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Introduccion. Larabia es una de las zoonosis mas importantes
en México, y se encuentra dentro de las prioridades en
prevencion y control, siendo una de las estrategias a seguir, la
promocion de la vacunacion antirrdbica y el control de los
reservorios transmisores (1). La presencia constante de brotes
derabiaevidencialaimportanciade laincursion en el desarrollo
de nuevos productos bioldgicos en su prevencién, los cuales
apoyen los ya existentes. Actua mente se haincursionado en el
desarrollo de vacunas de DNA, las cuales por su produccion
de relativamente bajo costo, su capacidad de inducir un amplio
espectro de respuestas inmunes celular y humoral de larga
duracién y su carécter termoestable (el cual facilita su uso en
areas de clima tropical), constituyen una buena opcién.
Adicionalmente, €l virus de la rabia, del cual se conocen sus
componentes antigénicos, constituye un buen modelo para el
desarrollo de vacunas de DNA.

El objetivo de este trabajo fue disefiar, haciendo uso de
ingenieria genética, una recombinante portadora de la fusion
del gen Ny laregién codificadora de los sitios antigénicos |1 y
[l del gen G del virusdelarabia.

Metodologia. Debido a la frecuencia con que es aislada la cepa
perro/mangosta V1 del virus rabico en nuestro pais, se eligio la
cepa 118836 proveniente de un humano, previamente aislada 'y
tipificada antigénicamente por Meléndez y col. (2001, datos no
publicados). De la cepa seleccionada se extrajo € RNA vira y
por RT-PCR se obtuvieron e cDNA del gen de la
nucleoproteina (N) y el cDNA de la region codificadora de los
sitios antigénicos Il y Il del gen de la glicoproteina G) (¢
fragmento abarcade labase 67 ala 1029 del gen, Gg7.1020)- El gen
N se clond en € vector pcDNAS3, e cua permitird la expresion
de la proteina en células eucariotas, y posteriormente se
determind su secuencia. Haciendo uso de los datos de esta, se
decidi6 llevar a cabo la fusion con Ggr.i02 €N €l sitio EcoRl
hallado en N, ya que de esa manera se respetaba su marco de
lectura ademés del marco de Ggri09; ademas, como €l sitio
EcoRI se encuentra casi al final del extremo 3' de N no se
esperaba la alteracion de las propiedades antigénicas de la
proteinade fusién.

Resultados y Discusion. Se decidi6 trabajar con el gen N ya
gue se havisto que a pesar de que en el desarrollo de vacunas
antirrdbicas de DNA se ha trabagjado principamente G (2),
también la ribonucleoproteina induce proteccién, estando
dirigidos la mayoria de los linfocitos B y T contra N. Ademas,
debido a que N presenta alto grado de homologia entre las
diferentes variedades del virusy virus asociados, se espera
gue una vacuna contra ella induzca una respuesta inmune de
amplio espectro contra varias cepas (3). En cuanto a la
glicoproteina se sabe que presenta varias regiones antigénicas

delascuaeslossitios |l y Il son de sumaimportancia: el sitio
antigénico Il ha sido descrito como potencial inductor de
anticuerpos neutralizantes y de linfocitos Ty; y el sitio
antigénico I11 es el responsable del neurotropismo del virus (4),
de manera que a realizar una fusion del gen Ny laregion 67-
1029 del gen G, en la cual respetaran sus marcos de lecturay
|as regiones importantes para la antigenicidad de |os productos
codificados por ellos, se buscé obtener los beneficios de
ambos componentes virales en €l desarrollo de una
construccion con capacidad inductora de una respuesta
inmune protectora.

La secuencia del gen N se analiz6 por BLAST y CLUSTALX
encontrandose alineamientos con genes de N de virus de la
rabia reportados en el GeneBank, por lo cual se confirma su
integridad y correcta clonacion en el vector de expresion.
También se determind la secuencia de Gg.96; ClOnado en pauta
con €l gen N, verificAndose la clonacion por digestion con
EcoRI y la orientacion correcta (5' 0 3') con los mismos datos
de la secuencia y por PCR's empleando varias combinaciones
de iniciadores dirigidos contra Gg.1000 Y N, cuyos productos
demostraron dicha orientacion.

Conclusiones. Se disefié y se obtuvo la construccién N-
PcDNA3-Ggr.4000, 1@ cual serd ensayada para determinar la
expresion in vitro de la proteina de fusion y su potencia como
vacuna de &cidos nucl éi cos en model os animales.
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