcio, siendo vital su expresion para mantener la supervivencia
celular (105).

Por lo tanto, la disminucién en la expresién de CB que se observa en el presente estudio
por efecto de la infeccion con el virus de la rabia, sugiere que las células de Purkinje del
cerebelo de ratones infectados manifiestan alteraciones en la homeostasis del calcio
intracelular. Ya antes se habia demostrado la sobreregulacion de m-calpaina otra proteina
de enlace de calcio por efecto de la infeccion con el virus de la rabia (117). Se ha propuesto
gue variaciones en la concentracion intracelular de calcio, bien sea por condiciones del
desarrollo o condiciones patolégicas, influyen en la expresién de CB (54). Un factor clave
es la presencia del elemento del promotor de CB, PCE1, el cual esta encargado de su
expresion y se ha demostrado que ante un aumento en la concentracion intracelular de

calcio se incrementa la eficiencia con la que PCE1 promueve la transcripcién de CB (111).

Sin embargo, dicha alteracién aparentemente no lleva a una excitotoxicidad de las células
por incremento en la concentracién de calcio intracelular que las pueda conducir a muerte
celular por apoptosis, fendbmeno que no se observé, al menos de forma cualitativa. Esto
ultimo se puede deber a los diferentes mecanismos que protegen a las células de Purkinje
de alteraciones en la concentracion intracelular del calcio como lo son la presencia de
ATPasas de calcio en la membrana plasmatica (PMCA, por sus siglas en ingles), las
ATPasas de calcio sarco-endoplasmicas (SERCA, por sus siglas en ingles) y los
transportadores mitocondriales (intercambiadores de H*/Ca?'), todos encargados de

extraer el calcio citoplasmatico al exterior celular o a organelos (118).
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Los efectos producto de la disminucion en los niveles de la proteina CB por efecto de la
infeccion por el virus de la rabia, podrian llevar a alteraciones en la electrofisiologia de las
células de Purkinje. Los cambios en la expresion de CB pueden llevar a alteraciones en
las sefiales del calcio a nivel de las fibras paralelas que contactan las dendritas de las
células de Purkinje, las sefales post-sinapticas asociadas a calcio en las fibras trepadoras,
en los potenciales de accidén asociados a calcio en somas, dendritas y axones, y en la
liberacion de los neurotransmisores hacia los nucleos profundos (116). Aungue la
afectacién se relaciona con una sola poblacién neuronal, estas alteraciones en la

sefalizacién rapida del calcio se pueden manifestar a nivel comportamental (116).

Los comportamientos observados en ratones con baja expresion o ausencia de CB
corresponden a individuos con locomocion aparentemente normal en ambientes
controlados, pero con problemas en la coordinacién motora y el aprendizaje motor en
pruebas que desafien o prueben dichas habilidades (119). No es facil observar estos
efectos a nivel comportamental en el modelo de infeccion con rabia dado que en este
contexto el control motor del individuo se ve fuertemente afectado manifestdndose una
pardlisis. No obstante, este estudio presenta evidencia que sugiere la alteracién de una
proteina fundamental para el funcionamiento de las células de Purkinje. El entendimiento

de esta diferencia contribuye a la comprension de la patogénesis de esta infeccion.

Las neuronas positivas a PV en la corteza cerebelar representan un subgrupo de neuronas
gabaérgicas en el cerebelo cuyo posible rol consiste en la inhibicion por feed-forward de la
principal proyeccién excitatoria (54). Las células estrelladas y en cesta de la corteza
cerebelar pueden disparar repetitivamente, esto conlleva a dos fendmenos: primero
previene un exceso de calcio intracelular a nivel pre-sinaptico lo cual puede tener efectos
deletéreos, y segundo, evita la facilitacion de la sinapsis, lo cual promueve la transmision
lineal de la informacién (54,120). Esta regulacion es propia del efecto ejercido por PV
gracias a que esta proteina tiene una tasa de disociacion y asociacion con el calcio lenta
(en comparacion a CB) (54). Esta regulacion ejercida por PV contribuye a prevenir la
excesiva facilitacion gabaérgica (112). Es asi como la funcion de esta proteina va mas alla
de la regulacion homeostatica de la concentracion de calcio intracelular, sino que, ademas
influye en la fisiologia sinaptica de los circuitos de la corteza cerebelar, por tanto, cambios

en su expresion pueden alterar el funcionamiento de los circuitos gabaérgicos.
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Estudios previos han demostrado que la concentracion intracelular de PV afecta la
liberacion de GABA. Collin y cols. (2005) encontraron que las interneuronas de la capa
molecular del cerebelo de ratones wild-type (WT) tenian una liberacién retardada de GABA
en comparacion a ratones knockout para PV (PV7) (120). Por su parte, Vreugdenhil y cols.
(2003) usando el mismo modelo de ratén PV’ encontraron que las interneuronas del
hipocampo de este raton presentan un incremento en la facilitacién de la corriente post-
sinaptica inhibitoria producto de la liberacién de GABA en comparacién a los ratones WT
(121).

Los anteriores reportes llevan a proponer que una disminucion en la expresion de PV
corresponde a un mecanismo de compensacion que responde a bajos niveles de la
concentracion de GABA y una mayor liberacion de este neurotransmisor (113). En efecto,
se ha demostrado que la infeccién con el virus de la rabia promueve un descenso en la
expresion de neurotransmisores durante el desarrollo de la enfermedad después de
alcanzar un pico de concentracion, evidenciandose niveles de concentracion inferiores
incluso al estado previo a la infeccién de las neuronas (122), particularmente, la dinAmica
de captacion y liberacion de GABA se ve alterada durante la infeccion con el virus en cultivo
primario neuronal (17). La alteracién en la expresion de PV y sus posibles consecuencias
en la neurotransmision del GABA son coherentes con los reportes mencionados y
refuerzan la hipétesis segun la cual este sistema se ve alterado durante la infeccién por el
virus de la rabia (11,17,18).

Todos estos fenbmenos asociados a la disminucion en la expresion de PV se ha
demostrado que inciden en alteraciones en el comportamiento locomotor de los ratones
(123). No obstante, como se menciond anteriormente, el modelo de infeccién del presente
estudio se ve fuertemente afectado en su comportamiento motor manifestandose una
pardlisis progresiva, esto hace dificil identificar las alteraciones puntuales en el

comportamiento motor.

Un estudio realizado en un modelo genético de raton, en el que una serie de mutaciones
reducen de forma marcada las elevaciones intracelulares de calcio, encontré que esta
condicién conlleva a una disminucién en los niveles de ARNm de ambos marcadores como
un fendbmeno compensatorio para mantener las funciones asociadas al calcio como

mensajero intracelular (124). Este mismo fendbmeno puede estar presentandose en el



70 Estudio del efecto de la infeccidn con virus de la rabia sobre la expresion de

calbindina y parvoalbumina en el cerebelo de ratones

marco de la infeccion con el virus de la rabia en respuesta a una posible disfuncion en las

células de Purkinje.

En cuanto al aumento en los niveles de ARNm evidenciado para B-actina en el presente
estudio, ya se habia encontrado que la infeccion con el virus lleva a la desregulacion de
proteinas asociadas a actina en un estudio de protedGmica con muestras de cerebros
humanos infectados con el virus, lo cual se sugiere que existen anormalidades en los
mecanismos de regulacion de la dindmica de actina durante la infeccion (46). Ademas, la
alteracion en la homeostasis del calcio y el descenso en los niveles de CB se asocian con
posibles alteraciones en la integridad del citoesqueleto (59). A pesar de lo anterior, hasta
el momento no se habian reportado alteraciones en los niveles de B-actina por infeccién
con el virus de la rabia, incluso se habia usado como proteina de referencia para el andlisis

de expresidn por western blot en otros estudios con virus de la rabia y Lyssavirus (125,126).

Diferentes estudios han demostrado que los niveles del ARNm no corresponden en un
100% a los niveles de proteinas, sin embargo, si existe una correlacion en los niveles de
ambos al compararlos entre si (127-129). Existen diferentes factores que afectan la
traduccion de un ARNm a proteina, asi como diferentes mecanismos que influyen en la
degradacién de una proteina que determinan la abundancia de ambos en una célula y por
tanto determinan la expresion génica de un gen en particular (130). De acuerdo con el
acaecer de los signos clinicos, representado por un abrupto cambio en el peso de los
ratones infectados y la manifestacion del fenotipo de la enfermedad en la fase final, se
podria sugerir que los cambios a nivel de expresion genética fueron mas rapidos que los
cambios a nivel de la expresion de proteinas que claramente tiene un tiempo de vida mas
largo. Esto se podria evidenciar en un efecto marcado en la expresion de los transcritos

de CB y PV en comparacién a lo observado con los niveles de proteina.



6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

1-

El modelo de inoculacion con virus de la rabia de la cepa CVS por via intramuscular
permitié lograr la infeccién del cerebelo y su poblacién neuronal mas representativa,
la célula de Purkinje. La obtencién de este modelo, muy aproximado al natural,
permite hacer inferencias mas precisas respecto al posible efecto de la infeccion

sobre la expresién de CBy PV.

La infeccion por el virus de la rabia generé disminucion en la expresion de CBy PV.
Esto sugiere posibles alteraciones tanto en la homeostasis del calcio intracelular en
las neuronas positivas a estas proteinas en el cerebelo, asi como posibles
alteraciones en el circuito GABAérgico. Esto es congruente con la hipétesis segln
la cual la infeccion con el virus de la rabia genera signos clinicos asociados a

disfuncion en el sistema GABAérgico.

El hecho de que la inmunohistoquimica no permita revelar pérdida de CB en el
cerebelo por efecto de la infeccidon con rabia, como si ocurre en otras areas del
SNC, quizas se debe a la alta concentracion de esta proteina en las células de

Purkinje que enmascara la pérdida que si es captada por western blot y PCR.

La infeccién por el virus de la rabia ocasiono un aumento en la expresion de -
actina a nivel de transcritos que concuerda con estudios donde se ha demostrado
la alteracion del citoesqueleto de neuronas infectadas por el virus. No obstante,

esta diferencia no fue evidente a nivel de proteinas.
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5- Lainfeccion por el virus de la rabia gener6 disminucién en la expresion de CB y PV
a nivel de transcritos. Esto pudo responder a la respuesta celular a una posible
alteracion en la homeostasis del calcio y no a una pérdida de células que expresan
estos genes, lo cual es congruente a lo observado respecto a los niveles de
proteinas. Estos cambios pueden repercutir en la fisiologia de las neuronas
GABAergicas del cerebelo.

6.2 Recomendaciones

Se debe usar un anticuerpo distinto para PV y/o mejorar las condiciones para estandarizar
el western blot para PV. Asi mismo, se deben confirmar los resultados obtenidos de los
niveles de proteinas para PV y CB con otra proteina de referencia; ante la posibilidad de
observar cambios para la expresion de B-actina, la opcion mas probable es el uso de
GAPDH. Es necesario ahondar en el efecto del virus sobre B-actina teniendo en cuenta
gue con base en estudios recientes la infeccion puede llevar a alteraciones en la integridad
del citoesqueleto. También se debe profundizar en los mecanismos fisiopatoldgicos de la
enfermedad que desencadenan posibles alteraciones en la homeostasis de calcio
centrdndose en los otros mecanismos de mantenimiento de la concentracion de calcio
intracelular. Es necesario continuar el estudio de la infeccién del virus enfocada en los
posibles efectos generados en el cerebelo, dado que es una de las estructuras mas

comunmente infectadas y con aparente vulnerabilidad selectiva.



Bibliografia 73

7.Anexos

Anexo A. Protocolo de inoculacién del virus de la rabia

Para este trabajo se realizaron las inoculaciones con el virus fijo CVS (Challenge Virus
Standard) suministrado por el grupo de Virologia del Instituto Nacional de Salud. La
titulacion de este virus se realizé a partir del método de Reed y Muench, reportado por
Habel (131). La titulacion correspondié a 33800 DL50, titulo del lote usado en un estudio

reciente realizado por el grupo (78).

Todo el procedimiento de manejo de animales se hizo en el bioterio de barrera y laboratorio
de contencién biol6gica con nivel de bioseguridad 2 (ABSL-2/BSL2) del INS, donde se
siguieron los manuales de bioseguridad y uso de equipos de proteccion personal dispuesto
para los fines correspondientes. Para llevar a cabo la inoculacion de los ratones se

procedié de la siguiente manera:

1. Los ratones fueron llevados al interior de su caja de alojamiento hacia la cabina de
flujo laminar donde se realizé el pesaje de estos y posteriormente el protocolo de
inoculacion.

2. Los viales con inoculo viral se mantuvieron a baja temperatura una vez fueron
extraidos de la nevera para garantizar la conservacion del titulo y las condiciones
Optimas para la inoculacion.

3. Con la ayuda de una aguja (calibre 27) de 0,5mm, cada raton fue inoculado por via

intramuscular en ambas patas posteriores (region del musculo isquiotibial)
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inyectando 0,03mL de una alicuota del virus equivalente a 33800 DL50 o solucién
vehiculo (2% suero normal equino y antibidticos: 200UI/mL penicilina y 4mg/mL
estreptomicina).

Los ratones inoculados fueron repartidos en grupos de 4 individuos en diferentes
cajas de alojamiento previamente rotuladas y fueron llevados a la sala asignada

para su alojamiento.

Diariamente los ratones fueron observados y pesados para hacer el seguimiento
de los signos clinicos de la enfermedad. Se defini6 como punto final del
experimento el momento en el que los ratones desarrollan la fase mas avanzada
de la enfermedad la cual comprende signos particulares tales como pérdida de
considerable de peso, poca actividad, baja temperatura al tacto y postracion. En
este punto tanto los ratones infectados como los no infectados son sometidos a
eutanasia por inyeccién de anestésico (para el posterior procesamiento por
inmunohistoquimica) o por CO; (para el posterior procesamiento para western blot
y RT-gPCR).
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Anexo B. Protocolo de perfusién intracardiaca

El procedimiento para la perfusion de los ratones se basa en la experiencia acumulada y
reportada en los diferentes estudios realizados por el grupo (8,13,78):

Reactivos

1. Tampon fosfato salino (PBS, Phosphate buffer saline):

2. Paraformaldehido 4% (PFA 4%)

3. Hidrato de cloral 30%

Materiales

1. Probeta 100mL

2. Equipo de diseccion

3. Tubos eppendorf de 1,5mL

4. Bomba de perfusiéon

Método:

1. Inyectar 0,2mL de hidrato de cloral por via intraperitoneal. Esperar 3 minutos
(aproximadamente) hasta que el ratbn no muestre actividad.

2. Verificar la sedacion del animal pinchando las patas del animal, este no debe
responder al estimulo; verificar también el reflejo palpebral, presionando el borde
del ojo estimulo al cual el animal no debe responder.

3. Hacer unaincision a la altura del diafragma y extender hasta el cuello retirando solo
la piel. Humedecer la region con alcohol para evitar la interferencia del pelaje del
animal

4. Identificar la caja toracica, hacer un corte profundo para exponer el diafragma y
cortar a los laterales de la caja para exponer la cavidad pleural. Una vez cortado el
diafragma los pulmones colapsan produciendo falla respiratoria, por tanto proceder
con rapidez dados los posible dafios por hipoxia.

5. ldentificar el ventriculo izquierdo del corazon e introducir una aguja hipodérmica

previamente conectada a la bomba de perfusion en el 4pice de este ventriculo.
Introducir la aguja en direccién al cayado aértico teniendo cuidado de no atravesar

completamente el corazon. Evitar el flujo de burbujas durante la perfusion
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6. Encender la bomba para iniciar la perfusion e identificar la auricula derecha. Al cabo
de 5 segundos, con las tijeras cortar la auricula teniendo cuidado de hacer un corte
preciso y contundente. Iniciar el cronometro para llevar cuenta del tiempo a partir
de este momento.

7. Dejar fluir solucion de PBS por 3 minutos aproximadamente (30mL). Ajustar el
angulo de la aguja para favorecer el flujo correcto del tampdn y en seguida iniciar
el flujo de PFA 4% (70mL, aproximadamente). El higado debe aclararse, es decir
perder su color rojo intenso por un color blanquecino. Este es un indicador de buena
perfusién. También lo es si todo el cuerpo del animal se pone rigido. Es
recomendable anotar el tiempo en el que esto sucede.

8. El tremor generado por el fijador pasados unos segundos a partir del inicio del flujo
de PFA 4% es también un indicador de buena fijacion. Es recomendable anotar el
tiempo en el que esto sucede, dado que este es el momento preciso en el que inicia
la fijacion de los tejidos.

9. Una vez alcanzado el volumen de PFA 4% dispuesto a fluir, continuar con el flujo
de PBS por 1 minuto. Finalmente, apagar la bomba y anotar el tiempo. El cuerpo
del ratén debe estar rigido, en especial la cabeza.

10. Remover la cabeza y hacer una incision a lo largo de la linea media desde el cuello

hasta la nariz para exponer el craneo.

Figura 7-1: Representacion esquematica del craneo de un raton.

Nasal

Frontal

Parietal

Interparietal
Occipital

Se muestra el corte a lo largo de la linea media, en la parte anterior de la placa frontal y en
la linea media de la placa occipital (linea entrecortada). Tomado de Spijker, 2011 (132)
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11.

12.

13.
14.

Remover tejido muscular y conectivo de la base del crAdneo hasta hacer visible el
foramen magnum. Introducir unas tijeras finas y cortar el craneo teniendo cuidado
de no introducir profundamente la punta de las tijeras. Cortar lo largo de la linea
media, en la parte anterior de la placa frontal y en la linea media de la placa occipital
(figura 6-1).

Con unas pinzas remover las placas frontales, en seguida las placas interparietales
y occipitales para exponer el encéfalo.

Con una pala de diseccion remover el encéfalo completo.

Almacenar en PFA 4% (volumen 1:10 %p/v) a 4°C hasta su uso.
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Anexo C. Protocolo de extraccion de tejido
nervioso para ensayos moleculares

Reactivos

1. RNAlater™ (Sigma, R0901)

Materiales

Equipo de diseccién
Gel refrigerante
Papel aluminio
Cémara de CO;

a > w DN e

Tubos eppendorf 1,5mL
6. Cooler
Método

Para evitar al maximo la degradacién de proteinas del tejido se debe trabajar lo mas rapido
posible una vez se confirme la ausencia de signos vitales en el raton. La diseccion no debe

tardar mas de 5 minutos a partir de la confirmacion de ausencia de signos vitales.

1. Realizar eutanasia de los animales con CO.. La eutanasia de los ratones se llevo
a cabo siguiendo estrictamente el protocolo establecido por el bioterio de barrera 'y
laboratorio de contencion biolégica con nivel de bioseguridad 2 (ABSL-2/BSL2) del
INS.

2. Verificar signos vitales en el animal (reflejo ocular, pellizco en la cola, pellizco en
alguna extremidad). Inmediatamente después de haber verificado signos proceder

a la extraccion.

3. Cortar la piel y exponer el craneo del ratén. Hacer una incisiéon en la base del craneo
y cortar a lo largo de la cisura longitudinal hasta el extremo occipital (figura 6-1).

Exponer el cerebro y extraer.
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4. Una vez extraido el cerebro completo llevarlo sobre la lamina de aluminio apoyada
sobre el gel congelado. Este sera el lugar de trabajo.

5. Apoyar el cerebro sobre la region dorsal, con la regién ventral hacia arriba, y retirar
el tallo cerebral y materia blanca para despejar el cerebelo

6. Apoyar el cerebro sobre la region ventral, con la regién dorsal hacia arriba, cortar y
separar el cerebelo de los hemisferios cerebrales.

7. Dependiendo de la técnica de destino el tejido este debe ser almacenado de forma
distinta. El tejido dispuesto para la técnica de western blot debe introducirse
inmediatamente en tubo eppendorf previamente enfriado en el cooler; a menos que
el cooler se encuentre en nevera, se debe trasladar lo mas rapido este tejido al
almacenamiento a -70°C.

El tejido dispuesto para la técnica de RT-qPCR debe sumergirse inmediatamente
en RNA later al interior de un tubo eppendorf de 1,5mL. Una vez sumergido en esta
solucion, incubar 2-8°C toda la noche y almacenar a -20°C con la solucién. Si se
desea almacenar a -70°C, se debe extraer el tejido de la solucién y almacenar, asi

se evita la cristalizacion de la solucion.
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Anexo D. Protocolo de inmunohistoquimica para
CB, PV y antigenos de rabia

El procedimiento para inmunohistoquimica se basa en la experiencia acumulada y
reportada en los diferentes estudios realizados por el grupo (8,13,78):

Reactivos:

1.
2.

Tampon fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés).
Cloruro de amonio 0,05M (NH4CI).

Diluir 0,03g de NH.4Cl en 10mL de PBS.

Peréxido de hidrogeno (H202) (Merck).

Solucién de bloqueo

0,3g de Albumina de suero bovino (Sigma, A7906).
300uL de suero normal de caballo.

100 pL de tritdbn X-100.

Disolver cada reactivo en 10mL de PBS por lo menos 30min antes de la incubacion.
Anticuerpos primarios:

Anti-calbindina (Sigma C9848).

Anti-parvoalbumina (Sigma P3088)

Anti-rabia (Ver ref. 87).

6. Anticuerpos secundarios:
Anti-raton (Sigma, B8520).
Anti-conejo (Sigma, B8895).
7. Solucion ABC (complejo avidina-biotina) (Vector SK4000).
Mezclar 100uL de solucion A'y 100uL de soluciéon B en 10mL de PBS.
8. Diaminobencidina (DAB) (MP, 980681).
Disolver una pastilla en 10mL de PBS vy filtrar. Adicionar 1,2uL de H.O- por cada
1mL de filtrado de la soluciéon con DAB.
9. Entellan (Merck).
Materiales:
1. Vibratomo (Leica VT1000-S).
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2. Microscopio Nikon.
3. Céamara Axiocam.
Método:

1. Separar el cerebelo del resto del encéfalo y cortarlo por la cisura longitudinal.
Adherir el cerebelo en orientacién para obtener cortes sagitales.

Realizar cortes de 50um de grosor. Llevarlos a cajas de Petri de 1,5mL donde se
llevard a cabo todo el procesamiento. Cada uno de los cortes fueron distribuidos en
diferentes cajas segun el marcador a evaluar.

4. Lavar 3 veces con PBS por 30min cada lavado. Incubar los cortes toda la noche
con agitacion constante.

5. Lavar 3 veces con PBS por 5min cada lavado.

6. Incubar en NH4CI 0,05M por 30min.

7. Lavar 3 veces con PBS por 5min cada lavado.

8. Incubar en H202 3% por 30min.

9. Lavar 3 veces con PBS por 5min cada lavado.

10. Incubar en solucién de bloqueo por 30min. NO lavar.

11. Incubar en anticuerpo primario toda la noche en agitacién constante:

Anti-CB: 1:2000

Anti-PV: 1:2000

Anti-rabia: 1:1000

Preparar cada dilucién de anticuerpo usando PBS.

12. Lavar 3 veces con PBS por 5min cada lavado.

13. Incubar en anticuerpo secundario por 2 horas.
Anti-ratén: 1:600. (Para CB y PV)

Anti-conejo: 1:600. (Para rabia)
Preparar cada solucién con anticuerpo usando PBS.

14. Incubar en solucion ABC por 2 horas.

15. Lavar 3 veces con PBS por 5min cada lavado.

16. Incubar en DAB. La incubacion se llevo a cabo por 2min en cada uno de los cortes,
este es el tiempo estandarizado en el que se desarrolla la marcacion de las
poblaciones neuronales esperadas para el control.

17. Montar al dia siguiente en las laminas gelatinizadas.
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18. Digitalizar las imagenes visualizando los cortes con el microscopio.

Anexo E. Protocolo de extraccion y cuantificacion

de ARN a partir de tejido cerebral.

Reactivos

RNeasy® Lipid tissue Mini kit (ref. 74804)
Etanol grado molecular o 100%

Trizol o Qlazol.

Cloroformo.

Isopropanol.

Buffer RQ1 (10X)

DNAse RQ1 (10X)

8. H:O0 libre de nucleasas.

N o o b~ w D P

Materiales

1. Tubos Eppendorf 1,5mL
2. Puntas con filtro
3. Jeringas 10mL

Equipo

1. Nanodrop

Métodos

Todo el procesamiento del tejido se debe hacer en una cabina de extraccion de gases o
una camara de flujo laminar dada la toxicidad de los reactivos a utilizar. Previo a iniciar se
debe programar la microcentrifuga para que descienda la temperatura a 4°C.

1. Extraer el tejido del tubo con RNAlater y transferir a un tubo nuevo
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2. Homogenizar el tejido en trizol con la ayuda de la jeringa. Se recomienda
homogenizar tejido con alto contenido de lipidos, como el tejido nervioso, en 1mL
de trizol. El peso de dicho tejido debe ser <100mg.

3. Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) por 5min.

4. Adicionar 200pL de cloroformo y dar vortex por 15 segundos

5. Incubar a temperatura ambiente por 2-3 minutos

6. Centrifugar a 12000G por 15 min. a 4°C. Este paso lleva a la formacion de dos
fases en el tejido.

7. Tomar la fase acuosa y transferir a un nuevo tubo, teniendo cuidado de no tomar
la fase intermedia ni la fase organica

8. Anfadir 1 volumen de etanol 100% (grado molecular) y homogenizar. Transferir el
volumen a una columna RNeasy Mini spin y centrifugar a temperatura ambiente a
8000G por 40seg y desechar el filtrado. En caso de no tener etanol grado molecular
usar etanol 70%.

9. Preparar los reactivos para la solucién de digestiéon con DNasas asi:

Reactivo 1X (uL) (#muestras) X (uL)
Buffer RQ1 3 -
DNAsa RQ1 3 -
H-O libre de nucleasas 24 -
TOTAL 30 -

A cada columna agregar 30uL de la solucién de digestion con DNasas a cada

columna

10. Incubar por 15 min.

11. Centrigugar a 8000G por 15 seg. Desechar eluido.

Opcional: Regresar el eluido a la columna y repetir el centrifugado para asegurar

una mejor extraccion de ARN. Desechar eluido

12. Adicionar 500pL RW1. Centrifugar a 8000G por 40 seg. NO DESCARTAR EL

ELUIDO.
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13. Homogenizar muy bien y adicionar de nuevo todo el volumen eluido a la columna
para centrifugar de nuevo

14. Adicionar 700uL del buffer RW1 (presente en el kit) a la columna y centrifugar a
8000G por 40 seg. Descartar el filtrado

15. Adicionar 500uL del buffer RPE a la columna. Centrifugar a 8000G por 40seg.
Descartar filtrado

16. Adicionar 500pL del buffer RPE a la columna. Centrifugar a 8000G por 2min.
Descartar el filtrado

17. Centrifugar a 8000G por 1min para eluir los sobrantes de buffer. Descartar filtrado.
Opcional: Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto, cambiando el tubo
colector. Desechar el eluido.

18. Posicionar la columna en un eppendorf de 1,5mL previamente marcado y adicionar
50uL de H2O libre de RNasas. Centrifugar a 8000G por 1min. CONSERVAR EL
FILTRADO, este contiene el ARN.

19. Proceder a la cuantificacion con Nanodrop. Se deben tener presente los siguientes
valores arrojados por la lectura con el Nanodrop para conocer la calidad del ARN
extraido (133):

e Relacion Azeo/Azso: La absorbancia a 260nm (Azeo) €s un indicador de la
concentracion de ARN en la muestra. La absorbancia a 280nm (Azso) €S un
indicador de la presencia de proteinas. Una relacion Azeo/Azso 1,8-2,1 indica
una alta pureza de ARN y una buena calidad del mismo.

e Relacién Azeo/Azz: La absorbancia a 260nm (Azs) es un indicador de
absorbancia Background o de fondo por presencia de contaminantes. Una
relacion Azso/Azzo de 2 o ligeramente mas alta es muestra de alta pureza de
RNA.

20. Finalmente, almacenar las muestras a -70°C hasta su uso en la RT-gPCR.
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Anexo F. protocolo de RT-gPCR

Reactivos:

Kit GoScript™ Reverse Transcriptase [Promega, ref. A5003].
Random Hexamers [Thermo Fisher, ref. N8080127].

SYBR™ Green PCR Master Mix [Applied Biosystems™ ref. 4309155].
dNTPs

5. DNAsas RQ1.

Materiales:

A w N PRE

1. Tubos de 0,2mL.

2. Agua libre de RNasas.

3. CFX Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).
Método:

Sintesis de ADNc: La sintesis de ADN complementario (ADNc) se llevd a cabo por medio
de una transcripcion reversa. Se debe partir del célculo del volumen de ARN de las
muestras a adicionar para lograr una concentracion de ARN igual para cada de ellas. De
esta forma, se normaliza la cantidad de ADNc con la cual se realizara la gPCR. Se usoé el

kit Kit GoScript™ Reverse Transcriptase siguiendo las siguientes indicaciones:

1. Preparar la mezcla de reaccién para adicionar a los pozos correspondientes:

Reactivo 1X (uL) (#muestras) X (uL)
dNTPs 4 -
Random hexamers 4 -
Reaction buffer 8 R
MgClz (25mM) 4,28 )
RT GoScript 1 -
RNA (muestra) X* -
H>O libre de nucleasas X** -
TOTAL 40 -
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*Dependiente del calculo de la concentracion de ARN de partida.
**Dependiente del calculo final.

2. Adicionar a cada tubo correspondiente el volumen correspondiente de la mezcla
maestra a cada tubo de reaccion de 0,2mL puesto previamente a baja temperatura.
Se adiciono un volumen de ARN de cada muestra equivalente a 22,5ng.
Proceder con la sintesis en el termociclador. Fijar en el termociclador el siguiente
perfil térmico: 25°C por 5min; 37°C por 1hora; 70°C por 5min y 4°C indefinido.

5. Procesar el ADNc para ensayo de gPCR o almacenar a -70 °C.

gPCR a partir de ADNCc:

La PCR cuantitativa (qPCR) llevada a cabo se basa en el uso del intercalante SYBR Green
| el cual se une a la doble-hebra de ADN que se sintetiza durante la PCR. La deteccién de
los amplicones sintetizados durante la reacciébn se monitorea en tiempo real y como
resultado se obtiene una intensidad de fluorescencia proporcional a la cantidad de producto
generado durante la reaccion. Se uso el kit SYBR™ Green PCR Master Mix siguiendo las
indicaciones del fabricante:

1. Preparar la mezcla de reaccién para adicionar a los pozos correspondientes:

Reactivo 1X (uL) (#muestras) X (uL)
Master mix 2X 5 -
Mezcla de primers 2 -

(Forward-Reverse)

ADNCc* 1,5 -
H-O libre de nucleasas 1,5 -
TOTAL 10 -

2. Adicionar a cada tubo el volumen correspondiente de la mezcla maestra a cada
tubo de reaccién de 0,2mL puesto previamente a baja temperatura.

3. Proceder con la sintesis en el termociclador. Fijar en el termociclador el siguiente
perfil térmico: 95°C, 10min; 95°C, 15seg; 55°C, 30seg; 60°C, 35seg; 40 ciclos de
amplificacién. Un ciclo para la determinacion la curva de desnaturalizacion (“melting

point)” con la curva de andlisis usando el siguiente perfil: 60°C, 5min y 95°C, 15seg.
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4. Elanalisis de los resultados obtenidos se llevé a cabo con el uso del programa CFX
manager software (Bio-Rad — ver. 3.1).
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Anexo G. Determinacion de eficiencia de la qPCR
para los genes problema y genes de referencia

Este protocolo permite determinar el porcentaje de eficiencia de los diferentes genes
evaluados durante el protocolo de RT-gPCR (93). Para este procedimiento se debe hacer
una curva estandar a partir de la amplificacion por gPCR de diluciones seriadas de ADNCc.

Método:

1. Hacer diluciones seriadas de ADNc (factor de 10) usando los primer para los genes
problema y los genes de referencia.

2. Graficar los CT (eje Y) versus el logaritmo de la dilucién (eje X) de ADNCc.
Determinar la pendiente de esta linea.

3. Calcular la eficiencia con la formula E= (10Y™-1)x100 donde m es la pendiente de
la linea y E es la eficiencia.
La eficiencia debe estar muy cercana a un valor del 100%.
El analisis de los resultados obtenidos se llevo a cabo con el uso del programa CFX
manager software (Bio-Rad — ver. 3.1).
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Resultados:

Se llevé a cabo el anterior protocolo para los genes problema (Calbl (CB) y ParvB (PV))

y los genes referencia (Gapdh y Actb) obteniendo los siguientes resultados:

Figura 7-2: Curva de eficiencia para los genes evaluados.
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La eficiencia para cada uno de los genes fue
GAPDH 98,6% (C) y parvoalbumina 103,3%.

: actina 90,5% (A), calbindina 10

2,1% (B),
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Anexo H. Protocolo de extraccion y cuantificacion de
proteinas a partir de tejido cerebral

Reactivos:

Tampon RIPA (Buffer RIPA) [Ref. 89901]

2. Cocktall Inhibidor de proteasas y fosfatasas [Abcam Ref. 65621]
Mezclar 2uL del cocktail inhibidor con 1mL del tampon RIPA. Esta solucién se
denominara tampon RIPA con inhibidores.

3. Kit de cuantificacion con acido bicinconinico (BCA). [Thermo Ref. 23225].

Materiales:

1. Homogenizador de dounce (KIMBLE)
2. Tubos eppendorf de 0,6mL y 1,5mL

Método:

Todo el procesamiento del tejido se debe hacer en una cadmara de flujo laminar para evitar
contaminacion de los extractos. Se debe procurar trabajar a baja temperatura y con
rapidez. Previo a iniciar se debe programar la microcentrifuga para que descienda la
temperatura a 4°C.
1. Afadir al tubo donde se encuentra el tejido tamp6n RIPA con inhibidores. De
acuerdo al peso del tejido se debe afiadir una proporcion de tampon RIPA 1:3.
2. Usar el homogenizador para macerar el tejido hasta que se observe la degradacion
del tejido y la formacién de un liquido rosado palido. Se debe afadir la mitad del
volumen del tampoén para evitar derrame debido la turbulencia generada por el

homogenizador.
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3. Centrifugar a 10000G por 15min a 4°C. Una vez obtenidas las dos fases tras la
centrifugacion tomar el sobrenadante. NO desechar el pellet puesto que se pueden
encontrar proteinas en esta fraccion.

4. Proceder a la cuantificacion de proteinas con el kit de BCA siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, se deben mezclar las soluciones A
y B (50:1) presentes en el kit para para obtener una solucion de trabajo. Dicha
solucién se debe sembrar en los pozos del plato de 96-pocillos. En los pozos
definidos se debe sembrar el estdndar de albumina, la muestra y la solucion de
trabajo. Finalmente, se debe hacer lectura del plato en un rango de 540-590nm
para obtener las absorbancias respectivas.

5. Construir con los valores de los estandares de albumina la curva estandar para
calcular la concentracion de las muestras problema.

6. Almacenar las muestras a -70°C hasta su uso.



92 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

Anexo |. Protocolo de western blot para CB y PV.

El protocolo para la deteccion de CB se llevé a cabo usando el Mini Trans-Blot® (BioRad)
donde se realizé tanto la SDS-PAGE como la transferencia en himedo. Dado que las
condiciones no fueron optimas para la transferencia de proteinas de bajo peso molecular
se llevé a cabo el protocolo para la deteccidén de PV usando el equipo Mini Gel Tank
(Thermo) para la SDS-PAGE y el MiniBolt module (Thermo) para la transferencia en
hamedo. El revelado de las membranas se llevé a cabo usando el Chemidoc™ MP Imaging
System (BioRad).

- PROTOCOLO PARA LA DETECCION DE CB:

REACTIVOS

1. Acrilamida/Bis (30% T, 2,7% C) Bio-Rad (ref. 1610158)
2. Preparar el TRIS HCI 1.5M pH 8,8:

Diluir 59,1 g de Tris-base en 200 mL de agua destilada y desionizada (dd H-O).
Después ajustar pH a 8,8 con HCI (6N). Finalmente, llevar a volumen hasta
250mL con dd H»0.

3. TRIS-HCI 0,5M pH 6.8 en 90 ml y aforar a 100 ml después de ajustar pH

Diluir 19,7g de Tris-base en 200 mL dd H,O. Después ajustar pH a 8,8 con HCI

(6N). Finalmente, llevar a volumen hasta 250mL con dd H»O.

Nota: es esencial preparar estos buffers TRIS con TRIS-BASE. Después de

disolverlo se ajusta su pH con HCI.
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4. SDS al 10% (10 g llevar a 100 mL con dd H-O)

Persulfato de amonio

Para 500pL de solucién al 10% p/v se pesan 50mg de persulfato de amonio en un
vial de 1,5mL y se le adicionan 500uL de agua destilada (esta solucion se debe

preparar en el momento de su uso. Se debe mantener protegida de la luz y a 4°C)

TEMED (Tetramethylethylenediamine)
Buffer de Laemmli (Buffer de carga) (2X)
= Agua destilada (dd H.O)-> 3,55mL
* TRIS-HCIO0,5M pH 6,8 > 1,25mL
= Glicerol 2 2,5mL
=  SDS 10% (%p/v) > 2mL
= 2-B-mercaptoetanol 5% ->0,8mL(*)
= Azul de bromofenol 0,5%(%p/v) = 0,2mL

Nota: mezclar todos los reactivos a excepcion del 2-B-mercaptoetanol (el cual es
muy volatil) y almacenar a temperatura ambiente. Para el uso, tomar una alicuota
de 950 uL y adicionar 50 pyL de 2-B-mercaptoetanol INMEDIATAMENTE ANTES
DE USAR.

8. Buffer de corrida 10X
= TRIS base 188mM: 30,3g
= Glicina 188mM: 1449
= SDS 0,1% (p/v) 10g

Diluir los reactivos en 800mL de dd H,O y llevar a 1L. Agitar suavemente evitando
la formacion de espuma.

9. Buffer de corrida 1X
= 100ml de buffer 10x
= 900ml de dd H.O

Mezclar con agitacion antes de usar

METODO



94 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion
1. Armar el aparato para la elaboracién de geles. Poner el vidrio pequefio sobre el
vidrio espaciador (verificando que coincidan). Después, deslizar sobre el soporte,
el cual debe estar sobre una base firme y plana (180°).
2. Preparar en un tubo falcon (15 o 50mL) la solucién para el gel separador (gel

inferior).

Nota: tener siempre en cuenta el volumen total de la preparacion, el cual debe estar
de acuerdo al volumen propuesto para el grosor del gel. Se debe preparar un poco
mas de lo dispuesto para el gel con el fin de dejar un testigo para saber si la reaccion

de polimerizacién sucedi6 o no.
Gel separador (inferior) 0,375 M TRIS pH 8,8 (Receta para 2 geles, volumen total 10mL)

REACTIVO 7.5% 12 % 15%
Agua destilada 48ml | 3.3ml 2.3mL
TRIS 1,5M pH 8,8 2.5ml 2.5ml 2.5mL
SDS 10% 100 L | 100 pL | 100 pL
Acrilamida/Bis 25ml | 4ml 5ml
Persulfato de amonio | 100 uL | 100 pL | 100 pL
TEMED 5 pL 5 pL 5 uL
Total 10mL 10mL 10mL

Adicionar el APS y TEMED (catalizadores) al final. Agitar muy bien (20 veces) y adicionar despacio hasta el nivel marcado

evitando la formacién de burbujas.

3. Anfadir isopropanol con micropipeta Pasteur para nivelar el gel. Llenar hasta el nivel

superior

Dejar que polimerice (aprox. 30min) verificar el testigo para saber el momento de
la gelificacién. Lavar con agua para eliminar el isopropanol y quitar el exceso de
agua con papel filtro sin tocar el gel.

Preparar en un tubo falcon (15 o 50mL) la solucién para el gel concentrador (gel

superior).
Gel concentrador (superior) 4% 0,125 M TRIS pH 6,8

REACTIVO PARA 4 GELES | PARA 2 GELES
Agua destilada 6.1 ml 3.05ml
TRIS1,5MpH 6,8 2.5ml 1.25 ml
SDS 10% 100 ul 50 ul
Acrilamida/Bis 1.3 ml 0.65 ml
Persulfato de amonio | 50 pL 50 pL
TEMED 10 pL 10 pL

Adicionar el APS y TEMED (catalizadores) al final. Agitar muy bien (20 veces) y adicionar hasta el nivel superior evitando

gue queden burbujas.
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10.
11.

12.

13.

14.

Anadir el gel concentrador hasta el tope del vidrio pequefio con una micropipeta de
Pasteur por una esquina. Adicionar mas cada vez que se baje el nivel del gel

concentrador (en caso de que ocurra).

Colocar el peine y esperar a que polimerice para marcar l0s pozos.

Nota: adicionar a ambos lados de los peines un poco de la solucion del gel para
evitar que se retraiga al momento de solidificarse

Sacar los vidrios del soporte y pasarlos al soporte que tiene los electrodos.

Nota: vidrio pequefio debe quedar hacia la camara interior. Asegurar los 2 geles.
Colocar todo el soporte en la cubeta del buffer de tal manera que coincida el color
de los electrodos con los del buffer (rojo-rojo y negro-negro)

Llenar la cdmara interna con el buffer de corrida 1X y sacar los peines.

Colocar 2-4 pyL de marcador de peso molecular, preferiblemente en el pozo 1 0 10
Nota: seguir las indicaciones del proveedor del marcador de peso molecular

Con una micropunta delgada agregar cuidadosamente 20-25 yL de muestra en
cada pozo y anotar muy bien la ubicacién de cada muestra

Nota: se debe agregar lo equivalente a la cantidad de proteina calculada
dependiendo de la estandarizacion (usualmente 20-30 pg de proteina) a cada pozo,
por tanto, es necesario hacer ese célculo antes de iniciar el experimento.

Vaciar el resto del buffer por fuera de la camara hasta llenar todo el recipiente.
Luego poner la tapa con los electrodos.

Nota: en caso de no disponer de suficiente cantidad de buffer de corrida, cerciorarse
que se llena hasta la marca de “2 gels” de la cubeta.

Conectar a la fuente de poder y oprimir el boton “RUN”. Observar periddicamente
para asegurarse que el marcador y la muestra no se salgan del gel y que el buffer
de la cAmara interna no se seque; en tal caso detener la electroforesis y adicionar
mas buffer de corrida.

Nota: iniciar la electroforesis fijando 80V por 20min. Esta condicion permite que se
apilen las proteinas hasta que llega a la interfaz entre ambos geles. Al momento de
ver el frente de corrida en el gel separador subir el voltaje a 100V por 1hora 30 min
(aprox.). NO detener o pausar la electroforesis hasta que se lleve a término, para
modificar el voltaje hacerlo de forma graduada mientras est4 corriendo la

electroforesis.
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15. Una vez llegue el frente de corrida al fondo del gel detener la electroforesis.
CONTINUAR CON EL PROTOCOLO DE TRANSFERENCIA

PROTOCOLO DE DESNATURALIZACION DE PROTEINAS

1. Conociendo la concentracion de proteinas (por la cuantificacion de proteinas),
calcular que en 20 pL (méaximo 25 pL. Volumen final por pozo = 25uL para vidrios
de 0.75mm de grosor) de volumen total por muestra se adicionen cantidades
iguales de la proteina de cada tratamiento.

2. Adicionar un volumen de buffer de carga correspondiente de 1:1 a la mezcla en
tubos eppendorf de 0,2mL.

Nota: dado que el volumen final adecuado es 20pL, para lograr una mezcla 1:1 se
deben adicionar 10 pL del buffer de carga + 10 pL de la mezcla muestra y RIPA
(con inhibidores de proteasas y fosfatasas).

3. Colocar los tubos eppendorf en el vortex hasta que se homogenice el buffer y la
muestra.

4. Centrifugue (dar “spin”) por 20 seg para que toda la muestra quede en el fondo del
tubo. Ajustar la tapa de los tubos.

5. Si se cuenta con un termociclador ajustarlo para calentar a 95°C por 10 min (0
100°C por 5 min). En caso se tener “bafio de Maria” precalentar a 100°C, sellar la
tapa de los tubos con Parafilm e incrustarlos en una espuma para someterlos a
desnaturalizacién por el mismo tiempo.

6. Sacar tubos eppendorf e introducirlos a una cubeta con hielo. Mantenerlos a baja
temperatura hasta el sembrado

7. Cargar las muestras en los pozos del sdndwich de vidrio montados dentro de la

camara de electroforesis.

PROTOCOLO DE TINCION DE PROTEINAS EN LOS GELES
REACTIVOS

1. Preparar azul de Tincion: Azul de Coomassie (R250)
= 450 ml metanol
= 100 ml de acido acético glacial
= 2.5 gde azul de Coomassie (R-250) AFORAR A 1000 mL con dd H.O
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2. Preparar la solucion para destefiir:
= 200 ml de Metanol
= 150 ml de acido acético glacial
= 650 ml de Agua des-ionizada
METODO

1. Sacar de la cdmara el soporte de los electrodos con los geles teniendo cuidado de
vaciar el buffer de la camara interna dentro de la cAmara externa.
Sacar los sandwiches de vidrio que tienen los geles
Sumergir el sdndwich totalmente en buffer de transferencia
Remover cuidadosamente el vidrio pequefio y con ayuda de la espatula verde cortar
el gel concentrador y desecharlo en la caneca roja
Nota: si se sospecha de la presencia de proteinas en el la regién del gel
concentrador, conservarla durante el protocolo

5. Al mismo tiempo que se retira el gel, colocar azul de Commassie en un recipiente
rectangular del tamafio del gel.

6. Colocar el gel en la caja con azul de Coomassie y agitar suavemente durante 2
horas

7. Recuperar la solucion de tinciéon para volverla a utilizar y afiadir soluciéon para
destefiir el gel.

8. Una vez destefiido y con las proteinas visibles tomar fotos, secar o utilizar el

documentador de geles para posteriormente analizar la informacion.

PROTOCOLO DE TINCION DE PROTEINAS EN LOS GELES
REACTIVOS

1. Buffer de transferencia 10X:
» TRIS-base 250Mm: 30,39
= Glicina 187M: 140,49

Diluir los reactivos en 800mL de dd H>O y llevar a 1L.

2. Buffer de transferencia 1X:
=  100mL buffer de transferencia 10X
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= 200mL metanol
=  700mL dd H.O

3. Tris Buffer salino (TBS) 10X
= Tris base 24,23g (200mM)
= Cloruro de sodio (NaCL) 80,1g (1370mM)
Disolver en 500mL de dd H,O y aforar a 1L. Ajustar el pH a 7,6 con HCI
Tween 20
TBST 1X
= Disolver 100mL de TBS 10X en 900mL. Adicionar 2mL de Tween 20 para
lograr una concentracion final de 0,2%v/v
6. Buffer de bloqueo
»= Leche en polvo descremada a una concentracion de 5%p/v
Disolver 5g de leche en polvo descremada en 100mL de TBST y aforar a 250mL
con TBST
Disolver el polvo en buffer de lavado 1X
7. Membrana de PVDF
=  Amersham Hybond-P PVDF Membrane
Anticuerpo primario y secundario
Merthiolate o azida de sodio
10. Anticuerpo primario y secundario
11. Kit de revelado
* Novex® ECL Chemiluminiscence INVITROGEN (ref. 20005)
TRANSFERENCIA
METODO
1. Antes de la finalizacion de la electroforesis se deben equilibrar los elementos del
sandwich en buffer de transferencia 1X.
2. Empapar los elementos del sandwich con el buffer de transferencia 1X durante 30

min.
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3. Activar la membrana de PVDF. Sumergir la membrana en metanol por 1min. Lavar
con dd H>O por 5min. Después, equilibrar en buffer de transferencia por 10min o
hasta el momento de ensamblaje del sandwich.

Nota: Cortar previamente la membrana teniendo en cuenta el tamafio del gel
transferir.

4. Ensamblar el cassette dejando en el centro el gel y la membrana de PVDF, luego
los dos papeles de filtro y en los extremos las dos esponjas.

5. Poner el cassette en el tanque y llenar el tanque con buffer de transferencia 1X.
Poner bloque refrigerante en la cAmara para evitar sobrecalentamiento. Poner una
pastilla magnética y mantener en agitacion para favorecer la redistribucion del
buffer y la temperatura en todo el tanque

6. Encender la fuente de energia y transferir por 1 hora 30 minutos a 100V (350mA).
Nota: al momento de encender el dispositivo esperar a que salgan burbujas para
saber si funciona

7. Retirar la membrana y llevarla a una caja de western blot

INMUNODETECCION

1. Incubar en solucion de bloqueo por 1 hora

2. Lavar 3 veces con buffer de lavado 1X TBST

3. Preparar la solucion del anticuerpo primario.

4. Incubar con anticuerpo primario.

5. Lavar 3 veces con TBST 1X

6. Incubar con anticuerpo secundario por 2 horas

7. Lavar 3 veces con TBST 1X

8. Lavar por 1min en dd H>O

9. Preparar solucién de revelado. El kit de revelado ECL chemiluminiscence cuenta
con el reactivo A y reactivo B. Mezclar ambos reactivos en proporcion 1:1. Se
recomienda mezclar 1ImL de A y 1mL de B. Adicionar en toda el area de la
membrana esta solucién

10. Introducir al equipo fotodocumentador y revelar por 10min

11. En caso de querer conservar la membrana para proximas pruebas, almacenar a

4°C en TTBS 1X.
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- PROTOCOLO PARA LA DETECCION DE PV:

REACTIVOS

1. SureCast™ Resolving Buffer (1.5M tris buffer) (Thermo, H2212). Tamp6n para el
gel de separacion.
Disolver el contenido en agua ultrapura para lograr un volumen final de 500mL.

2. SureCast™ Stacking Buffer (0.5M tris-HCI buffer) (Thermo, H2112). Tampén para
el gel concentrador.
Disolver el contenido en agua ultrapura para lograr un volumen final de 500mL.

3. SureCast™Acrilamida (Thermo, H2040).

4. SureCast™APS (Thermo, H2005).

5. Persulfato de amonio (APS) 10%.

Disolver 100mg de SureCast™APS en 1mL de agua ultrapura al momento de usar.

Este reactivo se puede almacenar a 4°C y protegido de la luz.
6. SureCast™TEMED (Thermo, H2006).
7. 10X Bolt® Sample Reducing Agent (Thermo, BO004). Agente reductor.
8. 4X Bolt® LDS Sample Buffer [BO007]. Tampon de carga
9. 10X Tris-Glicina SDS Running buffer. Tampdn de corrida Stock:
= Tris Base (25mM): 29g
= Glicina (192mM): 1449
* SDS (0,1%): 10g
Disolver en 400 mL de agua ultrapura. Mezclar bien y ajustar el volumen a 1000mL con
agua ultrapura.
10. Tris-Glicina SDS 1X. Tampdn de corrida para uso:
Mezclar 100mL de Tris-Glicina SDS 10X con 900mL de agua ultrapura.
11. SeeBlue® Pre-stained Protein Standard (Thermo, LC5925). Marcador de peso
molecular.
12. 25X Tris-Glicina transfer buffer. Tampon de transferencia stock.
= Tris Base (298mM): 18,2g
= Glicina (2,4M): 90g
Disolver bien en 450mL de agua ultrapura. Ajustar el volumen a 500mL y verificar pH

de 8,3. El buffer es estable por 6 meses a 25°C a temperatura ambiente.
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13.

14.

1X Tris-Glicina transfer buffer. Tampdn de transferencia para uso.

25X Tris-Glicina transfer buffer: 40mL.

= Metanol: 200mL.

= Agua ultrapura: 760mL.

Mezclar para obtener un volumen final de 1L.

Novex™ ECL Chemiluminescent Substrate Reagent Kit (Invitrogen, WP20005).

Reactivo de revelado por quimioluminiscencia.

15. Rojo Ponceau.
16. Tampon de bloqueo.
Disolver 5g leche descremada en 40mL de TTBS y llevar a 50mL.
MATERIALES
1. SureCast™ Gel Handcast system (Thermo, HC1000S). Equipo de ensamblaje de
geles.
2. Mini Gel Tank (thermo, A25977). Camara de electroforesis
3. Owl™ Compact power supply (Thermo, EC300XL2) (Fuentes de poder).
4. MiniBolt module (Thermo, B1000).
5. Invitrolon™ PVDF/Filter Paper Sandwich, 0.45 um pore size (Thermo, LC2005).
Membranas de PVDF.
6. Chemidoc™ MP Imaging system (BioRad).
METODO

Elaboracién de geles y electroforesis

1.

2.

Ubicar el handcast station sobre una superficie nivelada. Ensamblar los vidrios con
el separador de silicona entre ellos verificando que queden sellados todos los
bordes para evitar fugas. Ubicar el ensamblaje de vidrios en el handcast station y
apretar con la palanca.

Prepare el gel de separacion de acuerdo con la siguiente tabla.

Solucion % Poliacrilamida

12%
SureCast™ acrilamida 2,4mL
(40%)
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SureCast™Tampoén 2,0mL
de separacién

Agua ultrapura 3,5mL
SureCast™ 10% APS 80uL
Total 8mL

Los volimenes se basan en un gel. No se requiere desgasificar

3. Afadir 8 puL del SureCast™ TEMED por cada 8mL de la solucion tampoén de
separacion. Mezclar bien (pero suavemente) e inmediatamente adicionar la
solucion.

4. Inclinar el HandCast station para adicionar el tampdén hasta alcanzar el nivel
demarcado (fill line). Adicionar butanol o isopropanol para linealizar.

5. Dejar polimerizar por 5-10min. Verificar que la interfaz entre el tampdén y el alcohol
se haga mas clara. Dejar un testigo para verificar la polimerizacion. Una vez
polimerizado, lavar con agua destilada abundante y secar muy bien con papel filtro.

6. Prepare el gel de separacion de acuerdo con la siguiente tabla.

Solucién 4% Poliacrilamida
SureCast™ acrilamida (40%) 0,30mL
SureCast™Tampon de 0,75mL
concentracion

Agua ultrapura 1,92mL
SureCast™ 10% APS 30 uL

Total 3mL

Los volimenes se basan en un gel. No se requiere desgasificar

7. Adicionar 3 pL de SureCast™ TEMED por cada 3mL del tampén de
concentracion. Mezclar bien (pero suavemente) e inmediatamente adicionar la

solucion.
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8. Inclinar el HandCast station para adicionar el tampdn hasta alcanzar el nivel mas
alto. Inserte el peine desde un lado e introduzcalo lentamente hasta haber
introducido ambos extremos.

9. Dejar polimerizar por 5-10min. Verificar con un testigo la polimerizacion del gel.

10. Liberar el ensamblaje y puede ser usado en la electroforesis de inmediato o
puede ser envuelto en un pafio humedecido con agua ultrapura o tampdn de
corrida a 4°C hasta su uso.

11. Prepare las muestras de acuerdo con la siguiente tabla.

Reactivo Muestras
reducidas
Muestra X pL
4X Bolt® LDS Sample Buffer 7,5 uL
10X Bolt® Sample Reducing 3 uL
Agent
Agua desionizada A 19,5 pL**
Total 30pL **

*El volumen de agua ultrapura se debe ajustar de acuerdo al volumen de muestra
**Para peines de 10-pozos se recomienda que el volumen final sea 30 pL, para 12-pozos 20 pL y para 15-
pozos 10 pL.

12. Caliente las muestras a 70°C por 10 minutos y después ponga en hielo hasta la
siembra.

13. Ensamble el Mini-gel tank (camara de electroforesis). Ubique los cassettes
teniendo cuidado de ubicar los conectores de los anodos (-) en la mitad.

14. Llene las cAmaras con tampon de corrida 1X hasta el nivel del catodo. Se
necesitan 400mL para llenar cada camara.

15. Ubique el ensamblaje de los vidrios con el gel en los platos orientando los pozos
hacia ud. Sujételo en posicion vertical y asegurelos con la palanca.

16. Verifigue que la(s) camara(s) estén llenas antes de cargar las muestras.

17. Siembre el marcador de peso molecular (SeeBlue® Pre-stained Protein Standard)
y las muestras teniendo cuidado de seguir el estricto orden establecido para su

experimento.
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18.

19.
20.

21.

Llene la cAmara con tampoén de corrida 1X hasta la marca (fill). Cualquier exceso
se transferira a la parte externa de la camara

Si solo se usard una camara asegurarse que la otra no tenga el cassete.

Ajustar la tapa de la cAmara. Alinear muy bien los electrodos para asegurarse que
se ajuste la tapa y que el circuito quede correctamente. Verifigue que no este
conectado a la fuente de poder o mantenga apagada la fuente para evitar
accidentes

Encender la fuente de poder (Owl™ Compact power supply) a un voltaje de 50V
por 30min y después a 100V por 120min.

TRANSFERENCIA EN HUMEDO:

22.

23.

24,

25.
26.
27.
28.
29.
30.

31.

32.

33.

Sumerja en tampoén de transferencia 1X las esponjas hasta que se saturen.
Remover las burbujas antes de sacar las espumas del recipiente.

Trate de no reutilizar el tampon de transferencia usado para empapar los
elementos a usar en el sandwich.

Con las membranas de PVDF (Invitrolon™ PVDF/Filter Paper Sandwich, 0.45 um
pore size) antes de iniciar se debe sumergir la membrana en metanol por 30
segundos. Opcionalmente, se puede sumergir en etanol o isopropanol, pero se
sugiere metanol para mejores resultados.

Brevemente, lave en agua destilada.

Sumergir la membrana en tampén de transferencia 1X.

Prepare todo el montaje antes de finalizar la transferencia.

Remueva con cuidado el gel de los vidrios con la ayuda de una espatula.
Ensamblar el mini blot module teniendo cuidado de que el gel quede del lado del
nucleo del catodo (-) y la membrana del lado del nicleo del &nodo (+).

Para ensamblar el médulo. Ubicar el nicleo del catodo (-) en una superficie plana.
Afadir 5-10mL de tampon de transferencia 1X sobre este nucleo.

Ubique la membrana sobre el gel y cubra con un papel de filtro. Después ubique
una esponja sobre el papel de filtro. Adicione tampén de transferencia 1X y retire
todas las burbujas con el rodillo.

Inserte el cassette en el mini-gel tank y adicione tampdén de transferencia. Tape
las camaras.

Configure el generador de voltaje a 20V por 60min y enciéndalo.
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34.

35.

Una vez cumplido el tiempo, extraiga los casetes, desarme el sdndwich y extraiga
la membrana.

Para verificar la eficiencia de la transferencia tefiir la membrana con rojo
Ponceau. Sumergir la membrana en la solucién de rojo Ponceau por 1min y lavar

con agua ultrapura hasta evidenciar las bandas.

INMUNODETECCION

36.
37.
38.

39.

40.

41.

42.

43.
44,

45,

46.

Incubar la membrana en solucién de bloqueo por 1 hora.
Lavar 3 veces con buffer de lavado 1X TBST.

Preparar la solucién del anticuerpo primario.

Incubar con anticuerpo primario. Incubar toda la noche esta se debe llevar a cabo
a baja temperatura (4°C) en constante agitacion.

Lavar 3 veces con TBST 1X.

Incubar con anticuerpo secundario por 2 horas.

Lavar 3 veces con TBST 1X.

Lavar por 1min en dd H20.

Preparar solucion de revelado. El kit de revelado ECL chemiluminiscence cuenta
con el reactivo A y reactivo B. Mezclar ambos reactivos en proporciéon 1:1. Se
recomienda mezclar 1ImL de A y 1mL de B. Adicionar en toda el area de la
membrana esta solucion.

Introducir al equipo fotodocumentador (Chemidoc Biorad) y revelar por 10min. Fijar
un tiempo de revelado de 10min y toma de fotos cada 5 minutos. Este tiempo es
importante para permitir el revelado de la imagen y el registro de las imagenes en
los diferentes tiempos. Al finalizar guardar la imagen en crudo y las imagenes
resultantes.

En caso de querer conservar la membrana para proximas pruebas, almacenar a
4°C en TTBS 1X.
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Anexo J. Prueba de normalidad

Se llevo a cabo la prueba de normalidad Shapiro-Wilks modificada (94) para los datos
obtenidos a partir de las densitometrias medidas sobre los cortes posterior a la
inmunohistoquimica para CB y PV, y para las densitometrias obtenidas sobre los valores
normalizados de los western blot. Esta prueba permite probar si las variables a evaluar
cumplen con el criterio de distribucion normal. Los resultados para cada uno de los datos

se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 7-1: Valores prueba de normalidad aplicada sobre los diferentes datos del estudio.

Marcador Variable n Media DS w p-valor SAcepta
supuesto de
normalidad?

Calbindina Controles 4 150,69 26,73 0,88 0,3626 Si

Densitometria

(foslingI}iTV) Infectados Z 151,10 | 5,09 08 | 01130 Si

Parvoalbumina Controles 4 121,69 111 0,93 0,6115 Si

Densitometria

Somas
células de Infectados 4 130,01 5,18 0,98 0,9005 Si
Purkinje

(folia llI-1V)

Parvoalbumina Controles 4 108,35 9,32 0,89 0,4271 Si

Densitometria

inte?r?eﬂfjnas Infectados z 1098 8,82 082 | 01398 Si

(folia IlI-1V)

Parvoalbimina Controles 4 122,29 3,56 0,91 0,5180 Si

Densitometria

Somas Infectados 4 126,52 5,57 0,82 0,1524 Si

Nucleo lateral

Parvoalbimina Controles 4 121,39 2,94 0,81 0,1268 Si
Densitometria

Somas

Nucleo Infectados 4 130,05 6,86 0,72 0,0205 Si

intermedio

Parvoalbumina Controles 4 120,02 9,43 0,97 0,8320 Si
Densitometria

Somas -
Nicleo medial | 'nfectados 4 126,88 8,53 0,77 | 0,0698 Si

Calbindina Controles 5 33,32 7,99 0,9 0,4354 Si

Densitometria

Western blot Infectados 4 21,35 4,47 0,88 | 0,3793 Si

Parvoalbimina Controles 3 24,7 9,52 1 0,9260 Si

Densitometria

Western blot Infectados 3 9,85 7,66 0,84 0,2181 Si
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