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RESUMEN

Los rabdovirus poseen una nucleocépsida que rodea a una molécula de ARN. El ARN estd
envuelto por una bicapa lipidica que esta atravesada por trimeros formados por monémeros asocia-
dos de forma no covalente de la proteina G (pG). La pG tiene unos 500 aminodcidos (aa), 2-6 sitios
potenciales de N-glicosilacién, 12-16 residuos de cisteina altamente conservados, 2-3 regiones de
heptadas repetidas de aa hidrofébicos en las posiciones a y d, un péptido sefial que se elimina después
de 1a insercién en la membrana, un dominio transmembranal de 20 aa hidrofébicos en la regidn car-
boxi-terminal y una regién hidrofilica citoplasmdtica en la parte carboxi-terminal. La asociacidn-
disociacién entre monémeros y trimeros y el desplazamiento de los trimeros en la membrana lipidica
se alteran por cambios conformacionales. Los trimeros de pG son responsables de la unién del virus
a los receptores celulares, de la fusién de membranas inducida a bajo pH y de la reaccién con los Ac
neutralizantes. Las diferencias antigénicas entre mondmeros y trimeros pueden tener influencia en el
desarrollo de nuevas vacunas. La complejidad conformacional de la pG de rabdovirus obliga a utili-
zar vectores de expresion eucariGticos de cara a obtener posibles vacunas recombinantes.
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RABDOVIRUS
Morfologia molecular

La morfologia presenta forma de bala, con un extremo redondeado y otro
plano. La presencia de viriones truncados (particulas defectivas d) interfieren en
la replicacién de los viriones infecciosos i (1/100-1/1000 i/d). Las particulas
defectivas estén especialmente presentes en infecciones persistentes y en pases de
alta multiplicidad in virro (Horodyski et al., 1983).

Los rabdovirus estdn rodeados por una bicapa lipidica que procede de la célu-
la huésped en la que se incluyen espiculas de pG separadas 5 nm, sensibles a trip-
sina.La disrupcién de la bicapa lipidica con detergentes, libera la ribonucleocdp-
sida de unas 3,5 , enrollada (en ausencia de sales) o desenrrollada (en alta fuer-
za idnica).

El ARN de los rabdovirus posee ~11000 bases que codifican para 5-6 prote-
inas (Tabla 1). La protefna G (pG) que forma un homotrimero (monémeros de 65
kDa), la protefna de matriz M? la polimerasa L. (200 kDa), una protefna a veces
fosforilada, MI,NSo P (24 kDa) y la nucleoproteina N fosforilada (38 kDa). Las
protefnas internas, L, N, y el ARN viral forman la ribonucleocdpsida.

TABLA 1
PROTEINAS DE RABDOVIRUS
Rhabdoviral proteins

‘ : moléculas/virion

Proteina. - PM (KDa) = VSV Rabia YNHI VSHV
L 200 - 250 50 72 43 14
G 67 1205 1335 166 107
N 50 1258 1325 766 892
M1 (NS) 33 466 691 270 464
M2 (M) 23 1826 1148 1192 956

Vesicular stomatitis virus, VSV, (Wagner et al., 1972); Rabia, (Flamand et al., 1993);
Necrosis hematopoietica infecciosa, VNHI, (Hsu et al., 1985):
Septicemia hemorragica viral, VSHY, (Basurco, 1990).

La proteina M2 parece unir por un lado a la pG por la cara interna de la mem-
brana y por el lado opuesto  la ribonucleocdpsida (Chong, Rose, 1993; Kaptur et
al., 1991). Se ha propuesto un nuevo modelo para la estructura de los rabdovirus
en el cual la proteina M? se encuentra dentro de la ribonucleocdpsida. Este mode-
lo predice el contacto entre la proteina M2 y la pG sélamente en los extremos del
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esqueleto (Fig. 1), lo que se ha confirmado con estudios de unién de liposomas
(Barge et al., 1993). La proteina M? es de carécter bésico (pI = 9) y parece unir-
se a los residuos de fosfatidilserina de la superficie interna de la membrana
(Benmansour et al., 1994; Li ef al., 1993; Zakowsky et al., 1981).

Fig. 1.- Los dos modelos propuestos para la morfologia molecular de los rabdovirus
Los rabdovirus contienen una ribonucleocapsida interna ( |1y rodeada por una bicapa lipidica (==)
a través de la cual atraviesan los homotrimeros de pG ( |). La proteina M (=~~) o bien cubre la superficie
interna de la membrana virica (modelo A) o estd dentro de la nucleocapsida (modelo B, segiin Barge er al., 1993)

The two proposed models for rhabdovirus molecular morphology
Rhabdoviruses contain an internal ribonucleocapsid ( 11y sorrounded by a lipid-bilayer (=)
through which pG homotrimer spikes protrude ( ). The M protein (—===) either covers all the internal side of the
viral membrane (model A) or is inside the ribonucleocapsid (model B, according to Barge et al., 1993)

Tipos de rabdovirus

La familia Rabdoviridae estd formada por el género Lisavirus (rabia) y el
género Vesiculovirus (virus de la estomatitis vesicular, VSV) (Bourhy er al.,
1993; Who, 1984). Dentro de esta familia estdn también los virus que infectan
peces, plantas e insectos (Wagner et al., 1972). Algunos rabdovirus pueden

infectar diferentes especies, por ejemplo, algunas cepas de VSV infectan verte-
brados, insectos y plantas.

La rabia afecta a mamiferos de todo el mundo (Benmansour ef al., 1992;
Tordo et al., 1993). El VSV se agrupa en dos serotipos principales, New-Jersey
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(NJ) e Indiana (Ind) (Bourhy er al., 1993; Nichol er al., 1989). Los vesiculovirus
afectan principalmente al ganado vacuno, equino y porcino (Bilsel, Nichol, 1990:;
Nichol er al., 1989). Los rabdovirus de peces incluyen aquellos que infectan a los
de agua frfa, como el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (VNHI) y el
virus de la septicemia hemorrdgica virica (VSHV) y a los de agua caliente como
el virus de la viremia primaveral de la carpa.

Cinco ARNm codifican las protefnas estructurales L, G, M1, M2 y N mien-
tras que un sexto ARNm (sélo detectable en rabdovirus de peces) codifica una
protefna no viral (NV) de unos 23 kDa (Kurath et al., 1985, 1995; Nichol et al.,
1995). El orden de los genes es 5’L-NV-G-M2-M1-N, que es idéntico a todos los
rabdovirus excepto por la insercién del NV en los de peces (Basurco, 1994;
Basurco, Benmansour, 1995).

Se han publicado numerosas secuencias de la pG de rabdovirus. Entre los
rabdovirus de peces, sélamente las secuencias del ADNc de la pG del VNHI
(Koener et al., 1987; Morzunov et al., 1995; Oshima er al., 1995; Schtze et al.,
1995) y del VSHV (Basurco ef al., 1995; Bearzotti et al., 1995; Lorenzen et al.,
1993, Thiry et al., 1991) se han publicado hasta hoy, pero quedan mds de 100 rab-
dovirus sin caracterizar (Brun et al., 1995).

LA GLICOPROTEINA G DE LOS RABDOVIRUS
Estructura molecular

Los rabdovirus poseen una tinica proteina integral de membrana homotrimé-
rica (Dubovi, Wagner, 1990), la pG, que forma una espicula de 83 A (Gaudin et
al., 1993). La pG es responsable de la unién del virus a los receptores celulares
(Wunner ez al., 1984), contiene las propiedades de fusién del virus detectables a
pH < 6 (Estepa, Coll, 1996a; Gaudin et al., 1993; Konieczko et al., 1994; Lecocq-
Whonneux et al., 1994; Lorenzen, Olesen, 1995) e induce Ac neutralizantes del
huésped (Coll, Dominguez-Juncal, 1995; Dietzschold et al., 1987a; Engelking,
Leong, 1989; Kelley et al., 1972; Lorenzen et al., 1990).

La pG de los rabdovirus tiene unos 500 aminodcidos incluyendo el péptido
seflal, dos 0 mds sitios de glicosilacién (Rose, Gallione, 1981), un fragmento
hidrofébico transmembranal no glicosilado resistente a proteasas (500 KDa), 1 6
2 sitios acilados, y una cola peptidica carboxi-terminal (Whitt ef al., 1989). En la
pG de todos los rabdovirus estudiados esta estructura bésica estd altamente con-
servada pero con secuencias de aa distintas para cada género (Fig 2) (Coll,
1995a).

Los monémeros de pG sufren disociacién (a concentraciones de nM 6 60
ng/ml)-asociacién reversible (en concentraciones 1000 veces mds altas) en pre-
sencia de octilglucosido, tal y como se demostr6 usando nomémeros marcados
con fluoresceina y rodamina (Lyles er al., 1990). El intercambio entre monéme-
ros de pG también ocurre in vivo como quedé demostrado por la utilizacién de
mondémeros genéticamente diferentes (Zagouras et al., 1991). La interaccién de
los monémeros de la pG estd estabilizada por la protefna M2 (Lyles et al., 1992).
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Fig. 2.- Posiciones relativas de los principales elementos estructurales de 1a PG de rabdovirus
», cisteinas; [, prediccién de glicosilacidn NX (S, T); B, péptido sefial y segmento transmembrana;
|||1} repeticiones de heptadas.
Relative positions of main structural elements of the glycoprotein G of rhabdoviruses
o, cysteins; U, putative glycosilation NX (S, T); B, predicted transmembrane and signal peptide;
1|1} heptad repeats

La disociacién-asociacién del trimero-mondmero de pG depende del pH. Por
ejemplo, la pG en presencia de octilglucosido a pH 7,5 aparece como trimeros en
el VSV-Ind (pI 6,1) y como monémeros en el VSV-NJ (pl 5,7). Sin embargo, los
trimeros de la pG del VSV-NJ son mis estables a pH 5,7 (Doms ef al., 1988).

Glicosilacién

Los carbohidratos de la pG dan cuenta del 10 p. 100 de la proteina con ~4
KDa. La cadena de carbohidratos tiene una estructura con varias ramas unidas a
un centro rico en manosas (Reading er al., 1978). El grado de sializacién (cargas
negativas) produce heterogeneidad en los patrones de glicosilacién dependiente
del huésped ya que el virién depende de las células del huésped para la sintesis
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de sus carbohidratos (Stanley et al., 1984). La glicosilacién de la pG de VHSV
se estd utilizando para poner a punto un método de aislamiento de trimeros de la
pG por cromatograffa de afinidad (en preparacion).

Importancia de la glicosilacién para el plegamiento y ensamblaje

Cuando el ARNm codificado por el gen de la pG se traduce in vitro, se sin-
tetiza un precursor no glicosilado de 63 kDa. Con la adicién de membranas
microsomales, se obtiene una proteina sin péptido sefial y glicosilada, de 67 kDa
(Lodish et al., 1981). Un precursor de manosas se transfiere después a la molé-
cula de G. Mi4s tarde en el Golgi se afiaden la N-acetilglucosamina, galactorsa,
4cido sidlico y fucosa y la pG se transporta a la membrana plasmatica
(Schlesinger et al., 1984). La eliminacién de las cistefnas (Machamer, Rose,
1988) y la inhibicién de la N glicosilacién ya sea por tunicamicina o por muta-
génesis dirigida provoca la formacidn de agregados, de complejos entrelazados
por puentes disulfuro y de virus sensibles a temperatura (Doms et al., 1987;
Gallione, Rose, 1985). La glicosilacién se necesita para que la pG naciente se
pliegue apropiadamente y probablemente para hacer a algunos intermediarios
hidrofébicos m4s solubles. A temperaturas mds altas que la fisiolégica, la pG
poco glicosilada se pliega mal, mientras que a temperaturas més bajas el plega-
miento puede ser normal.

El proceso de plegamiento comienza durante la traduccién y continda poste-
riormente, tal y como se demostré mediante experimentos de caza-captura con la
adquisicién de epitopos dependientes de conformacién, formacién de puentes
disulfuro y resistencia a proteasas/glicosidasas (Doms et al., 1988). S6lo cuando
las moléculas de pG estdn correctamente plegadas se transportan fuera del reti-
culo endopldsmatico hacia el aparato de Golgi donde pueden permanecer hasta 20
minutos (Pilakova, Russ, 1992) El ensamblaje de los trimeros ocurre tras el
correcto plegamiento de los monémeros. La coexpresién de monémeros norma-
les y monémeros mutantes o fluorescinados de diferentes cepas de virus ha
demostrado que los monémeros que forman los trimeros se seleccionan al azar
entre todos los sintetizados (Lyles et al., 1992). Es muy probable que existan dife-
rencias antigénicas entre los monémeros aislados y los ya ensamblados en trime-
ros lo que tendrfa implicaciones para el desarrollo de nuevas vacunas (Doms er
al., 1993).

Modificacién de la pG por adicién de Acidos grasos

La incorporacién de cidos grasos a la pG se ha demostrado en rabia (Gaudin
etal., 1991) y en VSV-Indiana (Magee et al., 1984). Sin embargo, la pG sin dci-
dos grasos se glicosila y se transporta normalmente en la membrana.

Proteina G soluble

Una forma soluble de la pG de VSV (Cheng, Huang, 1986), de rabia (Chatis,
Morrison, 1983) y de VHSV (Estepa, Coll, 1996b) se acumula en el medio extra-
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celular de células infectadas in vitro. En VSV, una de cada seis moléculas de pG
se libera en el medio. La pG soluble purificada de sobrenadantes de cultivo infec-
tados con viriones de rabia (Dietzschold et al., 1983), o con VSV (Florkiewicz er
al., 1983) es 5,5 KDa mds pequeia que la pG asociada al virus debido a la ausen-
cia de la region carboxi terminal que contiene el dominio citoplasmdtico y el
dominio hidrofébico de anclaje a la membrana.

INTERACCION CELULA-RABDOVIRUS
El receptor celular de los rabdovirus

La interaccidn entre el virus y la célula huésped depende de la presencia de
un receptor(es) (atin por identificar) en la membrana de dicha célula y de una
molécula (pG) de unién a la célula en el virién.

La saturacion de la adsorcién de VSV a las células es completa con 4000
viriones de VSV por célula (Schlegal er al., 1982). Las curvas de dosis-respues-
ta de unién viral muestran, al menos, dos interacciones entre células y VSV
(Schlegel et al., 1982). El VSV neutralizado por Ac también se une a células, lo
que vuelve a indicar la existencia de dos sitios de unién a la célula (Schlegel,
Wade, 1983). Por otra parte, la adsorcién del VSV compite con la de la rabia, lo
que sugiere la existencia de un receptor comin para todos los rabdovirus.

La adsorcién del VSV no se inhibe con el tratamiento de las células con trip-
sina, pero sf con el tratamiento con fosfolipasas. Receptores sensibles a fosfoli-
pasas también existen para el virus de la rabia (Superti ef al., 1984; Wunner ez
al., 1984). De todos los fosfolipidos ensayados, sélamente la fosfatidilserina
(PS) fue capaz de inhibir la unién del VSV al receptor celular de superficie y
ademds inhibid el 90 p. 100 de la formacién de placas {Schlegel, Wade, 1983).
La unién de PS a la pG también se ha demostrado recientemente en VSHV (Coll,
1995,; Coll, 1995d). Tanto la cabeza polar como las porciones hidrofébicas de
los dcidos grasos de la PS son esenciales para la adsorcién viral (Estepa, Coll,
1996b; Yamada, Ohnishi, 1986), La segregacién de PS a la parte interna de las
membranas bioldgicas (80-90 p. 100) podria explicar el nimero limitado de
virus que se unen al exterior de la membrana celular. Sin embargo y a pesar del
papel aparente del PS en la unién e infeccién del VSV también es posible que la
PS constituya sélo una parte de un receptor formado por un complejo lipopro-
téico.

La secuencia de amino acidos del 170 al 255 de la pG de rabia posee homo-
logia con toxinas de serpientes que se unen al receptor de acetilcolina (AChR)
(Tordo ez al., 1993) y consecuentemente, los péptidos sintéticos de esas regiones
de la pG se unen al AChR y se comportan como antagonistas del AChR
(Hanham et al., 1993). Usando Ac policlonales (AcP) y Ac monoclonales (AcM)
antivirus de la rabia se ha obtenido evidencia que confirma que el AChR es un
receptor para este virus (Hanham et al., 1993). Sin embargo, esto no explica
todas las infecciones de rabdovirus y el receptor(es) de rabdovirus continda sien-
do un misterio.
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La molécula rabdoviral que interacciona con el receptor

La eliminacién de los trimeros de la pG de la superficie de los rabdovirus por
proteasas reduce la adsorcidn y la infectividad viral, la pG es por lo tanto la molécu-
la viral que interacciona con el receptor celular. La adsorcidn de los rabdovirus a la
membrana celular no requiere energfa, por el contrario, la entrada posterior al interior
de la célula por endocitosis sélo ocurre a temperatura fisioldgica. La fusién entre la
membrana celular y la viral ocurre mas tarde, y se inhibe por las aminas lisosomo-
trépicas (etilendiamina, cloruro amdnico, cloroquina, etc.) en VSV (Rigaut et al.,
1991; Schlegel, Wade, 1985) y en rabia (Superti et al., 1984) lo que sugiere que se
requiere el pH bajo existente en los lisosomas.

Consecuentemente, la exposicién de células infectadas o células transfectadas
(que expresan la pG en sus membranas) a pH 4cido (~5,5) provocan la fusién célula-
célula y la aparicién de sincitios. En un principio parecié que los 25 aa amino termi-
nales de la G del VSV, especialmente los primeros 6 aa (Schlegel, Wade, 1985), eran
los responsables de la fusién ya que tenfan actividad hemolitica dependiente del pH
(Schlegel, Wade, 1984). Sin embargo, después se obtuvieron virus mutantes sin capa-
cidad hemolftica pero con fusién dependiente de pH (Woodgett, Rose, 1986), por lo
que la regidén responsable de fusion deberfa de estar en otra localizacién, tal y como
se ha demostrado diez afios mds tarde.

La activacidn de los trimeros de la pG para la fusién requiere cambios confor-
macionales que exponen regiones hidrofébicas de la proteina para interaccionar con
la membrana diana. Este fendmeno se demostré en el virus de la rabia utilizando
AcM antirregion II (aa 165 al 203, regioén de unién al AchR) y ensayos de fluores-
cencia (Bourhy et al., 1993; Gaudin ez al., 1993). El modelo propuesto para el cam-
bio conformacional fusogénico en el trimero de la hemaglutinina de gripe implica un
péptido de fusién hidrofébico. El péptido de fusién hidrofébico situado en el interior
del trimero sale hacia el exterior apuntando a la membrana de la célula diana tal y
como se ha demostrado por rayos X (Bizebard et al., 1995; Bullough et al., 1994,
Carr, Kim, 1993). Los trfmeros de la pG de rabdovirus podrian mostrar ciertas seme-
janzas con el modelo antes mencionado (Gaudin et al., 1995; Gaudin er al.,, 1995;
Haughson, 1995).

Analizando por ordenador la secuencia de aa derivada del ADNc de la pG de
rabia, estomatitis vesicular, rabdovirus de peces y plantas, se han localizado dos o tres
regiones que contienen tres o mds heptadas consecutivas de repeticiones de aa hidro-
f6bicos (posiciones a-d) (Coll, 1995b) (Fig. 2).

Se desconocen todavia las funciones de las heptadas repetidas definidas en la pG
de rabodvirus. Varias lineas de evidencia sugieren que las heptadas repetidas situadas
en la regién dnimo-terminal de la pG podrian estar de alguna manera relacionadas con
fusién viral, neutralizacién y/o unién a fosfolipidos (Coll, 1995b). Por mutagénesis
dirigida, se identificé la secuencia del aa 123 al 137 de la pG de VSV como un pép-
tido fusogénico dependiente de bajo pH (Frederiksen, Whitt, 1995; Huang et al.,
1994; Li et al., 1993). Estos mutantes de VSV mapean inmediatamente antes de las
heptadas hidrofébicas repetidas, aa 134 a 161 para la mayorfa de los VSV estudiados
(Tabla 2). Estos datos se han confirmado recientemente por técnicas de fotomarcado
hidrofébico tanto en VSV como en rabia (Durrer et al., 1995).
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TABLA 2
VIRUS RABDOVIRIDAE Y SECUENCIAS DE LA

GLICOPROTEINA SELECCIONADAS PARA ESTE ESTUDIO
Rhabdoviridae virus and glycoprotein sequences selected for this study

Huésped Descripcién virus #aA Referencia
Peces VHSGER VHSV 07,71 507 (Thiry et al., 1991)
VHSDK VHSV DK 507 (Lorenzen et al., 1993)
VHSMKAH VHSV-Makah 507 Benmansour (com. pers.)
IHNGP THNV Cedar 508 (Koener et al., 1987)
VPC Carp 507 Lecompte (com. pers.)
Mamiferos RABMOK rab Mokola 524 (Tordo et al., 1993)
RABPV rab PV 524 (Tordo et al,, 1986)
RHRBGD rab ERA 524 (Anilionis et al., 1990)
RABSAD rab SADB19 524 (Conzelmann et al., 1990)
RABMEP rab MEP 524 (Morimoto et al., 1989)
RABLEP rab LEP 524 (Tordo, 1991)
RABCVS rab CVS 524 (Prehaud et al., 1989)
Ganado VSVGPNO8 VSV-NJ-I 517 (Nichol et al., 1989)
Caballo VSVGPNIJA VSV-NJ-1I 517 (Nichol et al., 1989)
Cerdo VSVGPN29 VSV-NI-1I1 517 (Nichol et al., 1989)
RHGPORS VSV Orsay 511 (Gallione, Rose, 1985)
RHGM VSV San Juan 511 (Rose, Gallione, 1981)
RHVSVGR VSV Indiana 511 (Vandepol et al., 1986)
Insecto SIGMA Drosophila 526 (Teninges et al., 1993)
BEFV Bov. eph. fev. 623 (Walker et al., 1992)
Planta SYNVG ATCC-PV263 628 (Goldberg et al., 1991)

VSHY, septicemia hemorragica viral; NHI, necrosis hematopoyética infecciosa: VPC, viremia
primaveral de la carpa; RAB, rabia; VSV, virus de la estomatitis vesicular; BEFY, virus de la fiebre
efimera bovina; SYNV, sonchus yellow net virus,

Por otra parte, algunos mutantes de rabia resistentes a anticuerpos monoclo-
nales (MAR) mapean entre los aa 330-338 y aa 342-343, ambos dentro de las
heptadas repetidas de rabia (aa 330-360) (Benmansour ef al., 1991, Lafon et al.,
1983; Seif et al., 1985; Wunner et al., 1985).

Finalmente, una regién de unién a fosfolipidos (p2’ de la pG de VHSV ha sido
identificada mediante ensayos de unién a fosfolipidos en fase sélida por pepscan,
péptidos sintéticos, pG purificada o recombinante (Estepa, Coll, 1996b; Estepa et
al., 1994). La regién P2 (aa 82 al 109) se encontraba dentro de cinco heptadas
repetidas de aa hidrofébicos en a y d (aa 68 al 102) que tienen estructura proba-
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ble de alfa-hélice. No se sabe todavia si las regiones inmediatas podrian estar
relacionadas con la fusidn de membranas (Chambers et al., 1990) inducidas por
la pG de VSHYV. Sin embargo, existe una dependencia de pH similar en la unién
a fosfolipidos por VSHYV y en la fusién de membranas mediada por la pG de
VSHYV (Estepa, Coll, 1996b; Lecocqg-Xhonneux e al.,, 1994) y ademds péptidos
similares en IHNV, rabia y VSV también ligan PS (en preparacidn).

INTERACCION HUESPED-RABDOVIRUS
Antigenicidad de la pG de rabia

La importancia relativa de cada uno de los posibles mecanismos de defensa
durante el curso de la infeccién natural o después de la vacunacion (Brochier et
al., 1995) siguen siendo bastante desconocidos (Xiang er al, 1995). Algunos
estudios relacionan directamente la proteccién contra la rabia con el nivel de Ac
neutralizantes (Wiktor et al, 1973) aunque no ocurre en todos los estudios
(Dietzschold ez al., 1988; 1987b). El uso de AcM y AcP ha demostrado diferen-
cias antigénicas entre los distintos aislados de rabia para la pG (Flammand et al.,
1980). La mayoria de Ac anti-rabia obtenidos por inmunizacién con virus inacti-
vado y seleccionados por inmunofiuorescencia, reconocen epitopos conformacio-
nales neutralizantes (Dietzschold er al, 1988; 1987b; Flamand et al., 1980;
Wiktor, Koprowsky, 1980). Sin embargo, parece que el nimero de AcM anti-pG
no conformacionales neutralizantes se va incrementado paulatinamente
(Bunschoten et al., 1989; Kontsekova et al.,, 1992; Lafay et al., 1996; Ni et al.,
1995; VanDeerHeijden et al., 1993).

Se ha publicado una descripcidn completa de la antigenicidad de la pG de la
rabia en ratones mediante el empleo de 266 AcM neutralizantes y mutantes resis-
tentes a la neutralizacién (MAR). La mayorfa de los AcM neutralizantes definen
el sitio II (72,5 p.100) y el sitio III (24,8 p.100) (Benmansour ef al., 1991). Los
mutantes MAR del sitio II tienen sustituciones simultineas entre los aa 34-42 y
aa 198-200. Si estas sustituciones de aa estdn en las regiones de unién a los AcM,
el sitio II es un sitio antigénico conformacional discontinuo (Benmansour et al.,
1991). Mutantes MAR seleccionados a pH 5 se han descrito recientemente en
posiciones distintas a las de los mutantes MAR seleccionados a pH 7 (Raux et al.,
1995).

También se ha definido un dnico epitopo neutralizante lineal (HDFRSDE).
Sin embargo, la frecuencia de AcP contra este epitopo en suero de animales vacu-
nados contra la rabia era muy bajo (VanderHeijden et al., 1993). No obstante, este
péptido se ha empleado s6lo o en combinacién con epitopos de células T para
producir AcP anti-rabia y para inducir proteccién en ratones (Dietzschold et al.,
1990). Ahora bien, recientemente se ha encontrado que las regiones antigénicas
mapeadas por mutantes MAR no coinciden con las lineales mapeadas por frag-
mentos recombinantes (Lafay et al., 1996), lo que todavia no se ha podido inter-
pretar correctamente.

Para localizar regiones de la pG de rabia-ERA importantes en neutralizacién
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(Dietzschold er al., 1982) y en linfoproliferacion (MacFarlan et al., 1984), se
obtuvieron fragmentos peptidicos por digestién con bromuro de cianogeno
(CNBr). El péptido 123-198 fue el tnico inmunoprecipitado con suero hiperin-
mune. Los titulos de AcP obtenidos contra los péptidos son mds bajos que los
obtenidos contra la pG nativa, de modo que la conformacién que se pierde duran-
te el aislamiento de los péptidos contribuye mucho a los sitios antigénicos. Esto
estd de acuerdo con la observacién de que los AcM neutralizantes no se unen a
estos fragmentos y a que después de la reduccién, la pG pierde el 95 p.100 de su
antigenicidad (Dietzschold er al., 1982). La existencia de un bucle disulfuro entre
la parte amino terminal y la parte interna de la pG estd también de acuerdo con
que el sitio II sea discontinuo y dependiente de conformacién, como se ha demos-
trado con mutantes MAR.

Para neutralizar el virus de la rabia se estimé por microscopfa electrénica que
se necesita una media de 1-2 moléculas de IgG/3 espiculas y 1 IgM/q espiculas
de la superficie del virus (Flamand er al., 1993).

Antigenicidad de la pG de VSV

Sélamente la pG de VSV induce y reacciona con Ac neutralizantes (Kelley er
al., 1972; Portner et al., 1980; Wiktor, Clark, 1973). La existencia de cuatro gru-
pos de AcM neutralizantes in vitro (definen cuatro epitopos no solapantes) en la
pG de VSV-Ind (Volk er al,, 1982) y en el VSV-NJ (LeFrancois, Lyles, 1982;
Nagata et al., 1992) se ha definido por produccién de AcM y mapeo con mutan-
tes MAR (Keil, Wagner, 1989; LeFrancois, 1984; Vandepol et al., 1986). Como
en el virus de la rabia, la reduccién de los puentes disulfuro de la pG de VSV,
inhibe la unién de la mayorfa de los AcM neutralizantes. Dos AcM anti-pG reac-
cionan también con la protefna M de VSV (Volk et al., 1982), lo que confirma la
interaccién pG-M2. Los AcM neutralizantes no inhiben la adsorcién de VSV
pero la mayor parte de los AcM neutralizantes también inhibe la fusién celular
mediada por VSV.

La estabilizacién del equilibrio monémero/trimero en la pG de VSV por la
proteina M2 (Lyles et al., 1992; Zagouras et al., 1991) y el cambio de estructura
del trimero inducido por el bajo pH de la fusién (Gaudin ez al., 1992; 1993) sugie-
ren la importancia de la estructura trimérica como una diana para los Ac neutra-
lizantes (Benmansour er al., 1991; Kontsekova et al., 1992). Diferencias antigé-
nicas entre monémeros y trimeros deben existir, puesto que es posible hacer un
diagnéstico diferencial entre serotipos de VSV con el uso de la AcP obtenidos
contra trimeros aislados (Allende et al., 1992). Ahora bien, todavia no se han con-
seguido obtener AcM especificos de trfmeros, probablemente debido a la inesta-
bilidad de los trimeros (Lyles et al., 1990).

Estimulacién de la inmunologia celular
Las células involucradas en las respuestas inmunes celulares primarias son

linfocitos T. Las respuestas proliferativas de los clones de células T cooperadoras
humanas especificos contra el virus de la rabia requieren para su induccién que
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los antigenos viricos sean presentados por células presentadoras de antigeno
autélogas en asociacién con'moléculas de histocompatibilidad de clase II.
Algunos de los clones de células T que proporcionan ayuda en la elaboracién de
una respuesta de anticuerpos (que incluye anticuerpos neutralizantes) por linfoci-
tos B, estdn estimulados por proteina N (Bunschoten ez al, 1989; Ertl et al.,
1989).

Para identificar los epitopos de linfoproliferacién anamnésica, se investigé la
capacidad de los péptidos-CNBr para inducir una respuesta proliferativa in vitro
de linfocitos T derivados de ratones inmunizados con virus de la rabia
(MacFarlan er al., 1984). Diferentes preparaciones de la pG viral de rabia (puri-
ficada, nativa, soluble, rosetas, fragmentada-CNBr, virus inactivado-propiolacto-
na) no mostraron diferencias en estimulacién de linfoproliferacién anamnésica en
contraste con las respuestas de Ac.

Particulas defectivas de VSV, virus inactivado con luz UV, micelas de pG
purificada y pG recombinante de vaccinia inyectadas en ratones defectivos de
clase I indicaron que estos ratones poseen una respuesta citotéxica alternativa,
mediada por clase II (Browning er al., 1990; 1991; Forger et al., 1991). La pG
soluble fue la mis eficiente para estimular las células que expresan moléculas de
clase II (10 moléculas por célula o cerca de 0,3-3 pg de pG/ml). La extrapolacién
de estos resultados a las infecciones in vive es posible, ya que la pG soluble se
sintetiza durante las infecciones y es posible activar los genes de clase II en
muchas células. La lisis de células no infectadas expuestas a la pG soluble por
células citoliticas restringidas por clase II, podria explicar los sintomas hemorra-
gicos agudos que llevan a la muerte en algunas infecciones rabdovirales
(Browning et al., 1990).

Inmunologia humoral y celular en rabdovirus de peces

La antigenicidad de la pG de los rabdovirus de peces, no estd actualmente tan
estudiada como las de la rabia o VSV (Coll, 1995; Leong ef al.,, 1995). Se han
descrito unos pocos mutantes MAR de IHNV o VHSV (Bearzotti et al., 1995;
Kim et al., 1994) y algunos mapeos de antigenicidad de VNHI utilizando frag-
mentos recombinantes (Huang, 1993; Leong ef al., 1995; Mourich, Leong, 1991;
Xu et al., 1991). Los mutantes MAR de VHSYV atenuados a 25°C y el variante
avirulento Makah contienen mutaciones en los aa 135-139 y en 431 (Bearzotti et
al., 1995). Ademds, se han descrito mutaciones en las regiones 257-259 y 283-
288 en variantes no neutralizables de este virus (Jorgensen er al., 1995). En nues-
tro laboratorio se estd actualmente mapeando la antigenicidad de la pG de VHSV
por medio de pepscan.

Pocos estudios han abordado la patogenicidad del VNHI o del VHSV. Se
sabe, sin embargo, que afecta a los lencocitos entre otras células (Chilmonczyk et
al., 1995; Estepa, Coll, 1991a; 1991b; Helmick et al.,, 1995). Los estudios de la
induccién de inmunidad protectora en rabdovirus de peces se han enfocado hacia
la respuesta de la pG, ya que los Ac que neutralizan a VSHV y VNHI muestran
especificidad exclusiva por esta protefna (Bernard et al., 1983; Engelking, Leong,
1989; Lorenzen et al., 1990). Ademds la pG de VSHYV estimula linfoproliferacién
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anamnésica en truchas inmunizadas y supervivientes a VSHYV (Estepa et al,
1991). Por otra parte, fragmentos recombinantes de la pG expresados en E.coli,
Y.ruckeri (una bacteria patégena de trucha) y S.cerevisiae estimularon respuestas
anamnésicas in vitro en cultivos de leucocitos de truchas supervivientes a la
infeccién, pero no de truchas no infectadas (Estepa et al., 1994) y péptidos sinté-
ticos de la pG, han demostrado que cada trucha individual reacciona contra una
zona(s) distinta de la pG (Lorenzo et al., 1995). Recientemente, ha sido posible
aislar las primeras células dependientes de antigeno (ADC) de peces utilizando
un fragmento recombinante de la pG y células adherentes de trucha (Diago et al,,
1991) como presentadoras (Estepa et al., 1996).

Algunas evidencias preliminares muestran correlacién entre el reconoci-
miento de AcM neutralizantes in vitro con la capacidad de proteccién in vivo de
los fragmentos clonados en VNHI (Xu er al.,, 1991) y en VSHV (Estepa et al,,
1994; Lorenzen et al., 1993). Sin embargo, quedan por hacer muchos estudios
todavia, a causa de la escasez existente de AcM neutralizantes (Estepa et al,
1993, Lorenzo et al., 1996) y de los pocos estudios de antigenicidad de la pG de
rabdovirus de peces.

La nucleoprotefna N aumenta la inmunidad protectora inducida por la vacu-
na de la pG de VNHI en peces (Oberg et al., 1991), pero no en VSHV (Estepa et
al., 1994).

CONCLUSIONES

La complejidad estructural de la pG de rabdovirus se debe no sélo a la con-
formacién altamente dependiente de puentes disulfuro y glicosilacién, sino a la
organizacién en trimeros. Los trfmeros de pG no son estructuras estdticas, sino
altamente dindmicas. Tienen movilidad en el plano de la membrana, estdn en
equilibrio trimero/monémero y, por Gltimo, sufren cambios conformacionales
dramaticos con el pH durante el proceso de fusién. Con esta panordmica, se com-
prende que la expresién de pG en vectores procaridticos (no controlan la forma-
cién correcta de puentes disulfuro, ni la glicosilacién) no pueda contribuir a la
obtencién de las cantidades suficientes de esta proteina que se necesitarfan para
producir vacunas recombinantes. Aunque quizé algiin fragmento concreto de la
pG (por ejemplo, el fragmento implicado en la fusién) pueda utilizarse segiin
estos métodos, es mds que probable que la proteina haya de expresarse en vecto-
res eucaridticos, si se quieren desarrollar vacunas recombinantes efectivas, tal y
como ya se han conseguido en la rabia con vaccinia (Brochier et al., 1995).
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SUMMARY

The glycoprotein G of rhabdoviruses. A model to study comparative
virology and recombinant vaccines

Rhabdoviruses show an RNA-containing nucleocapsid either enclosed by or enclosing a mem-
brane M protein, surrounded by a lipid bilayer through which dynamic protein trimers made up of
non-covalently associated monomers of glycoprotein G (G) project outside. Monomeric rhabdoviral
G has more than 500 aa, 2-6 potential glycosylation sites, 12-16 highly conserved cysteine residues,
2-3 streches of a-d hydrophobic heptad-repeats, a removed amino terminal hydrophobic transmem-
brane sequence and a carboxy terminal short hydrophylic cytoplasmic domain. Association-dissocia-
tion between monomers-trimers and displacement of the trimers along the plane of the lipid mem-
brane, are induced by changes in the external conditions (pH, temperature, detergens, etc.).
Throughout conformational changes the G trimers are responsible for the virus attachment to cell
receplors, for low-pH membrane fusion and tor reacting with host neutralizing monoclonal antibodies
(MADbs). Antigenic differences could exist between monomers and trimers, which may have implica-
tions for further vaccine developments. The conformational complexity of the protein G of rhabdovi-
rus requires the use of enkaryotic expression vectors to develop possible new recombinant vaccines.

KEY WORDS: Rhabdoviruses
Glycoprotein
Recombinant vaccines
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