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I. RESÚMEN 

La rabia es una enfermedad fatal que afecta el sistema nervioso de mamíferos. Sus 

principales reservorios y vectores son carnívoros y quirópteros. Anualmente, se estiman 

60,000 casos de rabia en humanos transmitida por perros, afectando principalmente a países 

en desarrollo. En México, los casos de rabia canina han sido controlados mediante 

vacunación. Sin embargo, el murciélago hematófago aún produce gran número de casos en 

ganado y algunos casos reportados en humanos. Esta enfermedad es causada por el virus de 

la rabia (RABV). Su patogenicidad depende de la glicoproteína (G) que además es el 

principal blanco inmunológico e induce la producción de anticuerpos neutralizantes del 

virus (VNAs). El virus atenuado o inactivado ha sido el principal inmunógeno empleado 

para la producción de vacunas; sin embargo, se han estudiado aproximaciones para el 

desarrollo de vacunas contra la rabia más baratas y seguras. La mayoría de los VNAs 

reconocen epítopos conformacionales; no obstante, algunos estudios han mostrado que el 

péptido lineal G5 es capaz de inducir VNAs. Por otro lado, el péptido C3d-P28 que es un 

fragmento del componente 3 del complemento (C3), está involucrado en la opsonización de 

antígenos y activación de células B y es considerado un adyuvante molecular que mejora la 

respuesta de anticuerpos en vacunas virales. Las vacunas de ADN son una opción segura y 

económica. Si bien las que se han reportado contra la rabia estimulan una respuesta inmune 

protectora, generalmente es necesaria la aplicación de múltiples dosis e implican un mayor 

gasto energético en cuanto a producción del antígeno recombinante y su posterior 

procesamiento. En el presente trabajo se evaluó el péptido lineal G5 como un modelo de 

vacuna de ADN con y sin la secuencia que codifica para C3d-P28, a fin de obtener una 

vacuna simple y eficaz contra el RABV. Se probaron en modelo murino, dos vacunas de 
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ADN: una basada en el epítopo lineal G5 (vacuna pVaxG5) y otra que consistió en la fusión 

de G5 con el adyuvante molecular C3d-P28 (vacuna pVaxF1). Se usó como control la 

vacuna pGQH que expresa la G completa. Se midieron los títulos de VNAs, la sobrevida y 

la proliferación antígeno específica de las células B y T. Aunque el grupo inmunizado con 

pVaxG5 mostró altos niveles (5.3 UI/mL ±1.4) de VNAs 15 días post inmunización, estos 

decrecieron gradualmente (al día 90, 1.6 UI/mL ± 2.2). Por otro lado, los VNAs del grupo 

inmunizado con la vacuna pVaxF1 se mantuvieron a niveles constantes (3.7 UI/mL ± 2.2). 

Al comparar el nivel de VNAs inducidos por las vacunas pVaxG5 y pVaxF1 con los de la 

vacuna pGQH, no se encontraron diferencias significativas. La tasa de sobrevida al reto (22 

DL50% virus CVS) de los ratones inmunizados con pVaxG5 fué del 27%, incrementándose 

al 50% con los inmunizados con pVaxF1. Las vacunas pGQH y pVaxF1 incrementaron la 

proliferación antígeno especifica de células T CD4+ CD8+ y solo la pVaxF1 incremento 

significativamente la proliferación de células B. Los resultados sugieren que el epítopo 

lineal G5 induce VNA contra RABV y es un candidato potencial para desarrollar una 

vacuna genética. La adición del adyuvante C3d-P28 contribuye a la sobrevida al mantener 

un nivel protector de VNA durante 90 días. 
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I. ABSTRACT 
Rabies is a fatal disease that affects the nervous system of mammals. Its main reservoirs 

and vectors are carnivores and chiroptera. Annually, 60,000 cases of rabies in humans 

transmitted by dogs are estimated, affecting mainly developing countries. In Mexico, cases 

of canine rabies have been controlled by vaccination. However, the hematophagous bat still 

produces a large number of cases in cattle and some in humans. 

This disease is caused by the rabies virus (RABV). Its pathogenicity depends on the 

glycoprotein (G) which is also the main target and inducer of virus neutralizing antibodies 

(VNA). The complete attenuated or inactivated virus has been the main means for the 

production of vaccines; however, approaches for the development of cheaper and safer 

rabies vaccines are being studied. Most VNAs recognize conformational epitopes; 

nevertheless, some studies have shown that a linear peptide (G5) is capable of inducing 

VNAs. On the other hand, the C3d-P28 protein, which is part of the complement and is 

involved in the opsonization of antigens and activation of B cells, is considered a molecular 

adjuvant that improves the antibody response in viral vaccines. DNA vaccines are a safe 

and economical option. Although those that have been reported against rabies stimulate a 

protective immune response, it is generally necessary to apply multiple doses and involve a 

significant energy expenditure in terms of production of the recombinant antigen and its 

subsequent processing. In the present work, a DNA vaccine expressing the G5 linear 

peptide linked to the sequence coding for C3d-P28 was evaluated in order to obtain a 

simple and effective vaccine. Two DNA vaccines based on the linear epitope G5 (pVaxG5 

vaccine) and another consisting of the fusion of G5 with the molecular adjuvant C3d-P28 

(pVaxF1 vaccine) were tested in a murine model. The pGQH vaccine expressing the 

complete G protein was used as control. Titers of VNAs, survival and antigen-specific 
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proliferation of B and T cells were measured. Although the group immunized with pVaxG5 

showed high levels (5.3 IU/mL ± 1.4) of VNAs 15 days post immunization, these gradually 

decreased (at day 90, 1.6 IU/mL ± 2.2), while the VNAs of the group immunized with the 

pVaxF1 vaccine remained constant (3.7 IU/mL ± 2.2). When comparing the VNAs levels 

induced by pVaxG5 and pVaxF1 vaccines with those of the pGQH vaccine, no significant 

differences were found. The challenge survival rate (22 LD50% CVS viruses) of the mice 

immunized with pVaxG5 was 27%, increasing to 50% in those immunized with pVaxF1. 

The pGQH and pVaxF1 vaccines increased the specific antigen proliferation of CD4+, 

CD8+ T cells; only pVaxF1 significantly increased B cell proliferation. Altogether, the 

results suggest that the G5 linear epitope induces VNA against RABV and is a candidate to 

develop a genetic vaccine, and the addition of adjuvant C3d-P28 contributes to survival by 

maintaining protecting levels of VNA for 90 days. 
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II. INTRODUCCIÓN 

 

2.1 LA RABIA 

La rabia es una enfermedad zoonótica, aguda, progresiva y fatal. El agente etiológico es el 

virus de la rabia (RABV), el cual está adaptado para replicarse en el sistema nervioso (SN) 

de mamíferos, de los cuales los carnívoros (perros, gatos, lobos, zorros, coyotes, mapaches, 

zorrillos) y quirópteros son los principales reservorios y vectores (1, 2, 3). En particular se 

ha sugerido, mediante análisis de reconstrucción filogenética, que los murciélagos son los 

hospederos ancestrales de este virus (4). 

RABV pertenece al orden Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, Género Lyssavirus. 

Tiene un genoma ARN no segmentado, de hebra simple, polaridad negativa, con un tamaño 

de 12 kb, el cual contiene 5 genes que codifican para la nucleoproteína (N), la fosfoproteína 

(P), la proteína de matriz (M), la glicoproteína (G) y una ARN polimerasa (L) dependiente 

de ARN viral (5). El genoma está envuelto en un complejo formado por las proteínas N, P y 

L denominada ribonucleoproteína (RNP), la cual es necesaria para la síntesis y replicación 

del material genético. La proteína M, envuelve a la RNP y la une de forma estrecha a la 

membrana viral compactando al virión (6, 7, 8). Los viriones están envueltos por espículas 

(trímeros) de glicoproteína, la cual desempeña un papel fundamental en la patogénesis (9, 

10, 11, 12), reconociendo receptores celulares, mediando la fusión de la proteína M con la 

membrana celular, así como ensamblando y liberando partículas virales infecciosas (7). 

Además, al ser la proteína externa del virus, induce la formación de anticuerpos 

neutralizantes del virus (VNAs) y la respuesta de células T lo que deriva en generar 

inmunidad contra la infección por el mismo (5, 12). 
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En general, RABV es transmitido por la saliva a través de la mordedura o el rasguño de un 

animal infectado (13, 14, 15). El inicio del ciclo viral se da mediante la unión de su 

glicoproteína con el receptor celular. El posterior ingreso a la célula se da mediante el 

endosoma, en donde ocurre un cambio conformacional de la glicoproteína que permite la 

fusión de la envoltura viral con la membrana endosómica. Finalmente, la RNP es liberada 

al citoplasma para iniciar la transcripción y replicación viral (16, 8, 7). 

La rabia es considerada una enfermedad zoonótica descuidada y está presente en gran parte 

del mundo principalmente en países de Asia, África y América (17). La mayoría de los 

casos en humanos (99%) sucede por mordedura de perro, estimándose 60,000 casos 

anualmente (18). 

En México la reducción de los casos de rabia en humanos transmitida por perros se debe 

principalmente a las intensas campañas de vacunación en animales de compañía (8.7 

millones de dosis en el 2017) (19). Sin embargo, otros potenciales vectores de la 

enfermedad como perros callejeros y fauna silvestre deben ser considerados en estos 

esquemas de prevención. 

El principal vector entre la fauna silvestre es el murciélago hematófago (Desmodus 

rotundus) (20). Uno de los factores que determina la distribución de estos quirópteros es la 

presencia del ganado bovino, del cual se alimentan con facilidad y así pueden transmitir el 

virus rábico a través de la saliva. Si el ganado no está protegido (mediante la vacunación), 

puede padecer la enfermedad y ocasionarle la muerte, lo que repercute en graves pérdidas 

económicas (21). 

En el país se han notificado focos de rabia paralítica bovina en 25 estados de la República 

desde el sur de Sonora por toda la costa del Pacífico hasta Chiapas y desde el sur de 

Tamaulipas hasta la Península de Yucatán por el Golfo de México. El resto del país es libre, 
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pues no reúne las condiciones ecológicas para la sobrevivencia del murciélago D. rotundus 

(22). 

La rabia se puede prevenir totalmente con la vacunación. La Organización Mundial de la 

Salud (OMS) recomienda un esquema de pre-exposición a humanos y animales domésticos 

que están en riesgo. Para humanos que fueron atacados por animales rabiosos se aplica una 

profilaxis post-exposición (13). 

 

2.2 VACUNAS ANTIRRÁBICAS 

La historia de las vacunas en contra de la rabia se puede dividir en 4 generaciones. Las 

vacunas de primera generación son aquellas producidas a partir del tejido nervioso de 

animales infectados, así se desarrolló la primera vacuna de los trabajos de Pasteur y Roux 

en 1887, empleando tejido nervioso de conejos infectados con virus que era inactivado por 

desecación. Posteriormente se produjeron vacunas con tejido nervioso de ovejas y cabras 

(vacunas tipo Fermi) que eran inactivadas con fenol. En 1911, se desarrollaron las vacunas 

tipo Semple con tejido nervioso de conejos, estas vacunas también fueron inactivadas con 

fenol y aunque se redujo el riesgo de algún accidente post-vacunación por virus 

insuficientemente inactivado, podían provocar severos daños neurológicos debido a la 

reacción del sistema inmune a la mielina de dichos tejidos presente en esas vacunas. 

Después se produjeron vacunas en cerebros de ratones lactantes que aún no desarrollaban 

totalmente la mielina (vacunas tipo Fuenzalida-Palacios), lo cual redujo las reacciones 

secundarias y además estaban inactivadas con -propiolactona (23). 

La segunda generación de vacunas, fueron desarrolladas a partir de cultivos celulares 

(VERO, células diploides de humano o mono, entre otras líneas) a partir de distintas 



 8 

 

variedades de virus (ERA, SAD, Kelev, etc.), en estas se aumentó la pureza del antígeno sin 

poner en riesgo la inmunogenicidad. Además, con esto se evitaron las reacciones de 

hipersensibilidad por los componentes secundarios de las vacunas basadas en tejidos 

animales. Sin embargo, el proceso de producción de estas vacunas es más costoso y su 

manejo es delicado (requieren estricta cadena fría durante el transporte y almacenaje) lo 

que las hace incosteables para muchos países en desarrollo (24). 

Las vacunas de tercera generación son aquellas basadas en proteínas recombinantes o en 

subunidades de proteínas virales, que hasta el momento solo son de uso veterinario, entre 

estas se encuentra la vacuna vaccinia-rabia, la cual tiene el gen de la glicoproteína rábica 

insertado en el virus vaccinia (25). El desarrollo de estas vacunas nació a partir del exitoso 

control de la rabia transmitida por zorros rojos en Europa durante los años 70s, mediante el 

uso de cebos que contenían la vacuna atenuada, lograron reducir la rabia en un 80% (26, 

27, 28). Siguiendo la estrategia de cebos, EUA y Canadá emplean las vacunas 

recombinantes VRG (virus vaccinia) y ONRAB (Adenovirus humano) que expresan la 

glicoproteína de la rabia de manera masiva en campañas de vacunación de fauna silvestre 

(29). Sin embargo, su producción es onerosa lo que las hace de difícil acceso a muchos 

países en desarrollo (23). 

Cabe mencionar que en la medicina veterinaria se pueden aplicar vacunas de virus 

inactivado, atenuado o recombinantes en los tratamientos mientras que para la medicina 

humana sólo está permitido el uso de vacunas de virus inactivado, para evitar el riesgo de 

cualquier accidente (23).  
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2.3 VACUNAS DE ADN. 

Las vacunas de ADN (de cuarta generación), se basan en la observación de que la 

inoculación directa de ADN plasmídico resulta en la expresión del antígeno deseado (30). 

En 1990, se demostró que la inyección de ADN plasmídico puro conduce a la expresión de 

proteínas no propias en las fibras musculares (31). A partir de entonces se han publicado 

diversos trabajos sobre la respuesta inmune inducida por la inyección de plásmidos que 

codifican para antígenos de diversos agentes patógenos (30, 32, 33) 

Las vacunas génicas o de ADN presentan varias ventajas sobre las vacunas tradicionales 

(atenuadas, inactivadas, de subunidades o recombinantes): 1) pueden acarrear genes de 

proteínas antigénicas o péptidos que aumentan la respuesta inmune; 2) generan respuesta 

inmune humoral y celular, ya que el antígeno puede ser procesado por la vía endógena y 

exógena, simulando una infección natural; 3) el proceso de fabricación es más barato, 

haciéndolas más accesibles para países en desarrollo; 4) el ADN no requiere de una 

“estricta” cadena fría para ser transportado y almacenado, lo que en países tropicales con 

orografías altamente accidentadas, como lo es México, hace que la distribución de la 

vacuna sea más simple, y 5) debido a que, tanto en el proceso de fabricación como de la 

aplicación, no se maneja el agente infeccioso, estas vacunas pueden ser más seguras, pues 

se reduce el riesgo de accidentes además de permitir el diseño y experimentación de 

vacunas contra agentes virales peligrosos (34, 35, 36, 37, 38). 

El gen de la glicoproteína del RABV ha sido el principal objeto de estudio para la 

inmunización a base de ADN (39). Estas vacunas han sido evaluadas en diversos modelos 

animales. Lodmell y colaboradores evaluaron la efectividad de una vacuna ADN en monos, 

Macaca fascicularis, obteniendo al final del reto una sobrevida del 100%. Además, los 

sueros neutralizaron un amplio espectro de variantes del virus (40). Posteriormente, en 
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trabajos realizados por Perrin y colaboradores se inmunizaron con 100 µg de plásmido 

(pGPV) perros Beagle vía intramuscular produciendo VNAs en contra de dos cepas 

silvestres además todos los perros vacunados sobrevivieron al reto (41). Tesoro-Cruz y 

colaboradores desarrollaron una vacuna ADN a partir de un aislado mexicano denominada 

pGQH, se inmunizaron perros y ratones con dosis de 100 y 50 µg, respectivamente vía 

intranasal (IN) e intramuscular (IM) con un refuerzo. Detectaron VNAs (arriba de 0.5 

UI/mL) en animales inmunizados por vía IN y títulos superiores por vía IM (42). Además, 

Tesoro-Cruz y colaboradores compararon la vacuna pGQH contra la vacuna tradicional, en 

una profilaxis post exposición (PPE) vía IN en ratones y conejos, con 4 refuerzos, sin gama 

globulina (suero hiperinmune antirrábico). Todos los animales que recibieron la vacuna 

pGQH sobrevivieron al reto y sólo el 80% de los animales vacunados de manera tradicional 

sobrevivieron (43). En un trabajo posterior, Tesoro-Cruz y colaboradores se detectaron 

altos niveles de VNAs (>0.5 UI/mL) y la sobrevida del 100% en gatos inmunizados con 

100 µg de la vacuna pGQH, vía intradérmica en la punta de la oreja (44). Aguilar-Setién y 

colaboradores, aplicaron la vacuna pGQH vía IM en dosis de 20 µg, en ratones observando 

una seroconversión superior a las 0.5 UI/mL y una sobrevida del 100% (45). De este modo, 

la vacuna pGQH contra el RABV ha demostrado inducir altos niveles de VNAs, y conferir 

protección en contra de un reto letal con virus.  

La cantidad de ADN vacunal administrado en los experimentos previos es alta y el proceso 

de purificación es costoso. Para evitar el último punto se utilizó una cepa atenuada de 

Salmonella como vector y una citolisina para ayudar a la liberación del plásmido dentro de 

las células presentadoras de antígeno (46). Se encontró que la aplicación por vía oral de las 

bacterias con el ADN vacunal y la citolisina induce un nivel protector de VNAs hasta 

después de los 15 días, además la protección frente al reto fue mayor en los ratones 
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inmunizados por esta vía en comparación con la inyección intramuscular del plásmido 

desnudo. 

 

2.4 EPÍTOPO LINEAL G5 

Debido a que la inmunogenicidad de la glicoproteína depende de su conformación 

tridimensional y de las modificaciones post-transduccionales que dan origen a la formación 

de los sitios antigénicos II (9) y III (47, 48), la mayoría de los trabajos se han enfocado a 

usar el gen completo de la glicoproteína, sin embargo, algunos péptidos lineales han 

demostrado ser inmunogénicos. Se identificó un epítopo lineal denominado G5 entre los 

aminoácidos 244 y 281, ubicado entre los sitios antigénicos II y III, este epítopo no 

depende de la conformación nativa y confiere protección frente al reto al unirlo con un 

epítopo de la proteína N (49). Posteriormente se describió un segundo epítopo entre los 

aminoácidos 249 y 268, la inmunización con este epítopo incrementó los niveles de VNAs 

contra RABV en conejos (50). 

El epítopo G5 sería un buen candidato para la construcción de una vacuna ADN, debido a 

su simplicidad, a que la secuencia esta conservada en la mayoría de cepas fijas (CVS, SAD, 

ERA, FLURY y PV) así como en las cepas de calle y es capaz de inducir VNAs y 

protección frente al reto (51, 49, 52, 53, 54).  

 

2.5 ADYUVANTE MOLECULAR C3d-P28 

La inmunización con ADN requiere de altas y múltiples dosis para inducir una respuesta 

inmune protectora, sin embargo, dicha respuesta puede ser mejorada mediante la inclusión 

de un adyuvante molecular (55). A este respecto, el uso de adyuvantes moleculares 

fusionados a algunas vacunas ADN, incrementa el título de anticuerpos y mejora la 
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respuesta celular antígeno-específica (56). Uno de estos adyuvantes de reciente uso es la 

proteína C3d del sistema de complemento. 

El sistema del complemento está compuesto por más de 20 proteínas solubles y de 

membrana que son activadas en cascada. Las tres vías que pueden activar el sistema del 

complemento (clásica, alternativa y de las lectinas) convergen en la formación de C3 

convertasa, la cual escinde el tercer componente del complemento C3. El producto final de 

esta degradación es C3d. Una vez generado, se adhiere simultáneamente a antígenos 

extraños y a CR2 (CD21) mediante su dominio mínimo conocido como P28 (57). CR2 es 

parte del complejo receptor de células B junto con CD19 y Tapa-1 (CD81). La unión del 

CR2 al antígeno facilita su absorción por el receptor de la célula B (BCR). Además, la 

interacción del BCR y CR2 amplifica la activación de la célula B (58). El complejo C3d-

CR2 une la respuesta inmune innata con la respuesta inmune adaptativa, es decir C3d es un 

adyuvante natural que amplifica la señal requerida para la activación de la célula B y por lo 

tanto incrementa el procesamiento del antígeno, la presentación y la producción de 

anticuerpos (59). 

El uso potencial del complemento como adyuvante en vacunas fue sugerido por Dempsey y 

colaboradores (60), ellos demostraron que ratones vacunados con un antígeno modelo 

(lisozima del huevo de gallina) unido a tres copias del C3d murino, aumentó más de 1000 

veces la eficacia de la inmunización. Posteriormente estudios como el de Test y 

colaboradores, demostraron que con la aplicación de conjugados covalentes de C3d y el 

polisacárido capsular del Streptococcus pneumoniae del serotipo 14 (PPS14) se obtuvieron 

títulos de anticuerpos más altos que en aquellos ratones inmunizados solamente con PPS14 

(61). Además, la inmunización genética con C3d como un adyuvante molecular, ha 

demostrado inducir anticuerpos hacia una amplia gama de patógenos virales, incluyendo 
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virus influenza (62, 63), virus de inmunodeficiencia humana (64) y virus de sarampión 

(65). 

Por estudios de fragmentación química y mapeo de péptidos, se identificó el sitio mínimo 

de unión de C3d a CR2, denominado P28. Éste estimula la proliferación linfocitos B en 

reposo o líneas de linfocitos B CR2+ con una respuesta dosis dependiente (66). También se 

ha documentado que P28, puede sustituir completamente la función de C3d en el 

incremento de la respuesta inmunológica. La evaluación de una vacuna ADN en contra del 

virus de la hepatitis B variando el número de repetidos del adyuvante P28, mostró que la se 

obtenía una mejor respuesta en las vacunas que contenían tres y cuatro repetidos de P28 

(67). Otro estudio mostró que el acoplamiento del antígeno Env (gp120) del virus de 

inmunodeficiencia humana a cuatro copias de P28, incrementa la respuesta T-dependiente 

de las células B, ya sea con proteínas purificadas o con plásmidos (57). Finalmente, una 

vacuna ADN contra del virus del síndrome respiratorio y reproductivo porcino unido a 

repetidos del adyuvante P28, mostró un incremento en la respuesta inmune con seis o más 

repetidos de este péptido (68). 
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III. HIPÓTESIS 

El uso de una vacuna de ADN que codifica para el epítopo lineal G5 de la glicoproteína del 

RABV, fusionado al adyuvante P28 derivado de la proteína C3d (C3d-P28), aumentará la 

producción de VNAs, en comparación con la vacuna de ADN pGQH que codifica para la 

glicoproteína completa, además de conferir protección frente al reto. 

IV. OBJETIVOS 
 

GENERAL  

Construir una vacuna ADN que contenga la secuencia del epítopo lineal G5 fusionado a la 

secuencia del adyuvante C3d-P28, evaluar la respuesta inmune humoral y la protección 

inducida en un modelo murino de infección con el virus de la rabia. 

 

PARTICULARES 

1. Construir dos vacunas ADN en el plásmido de expresión eucarionte pVAX1, una 

incluye la secuencia que codifica para el epítopo lineal G5 (vacuna pVaxG5) y la 

otra incluye la secuencia de G5 y la secuencia de C3d-P28 (vacuna pVaxF1). 

2. Evaluar la expresión del epítopo lineal G5 y del adyuvante molecular C3d-P28 in 

vitro.  

3. Evaluar la respuesta inmune de VNAs, en ratones BALB/c inmunizados con 

pVaxG5, pVaxF1 y con la vacuna control pGQH. 

4. Evaluar el nivel de protección ante el reto con virus patógeno (CVS) en ratones 

inmunizados con pVaxG5, pVaxF1 y con la vacuna control pGQH. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

Material biológico y plásmido. 

Cepas Bacterianas. Escherichia coli DH5 (SupE44 lac 169 80 lac ZM 15 hsd R17 

recA1 endA1 gyrA 96thi- 1re1A1; GIBCO ). 

Cepas Virales. Virus Pasteur (PV) es una cepa de referencia que se empleó para los 

ensayos de seroneutralización. Virus de Reto (CVS) es una cepa patógena de referencia que 

se empleó en los ensayos de reto en ratones. 

Líneas Celulares. BHK-21 (ATCC No. CCL-10), fibroblastos de riñón de hámster Sirio, 

susceptible a la infección por el RABV. Se propagó, manteniéndolas con medio MEM 

suplementado con 8% de suero fetal bovino (SFB + antibiótico-antimicótico, HEPES, 

bicarbonato de sodio, piruvato de sodio y glutamina). Para los ensayos de infección se 

manejó el mismo medio, pero sin suero a una temperatura de 37° C con una atmósfera de 

CO2 al 5% 

Plásmido. pVAX1, es un vector de clonación diseñado para su uso en el desarrollo de 

vacunas ADN. Fue construido en apego al documento de la Administración de Drogas y 

Alimentos (FDA) sobre los puntos a considerar en plásmidos usados para vacunas ADN 

con el fin de prevenir enfermedades infecciosas (Figura 1). 
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Figura 1.- Mapa del plásmido pVAX1 que se usó como vector vacunal. 

Ingeniería Genética. 

Todas las técnicas empleadas en el proceso de ingeniería genética ó tecnología del ADN 

recombinante se llevaron a cabo de acuerdo con los protocolos y recomendaciones de 

Sambrook y colaboradores (69). Mediante la reacción en cadena de la polimerasa por punto 

final (PCR), se obtuvieron las secuencias codificantes para el epítopo lineal G5 y el 

adyuvante molecular P28. Todos los oligonucleótidos diseñados para la obtención del 

epítopo G5, así como de P28 poseían sitios de restricción que fueron necesarios para llevar 

a cabo su inserción sitio-dirigida en el plásmido pVAX1. Se generaron dos plásmidos el 

primero contiene la secuencia que codifica G5 (pVaxG5) y el segundo contiene la 

secuencia que codifica para G5 y una secuencia de P28 (pVaxF1). Es importante mencionar 

que, durante el diseño y la construcción del plásmido de interés, se subclonó el ADN 

codificante del adyuvante P28 orientado hacia el extremo carboxilo de la proteína de 

fusión. 

Síntesis de secuencia G5. 

La secuencia G5 empleada en el diseño de las vacunas, está formada por la región del 

péptido señal (PS aa 1-19) y el epítopo lineal G5 (aa 244- 281) de la glicoproteína del 
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RABV, reportado previamente (34). Las secuencias codificantes de los fragmentos PS y G5 

(ATG GTT CCT CAG GTT CTT TTG TTT GTA CTC CTT CTG GGT TTT TCG TTG 

TGT TTC GGG CAA ACA TCA GAT GAG ACC AAA TGG TGC CCT CCA GAT CAG 

TTG GTG AAT TTG CAC GAC TTT CGC TCA GAC GAG ATT GAG CAT CTC GTT 

GTG GAG GAG TTA GTC AAG AAA AGA GAG), se obtuvieron de la base de datos 

GenBank basados en el genoma de la cepa CVS del RABV. 

Para sintetizar dicha secuencia (PS unida a G5) se empleó la estrategia de PCR de 

extensión solapada, la cual se describe brevemente a continuación. Se diseñaron dos pares 

de iniciadores (primers) (G5AFw-G5BRv y G5CFw-G5DRv) los cuales incluían los sitios 

de restricción Xho I y Hind III respectivamente (Tabla 1). Los primers tenían secuencias 

complementarias en una región de aprox. 20 bases (Figura 2). La amplificación se llevó 

acabo en tres partes. En la primera se usaron los primers G5AFw y G5BRv para dar origen 

al primer fragmento denominado AB. En una segunda corrida se usaron los primers 

G5CFw y G5DRv para dar origen al segundo fragmento denominado CD. Debido a que la 

temperatura de fusión (Tm) de cada par de primer era diferente, se estandarizó ésta 

mediante un gradiente de temperatura y se determinó que a 51° C se obtenían bandas 

específicas. Finalmente se amplificó la secuencia PS-G5 completa usando los primers 

G5AFw y G5DRv y los fragmentos AB y CD como templados y se le denominó G5 (figura 

2). 

Generación del plásmido vacunal pVaxG5. 

Una vez obtenida la secuencia G5, por PCR se le incluyeron en el extremo 5', además del 

sitio de restricción para la enzima Xho I, un codón de inicio de la transcripción, mediante el 

uso del primer FpVaxFw. En el extremo 3' se incluyó un codón de paro de la transcripción 
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y una secuencia reconocible por la enzima de restricción XbaI mediante el uso del primer 

CpVaxG5Rv, lo anterior para permitir la clonación sitio dirigida en el plásmido comercial 

pVAX1. El producto se corrió en una electroforesis al 1.5% de agarosa, se verificó el 

tamaño (189 pb), se cortó del gel y se purificó mediante el kit QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen cat. 28704). 

Tanto G5 como pVAX1 fueron digeridas con las enzimas XbaI (BioLabs™ cat. R0145S) y 

XhoI (BioLabs™ cat. R0146S) siguiendo las instrucciones del fabricante, se corrieron en 

una electroforesis para verificar y purificar ambos productos. Finalmente se ligaron 

mediante una Ligasa de ADN T4 (ThermoScientific. cat. K1422) siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. El producto de ligación se usó para transformar células 

competentes E. coli DH5α (Figura 2). Una vez obtenidas las colonias, se extrajo el 

plásmido de cada una y se determinaron cuáles eran positivas mediante su longitud 

molecular (3.2 kb aprox.) y secuenciación de Sanger. Al plásmido vacunal resultante se le 

denomino pVaxG5. 
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Figura 2. Producción del plásmido vacunal pVaxG5. Secuencia aminoacídica y de nucleótidos del epítopo 

lineal G5. PCR1: síntesis de G5 para unirse a P28. PCR2: amplificación de G5 para insertase de manera sitio 

dirigida en el plásmido pVAX1. 

 

Síntesis de secuencia P28. 

Por otro lado, la secuencia que correspondió al P28 estuvo conformada por una secuencia 

de unión (linker) ((G4S2)2) y la secuencia de P28 murino (57). La secuencia codificante 

para el linker y P28 es la siguiente: GGA TCT GGA GGG GGC GGA TCT GGA GGG 

GGC GGA TCT GGA TCT AAG TTT CTG ACA ACA GCC AAA GAT AAA AAC CGC 

TGG GAG GAC CCT GGA AAA CAG CTC TAC AAC GTA GAG GCC ACA TCC 

TAC GCC. Para sintetizar esta molécula se usó la misma estrategia de PCR de extensión 

solapada usada para generar a G5. Los primers empleados (P28TFw y P28TRv) 

empalmaron en una región intermedia de 20 bases y amplifican una secuencia de 126 pb 

(templado P28). Por PCR se amplificó la secuencia P28 usando una Tm de 64.7° C, se 
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corrió una electroforesis del producto en un gel de agarosa al 1.5%, se verificó el tamaño y 

se le agregaron el sitios de  restricción HindIII (5') y XbaI (3') para fusionarlo con G5 y su 

eventual inserción en el plásmido pVAX1, mediante una segunda PCR usando los primers 

P28AFw y FpVaxRv respectivamente (Figura 3). 

Generación del plásmido vacunal pVaxF1. 

A la secuencia G5 obtenida anteriormente se le agregaron por PCR, un sitio de restricción 

para la enzima Xho I y un codón de inicio de la transcripción en el extremo 5' mediante el 

uso del primer FpVaxFw. En el extremo 3' se le agregó un sitio de restricción para la 

enzima HindIII por medio del primer G5DRv. Una vez obtenida ésta secuencia se fusionó a 

la secuencia P28 como se describe a continuación. 

Se digirieron G5 y P28 mediante la enzima HindIII, se corrió una electroforesis con ambos 

productos y se purificaron del gel. Posteriormente se ligaron mediante la T4 ADN ligasa y 

se amplificó la fusión G5-P28 (F1) por PCR usando los primers FpVaxFw y FpVaxRv. Se 

verificó el tamaño de F1 (333pb) por electroforesis en gel agarosa al 1.5% y se purificó la 

banda para su inserción sitio dirigida en el plásmido pVAX1 (Figura 3).  

Se digirieron tanto F1 como el plásmido pVAX1 con las enzimas de restricción XhoI y 

XbaI, posteriormente se ligaron y el producto se utilizó para transformar células 

competentes E. coli DH5α (Figura 3). De las colonias resultantes se purificó el plásmido, se 

corrió una electroforesis en gel de agarosa al 1% para verificar tamaño y se seleccionaron 

aquellas que tuvieran un retraso electroforético correspondiente a 3.3 kb o mayor al 

presentado por el plásmido parental. Finalmente, se verificó la secuencia de F1 por 

secuenciación de Sanger. Al plásmido vacunal resultante se le denominó pVaxF1. 
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Figura 3. Producción del plásmido vacunal pVaxF1. Secuencia aminoacídica y de nucleótidos del 

adyuvante molecular P28. PCR3: síntesis de P28. PCR4: amplificación de P28 para unirlo a G5 e 

insertarlos de manera sitio dirigida en el plásmido pVAX1. 

 

Los primers usados para la secuenciación son los siguientes: SqpVaxG5P28Fw y 

SqpVaxG5P28Rv. La secuencia de cada uno de los primers (Tabla 1) se analizó en el 

programa OlygoAnalyzer 3.1 que está disponible en la dirección 

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. El diseño de los primers así 

como la ingeniería genética se realizó bajo la asesoría y supervisión de la Dra. Éricka 

Pompa Mera de la Unidad de Investigación Médica en Enfermedades Infecciosas y 

Parasitarias del Centro Médico Siglo XXI, IMSS. 

 



 22 

 

 

Tabla 1. Oligonucleótidos empleados en el proceso de síntesis de los plásmidos vacunales pVaxG5 y 

pVaxF1. 

 

Producción de las vacunas. 

Las bacterias Escherichia coli DH5 transformadas con los plásmidos pVaxG5 y pVaxF1 

se cultivaron en placas de agar con medio BHI a 37° C con 50 g/mL de kanamicina 

durante toda la noche. Posteriormente se tomó una asada y se cultivó en 5 ml de medio BHI 

caldo con 50 g/mL de kanamicina, una vez que alcanzó la fase logarítmica de crecimiento 

(Densidad óptica [DO]600 = 1.0) se tomaron 200 L y se colocaron en 500 mL de medio 

BHI caldo con 50 g/mL de kanamicina para su cultivo durante toda la noche en agitación 

constante (100 rpm). Posteriormente se cosechó y mediante el uso del EndoFree® Plasmid 

Mega kit (QIAGEN®) se purificaron los plásmidos vacunales. Para determinar la pureza e 

integridad de los plásmidos se realizaron, en cada caso, electroforesis en gel de agarosa al 

1% y análisis espectrofométricos. El plásmido pGQH (control) que codifica para toda la 

glicoproteína, fue producido como lo reportó Tesoro-Cruz y colaboradores (42). 

Transfección. 

Para verificar la expresión de cada una de las proteínas G5, C3d-P28 y G se realizó la 

transfección de la línea celular BHK21 con su plásmido correspondiente pVaxG5, pVaxF1 

y pGQH, mediante el uso de Lipofectamina (Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent 
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Invitrogen) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente: Para cada plásmido 

se emplearon 8 g de ADN y se mezclaron con 50 L de medio Opti-MEM (GibcoTM) 

(mezcla A). Por otro lado, se agregaron 6 L de Lipofectamina a 50 L de medio Opti-

MEM (mezcla B). Ambas mezclas se combinaron y se incubaron a temperatura ambiente 

por 15 min. Este complejo se agregó a una monocapa de células BHK-21 y se incubó por 5 

horas a 37° C en 5% de CO2. Posteriormente, el complejo fue removido y remplazado con 

medio MEM suplementado y se incubó por 48 hrs a 37° C con 5% de CO2. Finalmente, las 

proteínas fueron obtenidas de los sobrenadantes y los lisados celulares. 

Detección de las proteínas recombinantes. 

La técnica de dot-blot fue empleada para detectar cada una de las proteínas recombinantes. 

Brevemente, en una membrana de nitrocelulosa de 0.45 μm (BIO-RAD) se aplicaron por 

goteo 20 μg de proteínas totales (obtenidas previamente de la transfección) y se dejó secar. 

Posteriormente, se bloqueó la membrana con buffer TTBS (Tris 50 mM, NaCl 0.5 M y 

Tween-20 0.05%) y 5% de leche deslactosada (buffer de bloqueo) durante una hora a 

temperatura ambiente y se lavó con buffer TTBS (buffer de lavado). Posteriormente se 

llevó a cabo la inmuno-detección. Para el caso de la detección de la G5 se usó como primer 

anticuerpo la inmunoglobulina anti-rabies-human (Berirab® P, CSL Behring) a una 

dilución de 1:100 y para la detección de P28 se empleó un anticuerpo anti-C3d-Goat (R&D 

Systems) a una dilución de 1:1500. Los anticuerpos fueron diluidos con buffer de bloqueo y 

las membranas se incubaron con el primer anticuerpo durante una hora a temperatura 

ambiente. Posteriormente se lavaron las membranas tres veces (10 min. en agitación por 

lavado). Después del lavado, las membranas se incubaron durante una hora a temperatura 

ambiente con su respectivo anticuerpo secundario, ya sea con HRP-Goat anti-human IgG 
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(ZyMax™ ZYMED®) a una dilución 1:5000 o con HRP-Rabbit anti-goat IgG (ZyMax™ 

ZYMED®) a una dilución 1:3000. Las membranas se lavaron 3 veces y se reveló con 

diaminobencidina al 0.03% y H2O2 al 0.1%. 

Inmunización y reto. 

Se inmunizaron 3 grupos de ratones hembras BALB/c de 21 días de edad con los 

plásmidos: pVaxG5 (n = 9), pVaxF1 (n = 10), pGQH (n = 9) y un grupo control negativo 

inoculado con PBS (n = 8). La inmunización constó de 2 dosis (día 1 y un refuerzo al día 

30), cada una de 20 g de ADN plasmídico diluídos en 50 L de PBS, por vía 

intramuscular. A cada ratón se le tomó una muestra de sangre en los días 15, 45 y 90. Al día 

91, los ratones se retaron vía intracerebral con 22 DL50% de la cepa CVS de virus rábico. 

Los ratones fueron observados por 21 días, monitoreando diariamente la sobrevida y los 

signos clínicos de cada grupo. Cualquier muerte ocurrida durante los tres primeros días fue 

considerada inespecífica de la infección. 

Los ratones que presentaron parálisis se sacrificaron inmediatamente así como los animales 

que sobrevivieron al periodo de 21 días post reto. La presencia del virus en los ratones fue 

confirmada por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo contra el virus. Brevemente 

se hizo una impronta del cerebro en un portaobjetos, se fijó la muestra con una solución 

fijadora (Cytofix/Cytoperm™ BD), se delimitó el área con un lápiz de cera,se agregó una 

gota del anticuerpo anti-nucleoproteína de RABV conjugado a isotiocianato de fluoresceína 

(FITC Anti-Rabies Monoclonal Globulin, FUJIREBIO™) en una dilución 1:128 y se dejó 

incubar por 45 min. a 37° C. en condiciones de humedad. Pasado el tiempo, se lavó la 

muestra con agua corriente y se agregó una gota de solución de montaje (glicerina-PBS al 
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50% pH 8.3). Finamente se observó la laminilla al microscopio con luz UV para determinar 

la presencia del virus evidenciado por el anticuerpo. 

Ensayo de seroneutralización del virus de la rabia (RRFF).  

Es el método estándar que se emplea para la titulación de anticuerpos neutralizantes en 

contra del RABV (VNAs) a nivel mundial y está avalada por la OMS (70). Brevemente, 

una vez obtenidos los sueros de los animales se descomplementaron a 56° C durante 30 

min. En una placa de 96 pozos se hicieron 8 diluciones triples de cada suero con medio de 

cultivo sin suero (50:100) dejando un volumen final de 100 L, cada dilución se incubó con 

50 L de virus PV que contenía 30 unidades formadoras de focos fluorescentes (UFFF) 

durante una hora a 37° C en atmósfera de CO2 al 5%. Posteriormente, la mezcla se colocó 

en otra placa de 96 pozos, previamente sembrada con 30,000 células BHK-21/pozo y se 

dejó incubar por 24 hrs a 37° C en atmósfera CO2 al 5%. En cada prueba se colocó un suero 

de referencia que tiene 10 UI/mL en diluciones triples, un control de virus que consistía en 

30 UFFF del virus con células y un control de células sin inóculo y sin suero. 

Pasadas las 24 hrs, se retiró el sobrenadante y se fijaron las células con Cytofix/Cytoperm™ 

BD y se incubó por 45 min a 4° C. A continuación, se retiró la solución fijadora y se 

agregaron 60 L del anticuerpo anti-nucleoproteína de RABV conjugado a Isotiocianato de 

fluoresceína (FITC Anti-Rabies Monoclonal Globulin, FUJIREBIO™), y se dejó incubar 

por 45 min a 37° C en condiciones de humedad y en agitación orbital (100 rpm). Pasado el 

tiempo se decantó el contenido de la placa, se lavó con agua destilada y se le agregó a cada 

pozo 80 L de solución de montaje. Finalmente se contaron los focos fluorescentes en un 

microscopio invertido con luz ultravioleta. Los resultados se expresaron en Unidades 
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Internacionales por mililitro (UI/mL) tomando como base la reducción de focos 

fluorescentes producida por un suero de referencia con título conocido (10 UI/mL). 

Evaluación de signos clínicos. 

Después del reto, las OMS recomienda mantener un periodo de observación diaria de los 

animales de por lo menos 21 días y determinar la presencia de los signos clínicos de rabia: 

Pelaje erizado, postura encorvada y temblores cuando se sostiene al animal en el aire, poca 

coordinación de las patas traseras, parálisis y postración (cerca de la muerte) (70). 

Dependiendo de la severidad de la enfermedad se asignaron valores a cada uno de los 

signos mencionados tomando como referencia una clasificación descrita por Takayama-Ito 

y colaboradores: sin signos de rabia (Puntuación 0), pelaje erizado (Puntuación 1), postura 

encorvada (Puntuación 2) y signos tempranos de parálisis (Puntuación 3) (71). Dichos 

resultados se graficaron y analizaron para determinar la severidad de la enfermedad en los 

diferentes grupos. 

 

Ensayo de proliferación 

De dos ratones vacunados con cada plásmido (pVaxG5, pVaxF1 y pGQH) y PBS y que no 

participaron en el reto, se obtuvieron los bazos 116 días después del refuerzo. Los 

esplenocitos fueron marcados con una solución de éster de succinimidilo de 

carboxifluoresceína (CFSE) 1 M en PBS-BSA al 0.1%. Posteriormente, en una placa de 

96 pozos se sembraron 5x105 células en medio RPMI suplementado (10% SFB, 

antibióticos-antimicóticos, piruvato y  mercapto-etanol) por pozo. Se estimularon las 

células con 0.25 UI (en 100 L de medio RPMI sin suplemento) de la vacuna antirrábica 
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VERORAB (Wistar strain Rabies, PM/W1, 38-1503-3M) por pozo. En el caso del control 

negativo se usó medio RPMI sin suplemento. Todo el experimento se realizó por triplicado 

incubando por 96 hrs a 37° C con CO2 al 5%. Después de la incubación, las células fueron 

cosechadas, lavadas con PBS y teñidas con el marcador de viabilidad Viobility™ Fixable 

Dyes viable marker (Miltenyi Biotec Cat. 130-109-814). Posteriormente las células se 

fijaron con una solución de paraformaldehído al 2% y para diferenciar entre células B, 

células T CD4+ y células T CD8+ se tiñeron con un coctel de anticuerpos de ratón que 

incluye: antiCD19-PE directo (clona: 6D5), antiCD4-PE-Cy7 diluido 1:250 (clona: 

REA604) y antiCD3-PE-Cy5 directo (clona: REA641) (Miltenyi Biotec). Finalmente, las 

células fueron resuspendidas en PBS para su inmediata adquisición en un citómetro de flujo 

MacsQuant Analyzer 10. Los datos fueron analizados con el software FlowJo V.10. 

Análisis estadísticos. 

Los datos fueron expresados como Media + DESVES en el caso de las seroneutralizaciones 

y los ensayos de proliferación. Se empleó ANOVA de uno o dos vías para el análisis intra e 

inter grupo. Las comparaciones post hoc se hicieron usando la prueba de Tukey. La 

evaluación de las diferencias en los datos de la curva de sobrevida fue analizada con una 

prueba log-rank. Todos los análisis fueron llevados a cabo con el software GraphPad Prism. 

V7.0. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor de P fue <0.05. 
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VI. RESULTADOS 

Síntesis de la secuencia del epítopo lineal G5 del virus de la rabia 

La obtención de la secuencia sintética de G5 (PS+G5) resultó en un producto de 189 pb y 

fue de la siguiente manera: de la PCR de extensión traslapada, se obtuvo un producto de 

111 pb usando los primers G5AFw-G5BRv el cual se denominó producto AB, y con los 

primers G5CFw-G5DRv se obtuvo un producto de 99 pb denominado CD. Para obtención 

del producto final de 189 pb se realizó otra PCR usando los primer G5AFw y G5DRv y 

como templado los productos AB y CD. 

 

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. AB: fragmento de 111 pb. CD: fragmento de 99 pb. 

G5 es un producto de 189 pb resultado de la unión del fragmento AB y CD por PCR de extensión 

solapada. 

 

Una vez que se corroboró la síntesis de G5 mediante el tamaño del producto y la posterior 

secuenciación, se procedió a insertar dicho producto en el plásmido pVAX1 como se 

describe a continuación: de la PCR con los primers FpVaxFw y CpVaxG5Rv se obtuvo un 

producto de 195 pb (debido a la adición de las señales de inicio y fin de la transcripción) 

que al igual que el plásmido pVAX1 se digirió con las enzimas XhoI y XbaI, se corrió una 
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electroforesis de los productos, se purificaron y se realizó otra electroforesis para verificar 

su pureza y dejar dichos productos listos para ligar (Figura 5). 

 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. A: Producto de PCR de 195 pb que corresponde a la 

secuencia de G5 con señales de inicio y fin de la transcripción. B: ADN de G5 y pVAX1 digeridos con 

las enzimas Xho I y Xba I, puros y listos para la ligación. 

 

De las células E. coli DH5α transformadas con el plásmido pVAX1+G5 se seleccionaron 

14 clonas al azar y se les extrajo el plásmido. La electroforesis mostró que 4 plásmidos (C2, 

C6, C8 y C12) tenían un retraso en comparación con el plásmido parental pVAX1 (Figura 

6).  

 

 

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. C1-C14: Plásmidos extraídos de las 14 clonas 

seleccionadas al azar. C2, C6, C8 y C12 mostraron un retraso electroforético. pp: plásmido parental 

(pVAX1 vacío). 1Kb: marcador de longitud molecular en kilobases. 
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Este retaso en el corrimiento electroforético, en las clonas 2,6,8 y 12 sugiere la inserción 

del fragmento G5 en el plásmido pVAX1. Después de realizar una PCR con primers 

específicos para amplificar el fragmento G5 y la secuenciación de los productos de los 

plásmidos arriba mencionados, se obtuvo que el tamaño de los amplificados corresponde al 

tamaño del fragmento G5, además la secuenciación indica que la secuencia es correcta 

(Figura 7). De esta forma se obtuvo el plásmido vacunal que se denominó pVaxG5. 

 

Figura 7. A: Electroforesis de la amplificación del control positivo G5 (189pb) y plásmidos de las clonas 

2, 6, 8 y 12.  

Síntesis de la secuencia del adyuvante molecular C3d-P28 murino. 

Se sintetizó un templado de 126 pb que corresponde a la secuencia de adyuvante molecular 

C3d-P28 mediante una PCR de extensión solapada. Y posterior a la adición de los sitios de 

restricción Hind III (5'), XbaI y una secuencia para el codón de paro en el extremo 3', se 

obtuvo un producto con una longitud de 144 pb. (Figura 8A). 
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A). Perfil electroforético del fragmento P28 (144 pb) 

sintetizado por PCR de extensión solapada. B). G5 y P28 digeridos con HindIII y purificados, listos 

para ligarse. 

 

Se empleó la enzima HindIII para digerir G5 y el C3d-P28, cada producto fue purificado, 

verificado por electroforesis (Figura 8B) y finalmente ligados. El producto de esta ligación 

denominado F1, se amplificó por PCR y se corrió en una electroforesis. Una vez verificado 

el tamaño de 333 pb (la suma de C3d-P28 y G5) (Figura 9A), se digirió al igual que el 

plásmido pVAX1, con las enzimas XhoI y XbaI (Figura 9B) para su posterior ligación. 

El producto de ligación fue usado para transformar células competentes E. coli DH5α. 

 

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. A: Productos G5 (189 pb) y P28 (144 pb) sintetizados 

por PCR digeridos y ligados (F1). B: F1 (333 pb) y pVAX1 digeridos con XhoI y XbaI y purificados.  
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (A) y 0.8% (B). A: 1Kb=Marcador de peso molecular 

para muestras de alto peso. pp= plásmido parental pVAX1. C1-C4: plásmidos de las clonas obtenidas. 

B: 100pb= marcador de peso molecular para muestras de bajo peso. F1= producto de PCR de la fusión 

de G5 con C3d-P28. C1: Producto de PCR amplificado de la clona con retraso electroforético. 

 

Se obtuvieron 4 clonas después del proceso de transformación. En la Figura 10A se puede 

observar que la clona 1 muestra un claro retraso electroforético, con respecto al plásmido 

parental pVAX1, incluso con el plásmido pVaxG5, lo cual nos indica que la inserción fue 

exitosa. Posterior a la amplificación por PCR con primers específicos para amplificar el 

fragmento F1, en el carril de la clona 1 (C1) se aprecia una amplificación (Figura 10B). Las 

clonas C2 aC4 no mostraron el mismo retraso (Figura 10A), y al correr la PCR no hubo 

amplificación. Los productos de PCR fueron secuenciados y se observó que la secuencia de 

la clona 1, es la que mantuvo homología con la secuencia original de G5-C3d-P28. De esta 

forma se confirmó que la secuencia es correcta y se designó como pVaxF1 al plásmido 

vacunal que contiene el epítopo lineal G5 y el adyuvante molecular C3d-P28. 
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Producción de Vacunas 

De cada plásmido vacunal se realizó un cultivo en 500 mL de medio BHI caldo-kanamicina 

durante toda la noche, y su correspondiente extracción-purificación, mediante el uso del Kit 

EndoFree® Plasmid Mega kit (QIAGEN®). Se obtuvieron 1.5 mL de cada plásmido a una 

concentración 1.4 g/L del plásmido pVaxG5, 1.9 g/L del plásmido pVaxF1 y 3.2 

g/L del plásmido pGQH (pGQH fue producido en medio BHI caldo-ampicilina). La 

electroforesis mostró la integridad y el tamaño adecuado de cada plásmido (Figura 11). 

 

Figura 11. Electroforesis en gel al 0.8% de los plásmidos vacunales A) pGQH (7kb): codifica para el 

gen completo de la glicoproteína del RABV (530aa). B) pVaxG5 (3.1kb): codifica para el epítopo lineal 

G5 de la glicoproteína del RABV (57aa). pVaxF1 (3.3kb): codifica para G5 y el adyuvante molecular 

C3d-P28 (99aa). 

Expresión de proteínas recombinantes. 

De la transfección de células BHK-21 con los plásmidos pVaxG5, pVaxF1 y pGQH, se 

obtuvieron las proteínas totales de los sobrenadantes y fueron evaluados mediante dot blot 

para verificar el reconocimiento de cada uno de los epítopos (G5, C3d-P28 y G) por 

anticuerpos específicos (anti G de rabia y anti C3d murino) (Figura 12). 
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Figura 12. Dot Blot en papel de nitrocelulosa 0.45 m. Cada punto contiene 20 g de proteínas totales. 

pVaxF1: codifica para G5 y C3d-P28. pVaxG5: codifica para G5. pGQH: codifica para toda la 

glicoproteína del RABV. RABV: virus rabia. CC: control de células sin transfectar. Anticuerpos: A) 

Anti-C3d (1:1500). B) Anti-RABV diluido 1:100. 

 

Después del revelado se observa que el anticuerpo anti C3d detecta la proteína 

recombinante obtenida de la transfección con el plásmido pVaxF1 (Figura 12A). Por otro 

lado, la proteína recombinante G5 resultante de la transfección con pVaxF1, pVaxG5 fue 

detectada por el anticuerpo anti RABV, así como la glicoproteína G, resultado de la 

transfección con el plásmido pGQH (Figura 12B). 

 

Inmunización y reto. 

Como parte del esquema de inmunización se obtuvieron en promedio 500 L de sangre de 

cada animal y de allí se obtuvieron alrededor de 100 L de suero que fue almacenado a -

70° C hasta su uso en la prueba de seroneutralización. En cuanto a la inmunización, se 
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inocularon 20 g de plásmido vacunal diluido en 50 L de PBS pH 7.0 vía IM. En el reto, 

se administraron 22DL50% vía IC en un volumen de 30 L. Los tiempos se muestran en el 

siguiente esquema (Figura 13): 

 

 

Figura 13. Esquema de inmunización y reto. Se tomó una muestra de sangre pre-inmune (día -1), al día 

15, 45 y 90. Se inmunizó al inicio (día 0) y se aplicó un refuerzo al día 30. La inoculación de la cepa de 

reto vía intracraneal, se realizó al día 91. Posteriormente los signos clínicos de los animales fueron 

observados y registrados durante 21 días. 

 

Ensayo de seroneutralización. 

Los sueros fueron descomplementado a 56° C/30 min y se utilizaron para los ensayos de 

seroneutralización de la infección del RABV en células BHK-21. Después de determinar el 

número de UI/mL en cada uno de los ratones, se obtuvieron los resultados mostrados en la 

figura 14. 
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Figura 14. Número de UI/mL obtenidas en los días 15, 45 y 90 post inmunización. La línea punteada 

marca 0.5 UI /mL que es el nivel mínimo de VNAs necesarios para considerar que un animal está 

protegido contra el RABV según la OMS. (*) P = 0.0157; (**) P > 0.0020; (***) P > 0.0002; (****) P < 

0.0001. 

 

Como se observa en la gráfica (Figura 14), la mayoría de los animales a los que se les 

administraron los plásmidos pGQH (9/10), pVaxG5 (9/9) y pVaxF1 (9/10) muestran un 

nivel de VNAs superior a las 0.5 UI/mL al día 15 post-inmunización. Y el grupo 

inmunizado con pVaxG5 fue el más alto (5.3 UI/mL ±1.4) en comparación a los grupos 

inmunizados con pGQH y pVaxF1 (3.8 UI/mL P=0.33 y 3.8 UI/mL P=0.31 

respectivamente) al día 15 post-inmunización. Sin embargo, en días posteriores, se observa 

que el nivel de VNAs en los animales inoculados con pVaxG5 va disminuyendo 

gradualmente (al día 90, 1.6 UI/mL ± 2.2). Por otro lado, la inmunización con pVaxF1 

indujo una respuesta sostenida de VNAs, manteniendo un nivel de 3.7 UI/mL ± 2.2 hasta el 

día 90. Esto también fue observado en los sueros de los animales que recibieron la vacuna 

pGQH, que codifica para la glicoproteína completa del virus (3.6 UI/mL ± 2.0). En los 
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sueros de los animales inmunizados con PBS no se observaron VNAs (<0.5 UI/mL ±0.14) 

durante todo el ensayo.  

Reto 

Para determinar si las vacunas pVaxG5 y pVaxF1 protegen frente a una infección por 

RABV, los animales inmunizados con dichas vacunas fueron infectados por vía IC con 

22DL50% de virus de reto CVS al día 90. Posterior a la infección los animales fueron 

monitoreados por 21 días llevando un registro de sus signos clínicos y la sobrevida. 

Como se observa en la figura 15, la sobrevida del grupo inmunizado con pVaxG5 fué del 

77%, 27% más en relación al grupo PBS. En los animales inmunizados con pVaxF1 y el 

grupo pGQH la sobrevivida al reto letal con virus CVS fue del 100%, 50% más en relación 

al grupo PBS. El análisis de la curva Kaplan-Meyer por la prueba Log-rank, mostró 

diferencias significativas entre el grupo pVaxF1 y el grupo PBS (P=0.025) y entre los 

grupos pGQH y PBS (P=0.017). 

 

Figura 15.- Gráfica Kaplan-Meier que muestra la sobrevida de los animales de los grupos: pGQH, G5, 

F1 y PBS. 
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Evaluación de signos clínicos. 

El efecto de la vacunación sobre los signos clínicos, fue un aspecto interesante que 

coincidió con los resultados obtenidos en las seroneutralizaciones y la sobrevida. Para 

poder cuantificar los signos clínicos de la rabia observados, se asignaron valores 

dependiendo de la gravedad, basándonos en valores reportados por Takayama-Ito y 

colaboradores (71). Los valores se muestran en la siguiente tabla. 

 

Tabla 2. Puntaje de los signos clínicos de la rabia, basados en (58) dependiendo de la severidad.  

 

La mayoría de los animales del grupo pVaxF1 no mostraron signos clínicos de rabia, si 

bien tres mostraron pelo hirsuto en el día 14, en los días subsecuentes los signos 

desaparecieron y ninguno más mostró signos clínicos de la enfermedad. Basados en los 

valores de la tabla 2, al día 21, los animales del grupo pVaxF1 obtuvieron una puntuación 

de cero. El grupo de los animales inoculados con pGQH obtuvo una puntuación final de 

0.3, debido a que 4 animales iniciaron con signos de rabia al segundo día pi, tres de ellos 

con pelo hirsuto se recuperaron en los días 3, 4 y 8, el otro ratón (encorvado) se mantuvo 

enfermo, con pelo hirsuto hasta el final de la observación. Además, otros 2 ratones 

enfermaron los días 9 y 17 y se mantuvieron con pelo hirsuto hasta el día 21. Los animales 

inoculados con pVaxG5 mostraron una puntuación final de 0.66, debido a que dos animales 

mostraron signos de la enfermedad (uno pelo hirsuto y el otro encorvado) el día 7 y fueron 

sacrificados los días 8 y 9 respectivamente. Los restantes 7 animales no mostraron signos 

de la enfermedad. El grupo control PBS mostró signos de rabia desde el día 2 (pelo 
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hirsuto), uno fue sacrificado en el día 4, dos más se sacrificaron en el día 9 y otro más en el 

día 11. Los restantes 4 animales mantuvieron con pelo hirsuto hasta el día 21 (puntuación = 

2) (Figura 16).  

Si bien la sobrevida en todos los grupos vacunados con plásmidos es superior al 80%, la 

variación en el título de VNAs se ve relacionada con la aparición de los signos clínicos en 

los animales. Los ratones que muestran bajos niveles de VNAs desarrollan algún signo 

clínico de la enfermedad, e incluso no sobreviven al reto como en el caso de los dos ratones 

del grupo pVaxG5. 

 

Figura 16. Puntaje de signos clínicos de rabia dependiendo la severidad de la enfermedad. 

 

Proliferación. 

Posterior a la estimulación de los esplenocitos con virus RABV, se observó que las células 

de los animales inmunizados con las diferentes vacunas ADN mostraron una respuesta 

proliferativa específica contra el virus. La figura 17A muestra una alta proliferación de 

células B en los animales que recibieron las vacunas pVaxF1 y pGQH, sin embargo, 
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pVaxF1 muestra diferencias estadísticamente significativas (P= 0.044) con el grupo control 

PBS. 

Si bien pVaxG5 mostró una proliferación de células B similar a pVaxF1 y pGQH, el grupo 

pVaxG5 no mostró proliferación específica de células T CD4+ y T CD8+. Por otro lado, los 

grupos pGQH y pVAXF1 mostraron una proliferación similar tanto en células T CD4+ (13 

y 12% respectivamente) como en células T CD8+ (16 y 17% respectivamente). Figura 17B 

y 17C. Finalmente el grupo control PBS mostró baja o nula proliferación de las poblaciones 

de células analizadas (células B = 2.3%, células T CD4+ = 0.4% y células CD8+ = 0%). 

 

 

Figura 17. A: proliferación de linfocitos CD19+ (células B); B: proliferación de linfocitos CD4+ (células 

T cooperadoras); C: proliferación de linfocitos CD8+ (células T citotóxicas) n=6. 
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VII. DISCUSIÓN 
 

El desarrollo de vacunas a base de ADN para la prevención de enfermedades infecciosas es 

un campo relativamente nuevo y amplio en nuestro país. El mejoramiento de las vacunas 

contra la rabia representa un reto debido a la alta efectividad de las vacunas tradicionales, 

sin embargo, la naturaleza proteíca del antígeno presupone un manejo especial que, sumado 

a los altos costos de producción, las hacen prohibitivas en países donde la rabia es un 

problema de salud pública. En ese sentido, las vacunas ADN representan una alternativa 

viable y de bajo costo.  

En este trabajo se presentó un modelo de vacunación a base de ADN. Se empleó la 

secuencia genética que codifica para el epítopo lineal G5 (en este caso se usó la secuencia 

de la cepa CVS). G5 es un péptido de 38 aminoácidos que forma parte de la glicoproteína 

del RABV, en forma de polipéptido, ha demostrado inducir VNAs y generar protección 

parcial (49, 50). 

Además, como adyuvante se usó la secuencia genética que codifica para el péptido P28, 

que es un fragmento de la proteína C3d del complemento (P28-C3d) y es el sitio mínimo de 

unión de C3d al receptor de complemento 2 (CR2) (44) de células B y células dendríticas 

foliculares (CDF) principalmente. De manera general, la unión C3d-antígeno al CR2 

mejora la respuesta de células B y células dendríticas foliculares (72), promoviendo la 

retención del antígeno por CDF (73), estimulando la unión al BCR de células B, lo que 

disminuye el umbral de activación, induce el cambio de isotipo e hipermutación somática, 

así como la generación de memoria (74). Además, ha sido utilizado como adyuvante 

molecular en varios modelos de vacunación induciendo altos niveles de anticuerpos 

protectores (67, 57, 68). Por lo que en este trabajo se construyeron dos vacunas, pVaxG5, 
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que incluyó el epítopo lineal G5, esto para evaluar el efecto de G5 en la inducción de VNAs 

y la protección contra el RABV y pVaxF1 que codificó para G5 y C3d-P28 para evaluar el 

efecto adyuvante de P28 en la mejora de la respuesta en la inducción de VNAs y 

protección. Además, se comparó con la vacuna pGQH que codifica para la glicoproteína 

entera, que es capaz de inducir VNAs y protección contra el RABV (46, 42, 43, 44, 45). 

El epítopo lineal G5, derivado de transfección de ambas vacunas fue reconocido por 

anticuerpos específicos contra rabia y en el caso P28-C3d derivado de la transfección con 

pVaxF1, también fue reconocido por anticuerpos específicos contra C3d (Figura 12). Estos 

datos nos indican que las construcciones moleculares fueron correctas y los péptidos 

derivados de la transfección emularon a la proteína nativa, lo que nos sugirió que sus 

propiedades inmunogénicas fueron conservadas.  

Con estos datos, se procedió a evaluar la inducción de VNAs y la protección que pudieran 

conferir las vacunas en un modelo in vivo (ratones BALB/c). Como resultado, los sueros de 

los animales vacunados con pVaxG5 y pVaxF1 mostraron niveles protectores de VNAs 

contra la rabia (>0.5 UI/mL) desde el día 15. Lo mismo fue observado con la vacuna 

control pGQH, que codifica para la glicoproteína entera del RABV. En contraste los 

animales a los que se les administró PBS no mostraron niveles protectores de VNAs (<0.5 

UI/mL) (Figura 14).  

El título de VNAs de los animales inmunizados con pVaxG5 fue el más alto (5.3 UI/mL 

±1.4), sin embargo, fue disminuyendo del día 45 al 90, lo anterior se vio reflejado en una 

protección parcial (sobrevida 27% más que el grupo PBS) y en la presencia de signos 

clínicos (puntaje de los signos clínicos = 0.66) (Figuras 14, 15 y 16). Por otro lado, se 

observó una respuesta sostenida de VNAs en los animales que recibieron la vacuna pVaxF1 

(> 3 UI/mL) durante todo el periodo de inmunización (90 días). Además, la sobrevida de 
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los animales de este grupo fue significativamente la más alta (50% P = 0.025) con respecto 

al grupo PBS (Figura 14 y 15). Y los animales inmunizados con pVaxF1, no mostraron 

signos de la enfermedad (puntaje de signos clínicos = 0) (Figura 16). Lo anterior mostró 

que la antigenicidad de G5 fue potenciada por el adyuvante C3d-P28. 

El papel biológico de proteína C3d como opsonizante de antígenos y estimuladora de 

células B, CDF y algunas poblaciones de células T (60, 57) ha sido aprovechado para su 

uso como adyuvante en varios modelos de vacunas contra virus y ha demostrado potenciar 

la respuesta de células B T dependientes (62, 63, 64, 65). En CDF la presencia de altos 

niveles de CR2, esencial para la retención del antígeno por largos periodos de tiempo, 

promueve el mantenimiento de los centros germinales, hipermutación somática y memoria 

inmunológica de largo plazo en células B (73).  

Además se ha reportado una inducción de respuesta inmune mediada por células CD4+ y 

CD8+ por vacunas ADN contra la rabia basadas en G (75, 76). Debido a que se observó una 

respuesta sostenida de VNAs en el grupo inmunizado con pVaxF1,  no se descartó una 

respuesta T dependiente, considerando que las responsables de proveer ayuda a las células 

B en los centros germinales son las células T foliculares (77) se evalúo la proliferación de 

células T del bazo en los ratones vacunados. Los animales vacunados con pVaxF1 

mostraron proliferación de células T CD4+ y CD8+ significativamente más alta que la 

exhibida por los animales vacunados con pVaxG5. Aunque la vacunación con pVaxG5 

provee estímulo inicial para la proliferación de células B CD19+ necesarias para la 

producción de anticuerpos, esta no fue suficiente para promover la proliferación de células 

T específicas para antígenos de rabia. Las diferencias en la proliferación de células T CD4+ 

y CD8+ de los animales vacunados con pVaxG5 y pVaxF1 puede ser explicada por la 

influencia de factores relacionados a la vida media del antígeno y la persistencia del epítopo 
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recombinante G5. De hecho, es necesaria una exposición prolongada del antígeno para una 

expansión clonal óptima y el desarrollo de las funciones efectoras de las células T CD4+ y 

CD8+ (78, 79). Para determinar si los péptidos recombinantes G5-C3d-P28 son retenidos 

por las CDFs se requieren trabajos adicionales. 

Las células T CD8+ están involucradas en la eliminación de células infectadas por virus 

(80). Recientemente Lou y colaboradores (81) desarrollaron una vacuna contra la rabia la 

cual incluye IL6 como adyuvante molecular, resultando en el mejoramiento de la 

producción de VNAs y una rápida eliminación del RABV de las células hospederas 

mediante células T CD8+. De acuerdo con esto, nuestros resultados en la respuesta 

proliferativa de células T CD8+ en el grupo pVaxF1 sugiere que esta subpoblación celular 

está asociada con la mejora en los signos clínicos en los animales. 

Como se ha observado en otros trabajos (82) la presencia de adyuvantes moleculares como 

Myd88 en vacunas ADN contra la rabia, mejora la protección reflejada en la sobrevida de 

los animales, debido a su efecto en diversas vías que inducen la formación de citocinas pro 

inflamatorias. A diferencia de Myd88, el efecto de C3d-P28 está enfocado a estimular 

específicamente la inducción de células plasmáticas y la retención del antígeno en centros 

germinales por CDFs. 

La variabilidad intra-grupo observada en los títulos de VNAs, sugiere que la transfección in 

vivo no fue homogénea. A este respecto, un factor que puede reducir la eficacia de la 

entrega de ADN por la vía intramuscular, es que la mayoría de las células que toman el 

ADN son células musculares que por sí solas no son capaces de iniciar una respuesta en 

células T (83), además de que hay bajo número de células presentadoras de antígeno dentro 

de este tejido (84, 55). Sin embargo, el título de VNAs en los grupos pVaxG5 y pVaxF1 

excedió las 0.5 UI/mL en todos los casos. 
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VIII. CONCLUSIÓN 
 

- Se demostró que el epítopo lineal G5 es un candidato potencial para el desarrollo de 

vacunas ADN contra la rabia, ya que la vacuna pVaxG5 indujo niveles protectores (>0.5 

UI/mL) de VNAs y protección parcial (27%) contra el reto. 

- Con la adición de la secuencia genética de C3d-P28 como adyuvante molecular al epítopo 

lineal G5 (vacuna pVaxF1), se mejoró la respuesta inmune de anticuerpos, ya que la 

producción de VNAs se sostuvo durante más tiempo y la sobrevida aumento al 50%, 

(similar a la obtenida usando la vacuna pGQH que tiene la secuencia completa de la 

glicoproteína). 

- Si bien, se detectó proliferación antígeno específica de células T CD4+ CD8+ en los bazos 

de los animales vacunados con pGQH y pVaxF1, sólo en los bazos de los animales 

inoculados con pVaxF1 se observó proliferación de células B.  

- En comparación con los otros grupos, los ratones vacunados con pVaxF1 no mostraron 

signos clínicos de la enfermedad después del reto letal con 22DL50% del virus de desafío 

CVS al día 90. 

- Finalmente, el uso del epítopo lineal G5 fusionado al adyuvante C3d-P28 puede ser una 

alternativa en el desarrollo de una nueva generación de vacunas ADN contra la rabia. 
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