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RESUMEN 

El objetivo del presente estudio fue detenninar la proliferación de linfocitos T CD4+ y 

T CDa+ de bazos d eratones inoculados con una vacuna antirrábica de ADN 

desnudo, que contienen la glicoproteína del virus de la rabia de una cepa vampiro, 

se amplificó en una cepa de Escherichia coli DH10B, y se purifico utilizando el 

sistema comercial: "Endofree Plasmid Giga Kit" (Quiagen ®). Se fonnaron cinco 

grupos de ratones BALBtC de 6- a semanas de edad, se inocularon por vía 

intramuscular (1M), de la siguiente manera: grupo 1 ,con agua de inyección (testigo) 

;grupo 2, vacuna comercial; grupo 3 , plásmido pCI-neogpVR grupo 3, adyuvante 

CpG's y grupo 4 plásmido pCI-neogpVR +Cpg's. Se sacrificaron 3 ratones de cada 

grupo, a los días 1, 4, 7, 15, Y 30 para cuantificar por citometría de flujo, el 

porcentaje de las células T CD4+ y T CDa+ de la población total de linfocitos del bazo 

y así detenninar su proliferación. Por otro lado se formaron otros grupos que 

incluían 9 ratones cada uno. Estos fueron inoculados de la misma manera que en 

el experimento anterior. Estos animales fueron desafiarlos al día 90 post­

vacunación con 50-100 DLso %, con virus homologo al de la vacuna génica. La 

máxima proliferación de T CD4+ fue al día 15 en los animales vacunados con el 

plásmido pCI-neogpVR+CpG's, no se observaron diferencias significativas en la 

proliferación de T CDa+entre el testigo y los grupos estudiados. La vacuna de ADN 

desnudo en los diferentes tratamientos protegió un 77%; mientras que la comercial 

un 100 %. 

Palabras clave: Rabia, Vacuna génica (ADN), glicoproteína, inmunidad celular 

rabia T C04+ y T coa+. 
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1. INTRODUCCION 
Definición 

La rabia es una enfermedad infecto contagiosa, causada por un virus por un 

virus ARN de cadena sencilla, de la familia Rhabdoviridae, género Lyssawrus 

(Hemachudha et al 2002) , es considerada una zoonosis que infecta a los 

animales domésticos y salvajes (Weiland el al 1992, Cliquet & Picard-Meyer 

2004). 

Antecoden1n 
La palabra rabia, proviene del sánscrito rabhas, la cual se traduce corno -que 

induce a la violencia-, y se refiere al período Védico de la India (30 siglos A . e). 

Algunos autores consideran que es una de las enfermedades més antiguas 

conocidas por la humanidad. Las primeras descripciones datan d~ siglo XXIII 8. 

C. en el Códice Eshunna, premosaico que precede al Código de Hammurabi en 

Babilonia (Jakson et al 2000). Desde entonces hay numerosas referencias 

históricas, principalmente asociadas a los perros, (Pearce 2002) así c:oroo 

descripciones de la enfennedad de médicos griegos y romanos (Fu 1997). Al 

igual que en sánscrito, la raíz griega /yssa significa vio4ento, Oem6crito y 

Aristótem también hacen referencia a la rabia. Comelius Celsus, en et primer 

siglo d. C" hace la primera descripción de la rabia humana (Rupprecht et al 

2002). Los primeros reportes de rabia en México datan de 1709, cuando se 

registro la primera epizootia de rabia pn lo:» porros callejeros de la ciudad de 

México y otras ciudades vec;il1aS como Puebla, afectando tOO1bién al ganado y 

a los humanos, el perro callejero representaba ya un problerrl;l de Salud 

Pública (CDC 1998, Secretaría de Salud México 2001) 

PaJlll!a orga'Irzaci6n Mundial de la Salud, (OMS), cada 10615 minutos alguien 

muere por causa de la rabia y, cada hora, mil personas reciben tratamiento 

antirrábico en el mundo (WHO 2001 , Loza-Rubio y G6mez-Lin 2004) .Mucha de 

esta gente recibe un tratamiento inadecuado o inseguro (LoomeU et al 1998, 

Sampatha et al 2005). En nuestro país, la experiencia ha permitido reducir el 

impacto de la rabia a través de intervenciones especificas, como son los 

programas de vacunación emprendidos por las autoridades en materia de salud 

(Secretaria de Salud México 2001) 

2 



Situación de la enfennedad 
La rabia se encuentra distribuida en todos los continentes, exceptuando la 

Antártica y otras regiones insulares como Islandia, Japón y el Reino Unido. B 

número de paises libres de rabia es pequeno comparado con los afectados; 

entre los considerados libres de rabia se encuentran algunas naciones 

europeas como Bélgica, Finlandia, Francia, Grecia, Noruega, Portugal, Espat\a, 

Suecia y Suiza (Rupprecht et a/2002, CDC 2003). 

la rabia ha sido dasificada dentro de las enfermedades infecciosas 

emergentes, la situación de la rabia en la Federación Rusa es seria (Stantic­

Pavlinic 2002), al igual que el resto de Europa en donde la epidemiologia de 

esta zoonosis ha cambiado, en la actualidad un importante número de 

variantes de Lyssavirus se han aislado de murciélagos (Cliquet & Aubert 2004) 

de igual forma ocurre en algunas partes de EUA, Centro América y Asia (Krebs 

et a/2003). 

El número de muertes anuales por esta enfermedad, se ha estimado entre 40 

000 Y puede llegar hasta mas de 70 000 casos en paises densamente 

poblados como lo es África y Asia donde la rabia es endémica. Se ha estimado 

que 10 millones de personas reciben tratamiento post-exposición cada aoo por 

haber estado expuestos a animales sospechosos de rabia. Los ninos entre los 

5 y 15 anos de edad están entre la población de mayor ~. Más del 99% de 

estas defunciones ocurren en Asia, Africa y Sud América. Solamente en la 

India se reportan más de 30 000 muertes anuales (WHO 2001). 

En aproximadamente 100 países donde la rabia es enzo6tica, ésta se presenta 

tanto en animales domésticos como silvestres, lo que representa un riesgo 

potencial para las personas que viven en estas áreas (WHO 2002). 

Australia habla sido considerada libre de rabia hasta 1996, cuando se aisló un 

virus con alta similitud gen~tica al de la rabia, y fue conocido como Australian 

bat Iyssavlrus (ABL). Este virus fue recuperado de murciélagos truglvoros del 

género Pteropus (Pferopus afecto, P. poIiocephafus, P. scapulatus y P. 

conspicullatus) (Freid et a/1999, WHO 2002). 

En Norte América y Europa, la rabia en animales domésticos está bajo control; 

sin embargo, en Canadá y Estados Unidos, su rápida diseminación en 

mapaches es el principal p_ema (RusseIl et a/2005). 
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En Europa, a 20 at\os del programa de vacunación oral en zorros, se ha 

reducido el número anual de animales infectados de 20,000 a 

aproximadamente 6,000. En países de Europa Central y d~ Este, en la 

actualidad aún hay numerosos casos (FroIich et al 2002, OIC 2003 VVork:l 

Organisation for Animal Health), en la década de los setenta, la rabia sitvestre 

se exacerbó, teniendo en los zorros rojos y mapaches los mas importantes 

reservonos (Eisinger et al 2005). 

En Méxioo, durante ~ última década 1990-2000, tanto la rabia en humanos 

como la canina han dado un giro en su comportamiento, registrándose las cifras 

mils bajas conocidas a la fecha ., se presentó una reducción sostenida de 60 

casos durante 1990 a cero casos para el afio 2000 (Secretaria de Salud 

México 2001), la tasa de mortalidad es de 0.01 x 100.000 habitantes es inferior 

a la del resto del oontinente estimada en 0.1 x 100.000 habitantes (OPS 2001). 

Circunstancias diferentes se presenta para la rabia silvestre, en los últimos 

tiempos se detecta un incremento, de la rabia humana, en especial la trasmitida 

murciélagos, seguidos por zorro y zorrillo, condición que representa la 

transición epidemiológica de la rabia del ciclo urbano a los ciclos silvestres 

(Aranda el al 1999). El Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y Control 

de Enfermedades Programa de Zoonosis de la Secretaria de Salud México 

infonna un incremento de casos oonfinnados por laboratorio de otras especies 

que no sean perros de 68 en 2003 a 98 en el primer trimestre para el segundo 

trimestre 156 y 210 para el tercer trimestre de 2004 (Secretaria de Salud 

México 2004). 

La mayoria de los casos de rabia paralitica bovina, que se han reportado en 

México en los úttimos tres aflos, abarca a 23 entidades del pars, en vastas 

regiones de la vertiente del Pacifico, desde el sur de sonora hasta Chiapas y, 

por la vertiente ~ Golfo de México, desde el sur de Tamaulipas hasta la 

penlnsula de Yuca.tén, incluyendo ademb todo el Istlno de Tehuantepec, asl 

como la región Centro-Sur. Estas zonas comprenden 188 municipios que 

reúnen las condiciones climatológicas propicias para el desarrolkl de los 

murciélagos hematófagos (Desmodus rolundus) , los cuales son los principales 

agentes transmisores. Durante 2003, se reportaron 182 casos positivos de 
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rabia paralitica bovina, con las consiguientes pérdidas eron6mtcas para la 

ganaderia nacional (SAGARPA 2004). 

Transmisión 
Esta ocurre cuando un reservona o animal enfenno disemina el virus, el modo 

más común es la mordedura a un huésped susceptible (Poranen el al 2002, 

CDe 2004). Han sido reportadas otras vfas de contaminación como son las 

membranas mucosas de ojos, nariz y boca, así como mediante aerosoles, 

cuando hay vampiros presentes, y menos frecuentemente los trasplantes de 

córnea y otros órganos incluyendo rinón (Smith 1996, Hemachudha et a12002, 

PHAC 2004, Srinivasan el a/2oo5). 

El principal reservorio de rabia en Latinoamérica, África y Asia es el perro 

(Velasoo-Villa el a/ 2002), en Europa y Norte América, los zorros; el mapache 

en el este de los EUA, las mofetas en el medio oeste de este país y oeste de 

Canadá; coyotes en África, Asia y Norte América (Fu 1997, Krebs el 8/2003) en 

Latinoamérica, el murciélago vampiro, desde México hasta el norte de 

Argentina (Oelpietro et a/2oo1), en Norteamérica (CDC 2004) y en Europa, los 

murciélagos insectívoros, son los responsables de que la rabia sea constderada 

como una zoonosis emergente (Fooks et al 2003, Cliquet &Picar-Meyer 2004, 

Rodney el 8/2004). 

En México, la enfermedad se transmite principalmente en dos fonnas: la 

terrestre que se da entre los perros, y la aérea, entre los murciélagos 

hematófagos (Loza-Rubio el al 1998, Aranda el al 1999, Velasoo-Villa et al 

2002). 

El número de casos de rabia transmitida por perro confirmados va en 

disminución en las ciudades del país, tal decremento de los casos de rabia 

canina y consecuentemente los ocurridos en humanos, se ha debido 

principalmente a la implementación de las campanas pennanentes y a las 

Semanas Nacionales de Vacunación Antirrábica Canina establecidas por la 

Secretaría de Salud (Secretaria de Salud México 2001 ). 

Los casos han ocurrido principalmente en localidades semirurales, debidos a la 

agresión por fauna silvestre y en particular por quirópteros, zorrillos, zorros y 

mapaches (Secretaria de Salud México 2001). 
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La rabia en animales silvestres, constituye una problemática particular, que 

requiere métodos de control especializados, ~ SIVE (Sistema Nacional de 

Vigilancia Epidemiológica) reporta entre 1996 a Agosto de 2002, 112 casos 

positivos a rabia, en especial debidos a quirópteros (46.4%), y zoniUos (23.2%) 

en zorros (6.2%), en mapaches (6.2%), en marsupiales (3.6%), en ciervos 

(3.6%), en tejones (2.7%), en felinos salvajes (2.7%), en coyotes (1 .8%), 2 en 

agutí (1 .8%) en coatí (0.9%) y 1 en ardilla (0.9%). En 2004 se reportan casos 

como zoonosis positivos a rabia uno en Quintana Roo y uno en Sinaloa, hasta 

mayo de 2005, no se ha reportado caso alguno (Secretaría de Salud México 

2004). 

La rabia paralítica bovina o deniengue se presenta actualmente en 23 

entidades federativas. Se estima que anualmente mueren entre 15 mil y 20 mil 

bovinos a causa de la enfennedad de la rabia, con una población de bovinos en 

riesgo superior a los 10 millones de cabezas. La distribución de los brotes de 

deniengue coincide con el hábitat de las poblaciones de Desmodus rotundus 

que comprende principalmente: la vertiente del pacifiCXl, desde Sonora y sur de 

Chihuahua hasta Chiapas y la costa del Golfo de México y d~ Caribe, desde el 

sur de TamauHpas hasta la península de Yucatán, y en los estados del 

altiplano, como Morelos, Puebla, Tlaxcala, Estado de México (SAGARPA 

2004). 

Las condiciones ambientales de las zonas tropicales y subtropicales del país 

son propicias para el establecimiento de los murciélagos hematófagos. 

Asimismo la gran diversidad orografica de nuestro territorio aporta una variedad 

de refugios, los cuales son utilizados por estos quirópteros, así como minas y 

construcciones abandonadas, túneles, alcantarillas, troncos huecos y 

hendiduras en las paredes rocosas (Flores 2003). 

La enfennedad ocasiona serios dal'ios a la ganaderfa nacional, estimados en la 

muerte de entre 15 y 20 mil cabezas anuales, en promedio, lo cual conlleva 

pérdidas económicas del orden de entre 75 y 100 millones de pesos, sin contar 

animales de registro, lo cual incrementarla estas pérdidas. En el ano 2000, se 

confirmaron 271 casos. (SAGARPA 2004). 

Considerando su distribución mundial , incidencia, costos de salud pública y 

veterinaria , asf como la mortalidad de los casos presentados, la rab~ es la 
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zoonosis viral más importante reconocida hasta hoy (Meltzer and Rupprechet 

1998, Rupprechet et 012002). 

Caracter1stJcas del virus 

Clasfflcac/ón 
El virus de la rabia perteneciente al orden de los Mononegavira/es, familia 

Rhabdoviridae género Lyssaviros. El orden comprende cuatro familias; 

Paramixoviridae, Filoviridae, Bomaviridae y Rhabdoviridae, asl como una gran 

variedad de virus no bien clasificadas, aislados de plantas. En la actualidad, la 

familia Rhabdoviridae de los mamíferos se dividen de acuerdo con sus 

caracterfsticas antigénicas y bioqulmicas en cuatro géneros: Vesiculovirus, 

Ephemerovirus, Novirhabdoviros y Rhabdovirus (WoIdehiwet 2002). 

El rango de huéspedes de los Rhabdoviros, incluye vertebrados (mamíferos y 

peces) e invertebrados (artrópodos). El virus de la rabia es el prototipo del 

género Lyssaviros, los miembros se caracterizan por su forma cónica o de bala. 

(Smith 1996, Rupprechat el a/2002, Sato 01./2004). 

En la actualidad, para la clasificación del virus, se realizan estudios de 

secuenciaci6n, y se le ha clasificado en siete genotipos (Bourhy el al, 1993) y 

dos que aún no han sido clasificados (Botvinkin et al 2003). El genotipo 

1 (RABV) comprende al virus de rabia clásica y se encuentra distribuido en todo 

el mundo; genotipo 2 (Lagos bat virus) , fue aislado de murciélagos frugivoros 

(Eldolon helvum) en Nigeria en 1956 y en 1974 de murciélagos (Micropteros 

pusiflus) en la Republica Centroafricana, el genotipo 3 (Mokola virus ) aislado 

de musaraflas (Crocidura sp.), de un nii'io en Nigeria en 1968 , de una nii'ia en 

Nigeria in 1971 y gatos en Zimbabwe, el genotipo 4 (Duvenhage virus) fue 

originalmente aislado de un hombre que había sido mordido por un vampiro en 

Sud Africa en 1970 y de murciélagos Miniopteros sp. en 1961 , el genotipo 5, 

(EBLV-1) aislado de mUrciélagos Europeos (European bat Iyssavirus 1), de 

murciélagos (Epfesicus serotinus) en Alemania en 1966, en Polonia en 1985, y 

aislados en Dinamarca, Holanda y Espai'ia en 1967 y en Francia en 1989. 

Algunos EBLV-1 fueron obtenidos de murciélagos en Ucrania y de un caso 

humano de origen murciélagos en Rusia ; en 1985, el genotipo 6 o de 

murciélagos Europeos 2 (European bat Iyssavirus 2 o EBLV-2), fue aislado de 
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casos humanos en Finlandia en 1985 y de murciélagos en Holanda, Suiza y el 

Reino Unido. EBLV-2 se encuentra principalmente en murciélagos del genero 

Myotis (Myotis dasycneme y M. daubenlonif) . El genotipo 7 o de Australian bat 

Lyssavirus (ABL V) fue aislado de cinco especies del murciélago (flying fox 

bats), una especie del murciélago insectívoro y dos casos humanos infectados 

en 1996, (Aral et a/2003) y los dos nuevos virus aún no han sido clasificados 

aislados de murciélagos insectívoros de Asia Central (Botvinkin el 8/2003). 

Propiedades del vlru. 

La partícula del virus de la rabia se asemeja a una bala, con un diámetro 

fluctuante de 75 nm a 80 nm por 180 a 200 nm, con una núcleocápside 

helicoidal rodeada por una fina membrana dentro de la cual está contenido el 

genoma viral. ~ste tiene 11 ,932 nucle6tidos y es no segmentado. El viri6n está 

constituido por cinco genes que codifican para el mismo número de proteinas, 

las cuales se distribuyen en dos componentes principales: la nucleocápside 

(NC) y la envoltura. La nucleoproteina, que es interna, es un complejo 

ribonudeoproteinico con simetría helicoidal, constituido por el ARN de 

polaridad negativa, que se encuentra asociado a la prole/na N que lo protege 

de ribonucleasas y se supone que provee la configuración adecuada para la 

transcripción, junto con la fosfoproteína (no estructural) y la proteina L que es la 

polimerasa viral (Koser et a/2004). Por su parte, la envoltura está formada por 

la proteína M que es una proteína de matriz que se encuentra en la cara intema 

de la membrana. Finalmente, la proteína más externa es la G (glicoproteína) de 

505 aminoácidos (65 kDa) , que está glicosilada y se encuentra localizada en la 

envoltura viral ; es transmembranaria y forma en la superficie del virus espiculas 

homolJiméricas ancladas a la bícapa lípidica de la membrana (Langevin el al 

2002). 

La protelna G, ha sido la más estudiada debido a que esta involucrada en el 

tropismo y patogenicidad del virus, (Fabar el al 2004) interactúa con los 

receptores celulares, promoviendo la fusión del virus con la membrana, lo que 

facilita la rápida penetración del virus (Cox el a/19n, Prehaud et a/2003, 

Takayama-Ito el al 2004). De la integridad de la proteína de G depende la 

prodUCCIón de anticuerpos neutralizantes y la estimulación de células T. Para el 
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virus la proteína G le es esencial para brotar a través de la membrana celular. 

(Faber et al 2004). 

La estructura de la glicoproteína G del virus de la rabia favorece la inducci6n de 

los anticuerpos neutralizantes tipo IgG Y no IgM (Whitt et 8/1991, WoIdehiwet 

2002) 

Esta proteína esta compuesta de un endcxtominío, el cual interactúa con las 

proteína intemas, una región transmembranal y un ectcxtominio, el cual es él 

sítio antigénico que reconocen las células B y T además de ser el sitio 

responsable del reconocimiento para los receptores y la fusión con la 

membrana (Badrane et al 2001 ) . 

Mediante anticuerpos monoclonales, se han descubierto los determinantes 

antigénicos de esta glicoproteina y estos pueden ser clasificados en 

determinantes c:onformacionales y lineales, estos determinantes son de 

importancia en especial el determinante 111, donde se encuentra la arginina 333 

que es critica para la neutralización del virus, y la invasión a las células 

nerviosas (Johnson et a/2002). 

Epldemlologla. 

El virus de la rabia es extremadamente tragil y no persiste en el medio ambiente, 

por lo que debe pennanecer en un mamífero para sobrevivir y replicarse, lo que 

ocurre cuando es mantenido por algunos carnívoros y quirópteros en niveles de 

transmisión entre endémicos a epidémicos (Krebs 2003). Un gran número de 

mamíferos están envueltos a lo largo del mundo en el mantenimiento de la rabia 

y su transmisión (Maclnnes el al 2001 , Constantine, 2003, Krebs el al 2(03). 

Los principales vectores se han clasificado en dos grupos primarios carnívoros, 

por ejempfo, perro, Jos coyotes, zorros rojos del Ártico, y grises, chacales, 

mangostas, mapaches, mofetas, y lobos (Smith 1996 Randall el al 2004), de los 

cuales el perro callejero o salvaje sigue siendo el principal transmisor de rabia a 

los humanos, en espadal en los países en vías de desarrollo, como ocurre en los 

de Latinoamérica (Velasoo-Villa el al 2002). El otro grupo lo constituyen los 

quirópteros, en espadal el murciélago vampiro (Flores 1991 , Sheeler-Gordon & 

Smith 2001). 

Muchas especies animales incluyendo el hombre son susceptibles pero no 

transmiten la enfermedad; ellas son víctimas de rabia y nonnalmente la muerte 
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rompe o termina la cadena epidemiológica, como ocurre con el ganado, 

camellos, y caballos y sus muertes se agregan a la carga económica 

representada por la enfermedad (Meltzer el al 1998, Rupprecht el al 2002). 

Con el propósito de diseñar eficientes programas de control de esta enfermedad, 

se requiere un apropiado conocimiento de los ciclos epidemiológicos (terrestres 

o aéreos), lo que se logra mediante el estudio del genoma viral (Loza-Rubio et al 

1998, Nadin-Davis et al 2003). Las diferencias en los nucleótidos permite la 

identificación de variantes del virus y su asociación con los brotes de la 

enfermedad y determinar la filogénesis del virus, aunado a la identificación del 

vector (David 2000, Nishizono et al 2002). 

Patogénesis 
El hombre o algún otro mamífero se infecta con rabia por la mordedura de un 

animal rabioso o por la exposición de alguna de sus mucosas al virus (Laton 

2005), se han documentado casos de rabia después del transplante de órganos 

(Srinivasan et al 2005). 

Bajo condiciones naturales, el hombre y los animales, pueden experimentar 

diferentes periodos de incubación (tabla 1), en el hombre este lap'so 

usualmente ocurre entre los 20 días y los tres meses, aun cuando se han 

documentado casos de hasta un año. Los eventos que ocurren en el periodo 

de incubación son inciertos, y no han sido demostrados en modelos animales 

(Jackson el a/2002). 

Perros 3 a 8 semanas 

Gatos 3 a 8 semanas 

Bovinos 3 a 15 semanas 

Caballos 3 a 6 semanas 

Zorros 3 a 10 semanas 

Mapaches 3 a 12 semanas 

.-
Zorrillos 5 a 20 semanas 

* Detenninados mediante estudios 
experimentales .. 

Tabla 1 Periodos de Incubaclon tlplCOS para vanas especles*(Hemachudha et 

al 2002 ) 
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Los pacientes o animales infectados mueren debido a paro cardlaoo o falla 

respiratoria (Rupprecht el a/2oo2). 

El virus entra al sistema nervioso por la vía de las neuronas motoras, a través 

de la unión neuromuscular, o bien a través de los nervios sensitivos, viajando 

de una neurona a otra hasta llegar al cuerno anterior de la médula en el 

hombre, o dorsal en los animales, donde se replica (Baloul el a/2003). El virus 

puede negar hasta el cerebro, en donde infecta neuronas de vanas regiones. 

(Shankar el a/ t991, Rupprecht el a/2002). 

Después de la replicación, en las neuronas del SNC se encuentran inclusiones 

citoplasmáticas denominadas corpúsculos de Negri (Weiland et a/ 1992). Del 

cerebro, el virus viaja de regreso a la periferia vía neuronas y puede llegar a las 

glándulas salivales, en el caso de los bovinos con rabia paralitica, no siempre 

se encuentra el virus en la saliva (Delpietro et al 2001 J, se le puede encontrar 

en las lágrimas, piel, adrenales, líquido cefalorraqufdeo, hígado y otros tejidos 

(CCDR Canadá 2004, Srinivasan et al 2005). 

No esta claro qué sucede cuando el virus invade y se replica en el cerebro (Fu 

1997, Rupprecht et a/2002). En la autopsia, los pacientes que mueren de rabia 

muestran ligera inflamación en el cerebro (Hemachudha et a/ 2002). Estudios 

neuro-farmacológicos han sugerido que la muerte por rabia se debe a 

alteraciones funcionales más que a daños estructurales (8aloul & Laton 2003). 

Signos cUnlcos 
En el hombre, la rabia se puede manifestar en forma furiosa (encefálica) o 

paralitica (muda), el diagnóstico es extremadamente dificil, en especial en esta 

última, debido a que se confunde con el slndrome de Guillain-Barré, con el que 

comparte sintomatologia o cuando el paciente entra en coma (Laothamatas et 

al 2003, Srtvastava & Liu 2004, Siddiqui el al 2005). En el hombre se describen 

tres fases:1) prodrómica, 2} aguda o neurológica, 3) el coma y la muerte 

(Hemachchudha et a/2002) 

En el perro se describen tres fases clásicas de la enfermedad: 1) excitación, 2) 

de perversión y 3) de parálisis. Sin embargo, no tooos kls animales progresan a 

través de cada una; las fases furiosa y paralitica pueden ser concurrentes. La 

fase de excitaci6n, por lo general, dura entre 2 y 3 días. El animal muestra 
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cambios en su conducta, fiebre ligera, reflejo palpebral y comeano disminuidos y, 

en ocasiones, se observa auto mutilación en el sitio de la mordedura. 

En la fase de perversión, el animal pasa de periodos de cansancio, a irritabilidad 

y agresión, a los estimulos visuales, auditivos responde con ladlidos. Por lo 

general, el perro abandona su casa y recorre largas distancias, atacando objetos 

animados o inanimados. Al final de esta fase, puede desarrollar convulsk>nes 

generalizadas de tipo epileptiforme. 

La fase de parálisis comienza entre 2 y 4 dlas después del inicio de los signos 

cI{nicos, y al inicio de ésta se observa la parálisis larfngea y farfngea que es la 

que provoca los cambios en el ladrido, salivación excesiva, disfagia y disnea. La 

muerte resulta del estado de coma y el paro respiratorio. Si la infección temprana 

del sistema límbico provoca cambios de carácter y conducta sexual aberrante. Si 

el virus se propaga a la corteza causa depresión terminal y el coma (Bartoug 

1992). 

En el ganado bovino, los signos clinicos son variables. Usualmente inicia como 

una depresión generalizada, la cual pasa desapercibtda o bien es atribuida a una 

infecci6n de tipo bacteriano o viral, pérdida del apetito y caída de la producd6n 

láctea. Con el progreso de la enfermedad, se observa que el apetito se deprava, 

el animal come piedras, madera etc. Algunos de los animales pueden desarrollar 

una forma furiosa de la enfennedad. En eHos se observan cambios en la 

conducta sexual, atacan a otros animales e inclusive al hombre y a objetos 

inanimados. Durante este periodo pueden presentar violentas reacciones, 

convulsiones y la muerte sobreviene por un colapso (Murphy et al 1999). 

La forma mas común de la rabia es la paralitica, a la que se conoce con el 

nombre de derriengue, o paresiante, debido a que los signos clínicos asemejan a 

un animal -derrengado o quebrado· de los cuartos posteriores. Los signos se 

inician con una ligera cojera, temblor de algunas masas musculares. excesiva 

salivación, dificultad para tomar agua, aun cuando la busca; no hay hidrofobia, 

esto puede llegar a confundirse con una obstrucción en la garganta o esófago. 

La parálisis es progresiva durante de 4 a 7 dias y el animal cae, y la muerte 

sobreviene rápidamente (Andrews et al 2004). 

12 



Patologia 

Las manifestaciones patológicas de la rabia se manifIeStan en el SNC como una 

aguda encéfalomielitis, (Hemacllchudha el al 2002) la apariencia macroscópica 

muestra moderada oongestión de las meninges. las lesiones microscópicas 

que pueden encontrarse es la picnocitosis de las neuronas, ligera inftamación 

subaracnoidal e infiltración perivascular por linfocitos y leucocitos 

poIimorfonucleares (Jackson et 8/2002, Shin et al 2003). 

La infección por rabia frecuentemente causa en las neuronas cuerpos de 

inclusión eosinofllica citoplasmática , los llamados corpúsculos de Negri, los que 

se localizan en el hipocampo y células de Purkinje del cerebelo. Estas 

inclusiones se han identificado como las áreas de replicación viral activa para la 

identificación del antígeno viral (Smith 1996). 

Diagnóstico 
Diagnóstico cllnico 

El diagnóstico cllnico de rabia en los animales es dificil, y puede juzgarse a los 

perros rabiosos como libres de rabia , lo que podrfa ser un peligro para el 

hombre. Igualmente personas mordidas por los animales con otras 

enfennedades como el moquillo podrían vacunarse contra la rabia 

innecesariamente (Warren et aI2001). 

Diagnóstico de laboratorio 

la naturaleza de la enfermedad demanda que las pruebas del laboratorio estén 

estandarizadas, sean rápidas, sensibles, especificas, baratas y confiables 

(Krebs el 81 2002). 

Anteriormente, dentro de las pruebas que se usan para el diagnóstico eran la 

hístopatologia y la tinción de SeUers. En la actualidad se usa la 

inmunonourescencia (IF) (Hemachudha et aI2002), aún cuando es costosa y se 

requiere experiencia, asl como la reacción en cadena de la poIimerasa reversa 

(PCR-RD (WoIdehiwet 2002, Loza-Rubio el al 2005), la prueba de ELlSA 

pennite un diagnóstico rápkto de rabia (VVHQ 1996, Gamoh et 8/2003). 

El aislamiento del virus puede ser necesario para confirmar los resultados de las 

pruebas antigénicas o para caracterizar el aislamiento (Jackson et s/2000). 
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Inmunologla 

La rabia es la única infección de tipo neurológico que puede ser prevenida 

dentro de un periodo razonable por la vacunación después de la exposición al 

virus (Hemachudha el a/ 2002), poco se conoce de la protección de respuesta 

inmune innata en el sistema nervioso central (CNC) (Rempel et a/2OO5). Sin la 

vacuna, el tropismo del virus le permite infectar al sistema nervioso y causar la 

muerte (Hooper 2005). 

El virus de la rabia , se ha adaptado a las condiciones propias del SNC 

(Shankar et a/1991, Laton 2005), las cepas patógenas del virus rábico al entrar 

en las células nerviosas, se hacen invisibles al sistema inmune, el virus no 

induce la apoptosis de las neuronas infectadas, la apoptosis puede ser 

conskjerada como un mecanismo de inmunidad innata contra el virus al 

Interferir con su propagación (Balou et al 2003), además de suprimir la 

respuesta inmune en los órganos de la periferia, en especial en el bazo 

reduciendo la respuesta de las células T (Jackson et al 2000). 

La respuesta inmune durante la infección es inefICaZ, debido al relativo 

aislamiento del SNC conferido por la barrera hematoencefálica, (BBB por sus 

siglas en inglés) la cual cuando el sistema nervioso no ha sufrido dano impide 

el paso de anticuerpos y complemento al cerebro. El relativo aislamiento del 

SNC se c:om~ta por la ausencia de vasos linfáticos que drenen el área 

(Jackson el./20oo). 

Esta escasa respuesta inmune por parte del sistema nervioso durante la 

infección del virus de la rabia se debe a la ausencia de células presentadoras 

de antigenos (APes), la imposibilidad de las células de la glia de salir del SNC, 

asf como a la restricción que presentan los Linfocitos T de migrar al interior del 

SNC, la cual esté dada por lo menos por tres diferentes factores: 

1) La insuficiente presentación de los antigenos, debida a la ausencia de 

células APCs, y la regulación propia de las moléculas clase I del Complejo 

Principal de Histocompatibitidad (CPH) por las neuronas. 

2) Inmunosupresión de las células T y Th1, en particuJar por factores 

inmunosupresivos tales como la norepinefrina y otras moléculas similares. 
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3) La mínima expresión de moléculas clase I en las neuronas y la deficiente 

expresión de moléculas co-estimuladoras en las células del cerebro y en las 

células endoteliales de los capilares que dificultan el paso de las células T. 

(Jackson el al, 2000). 

La respuesta inmune después de la vacunación pennite prevenir la infecc::i6n y 

la presentación de la enfermedad, si esta es aplicada dentro de un tiempo 

razonable (Hooper 2005). 

Sobrevivir a la entrada del virus depende de la respuesta de las células T y la 

producci6n de anticuerpos, la expresión de moléculas dase 11 del Comp&ejo 

Mayor de Histocompatibilidad (CMH) y de que muchas células entren en 

apoptosis. Las células CD 8+ juegan un doble papel, junto con los anticuerpos, 

controlan la infección e inducen la apoptosis, iniciándose la reacción 

inmunopat~ica (Jackson et al 2000, Kassis et al 2004). 

Los anticuerpos neutralizantes del virus, bajo el control de las células T 

cooperadoras, juegan un papel critico en la protección que confiere el sistema 

inmune (Jackson et al 2000). Las inmunoglobulinas producidas son contra las 

protelnas virales G y N {Woldehrwet 2002} 

Se han detectado anticuerpos en contra la protelna N después de la 

vacunación con virus ¡nactivado, así como en la infección natural. Los 

anticuerpos fonnados permiten eliminar al virus en las primeras etapas de la 

infección. Las células T citot6xicas por si solas no son capaces de conferir 

protección contra el virus de la rabia; requieren de la participación de las Ig G 

(Jackson el./2000). 

Vacunas contra la rabia 

Tipos de vacunas 

En 1879, VlCtor Galtier, veterinario francés, demostró la transmisión en serie del 

virus de rabia de un perro a conejos, y por primera ocasión inmunizó ovinos 

mediante la inoculación de saliva por vía intravenosa (Pearce 2002) en 1885, 

Luis Pasteur, Roux y sus colaboradores, desarrollaron el primer tratamento 

contra la rabia . La vacuna para prevenir la presentación de la enfermedad, fue 

elaborada en tejido nervioso crudo como tratamiento post exposición de rabia , 
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usando tejido nervioso infectado desecado. Este tratamiento se aplicó a Joseph 

Meister un chico de 9 anos de edad. Al inocular con una vacuna que podria 

considerarse parcialmente inactivada, se marca ef principio de la era moderna 

de la inmunización (Barme y Tsiang 1995). 

En 1908, Fermi EHabora una vacuna a partir de tejido nervioso, inactivado con 

formol. En 1911 , en el Central Research Institute de Kausali en la India, Sir 

David Semple desarrolla una vacuna a partir de tejido nervioso de oveja y cabra 

inoculadas con virus a ¡nactivado con fenol (Barme 1995). 

Otros investigadores como Umen-Doi (1916), Hemp (1925) y Kaiser siguen el 

mismo principio de utilizar tejidos animales e inactivarlos con diferentes agentes 

qulmicos como éter, cloroformo, etc. (Andral et al 1982). Para 1890, se habían 

establecido varios centros de tratamiento de rabia en varios paises. En México, 

en 1888, el Dr. Eduardo Liceaga introduce la vacuna tipo Pasteur (Loza-Rubio y 

G6mez -Un 2004). 

De todas las vacunas, la tipo Semple se sigue utilizando en algunos paises 

(Jacob 1997, Sampath et aI2005). Sin embargo, al ser éstas ricas en mielina, 

producen en algunos pacientes serias reacciones neurol6gicas, y Ja posibilidad 

de transmisión de la encefalitis espongiforme, (Piyasirisilp el 812002, Siddiqui et 

e/2005). Se han documentado múltiples problemas de desmienilizaci6n entre la 

población de los paises que usan o usaron este tipo de vacunas, y los reportes 

se pueden encontrar en las publicaciones cientlflCas destinadas al efecto 

(Srivastava el al 2004, Siddiqui et al 2005). La frecuencia de complicaciones 

neurol6gicas en paises del Oriente medio en la década de los 90 era 1/200, 

entre 1392 adultos vacunados {Swamy et a/1991 , Bahri el al 1996). En 

promedio, la Organización Mundial de la Salud lo sei"lala en aproximadamente 

1 en 8 000 a 1 en 27 000 casos estudiados (WHO 2002). 

En 1954 en el Instituto de Bacteriologla de Chile Fuenzalida y Palacios, 

desarrollaron una vacuna con la finalidad de reducir los riesgos de accidentes 

neurológicos, para ello utilizaron cerebros de ratón lactante infectados con 

virus de rabia, los que por su inmadurez no habían completado la mielinización 

de su tejido nervioso. Inicialmente el virus era ¡nactivado con fenol (WHO 1996). 

Esta vacuna (hoy conocida como tipo Fuenzalida) se sigue utilizando aun en 

muchos países en vías de desarrollo ya que es fácil de preparar, al no requerir 

laboratorios altamente equipados. Sin embargo, ocurren trastomos asociados 
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con oomplicaciones neurol6gicas, estos rangos se redujeron de uno por cada 

142 tratamientos a uno porcada 7000 (Dressen, 1997, Bonito et al 2004). 

Esta primera generación de vacunas contra la rabia o de tejido nervioso no 

purificado (NTVs) se caracteriza por llegar a producir reacciones neurológicas 

graves, las dosis tienen baja concentración de antígeno, (Paolazzi et aI1999) y 

la posibilidad de transmisión de otras enfermedades (John 1997). 

Un tratamiento completo post-exposición, usando inoculaciones de tejido 

nervioso, involucra una prolongada y dolorosa inmunización de 14 a 23 

inyecciones. La OMS no lo recomienda como esquema de inmunización 

preventivo. En términos de protección o potencia, estas vacunas son infenores 

a las derivadas de células. (WHO 2002). 

En 1950, en los intentos de eliminar los accidentes neuroparalíticos 

relacionados con la desmielinización progresiva, se cultiva el virus en embrión 

de pato (Gluck et 811984, Dressen 1997). Con esta nueva vacuna se inicia la 

segunda generación de vacunas (Loza-Rubio y G6mez-Lin 2004), la cual llega 

a ser ampliamente usada en Norte América en el tratamiento de las post 

exposiciones al virus de la rabia (Fu 1997). Fue elaborada a partir de las cepas 

originadas en embrión de pollo Chick Embryo Origin (CEO) de alto y bajo 

pasaje (LEP y HEP), de la cepa Flury de rabia. Este tipo de vacuna fue un 

avance significativo sobre las de tejido nervioso, al estar libre del factor 

encéfalo patogénico, sin embargo, al contener protelnas extrañas y lipidos, en 

algunas ocasiones, causaban reacciones locales y sistémicas, en especial en 

sujetos alérgicos a las proteínas del huevo. Además, la potencia de este tipo de 

vacuna no era tocio lo deseable (Lavender et al 1971). Esta vacuna no ha 

estado disponible en Estados Unidos desde 1981 , cuando se dejó de usar por 

causar reacciones alérgicas y febriles, las que ocurrían frecuentemente, debido 

a la presencia de algunas enzimas de neuraminidasa que degradaban los 

tejidos del paciente. (Kuwahara et al 1978). Se reportaron algunos casos de 

complicaciones neurol6gicas e inclusive dos muertes (Jackson et al 2000). 

Una nueva vacuna purificada de embrión de pato (Purified Chick Embryo Cell 

rabies vaccine) PCECV, se puso en uso en Estados Unidos, se elabora a partir 

del virus inactivado de la cepa Flury LEP-25. Esta vacuna no muestra 

importantes diferencias clinicas con la vacuna de células diploides humanas 

(Lavender y Van Frank 1971) 
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La necesidad de controlar la rabia entre las poblaciones de animales 

doméstioos, llevo a la medicina veterinaria a desarrollar a partir de las 

experiencias alcanzadas en la vacunación profiláctica practicada en el hombre 

al desarrollo de su propia tecnología. Varias cepas del virus de rabia se han 

propuesto para la producción de vacunas destinadas a uso veterinario. En 1927 

en la Primera Conferencia Intemacional de Rabia se propone que el virus 

dichas vacunas debe ser compkrtamente inactivado, con la finalidad de no 

causar la enfermedad en los perros (Jackson et al 2000), debido a que en los 

primeros tipos de vacunas, a menudo se observaban reacciones de tipo 

neurol6gico después de la aplicación de la vacuna (WHO 1996, Ohmori et al 

2002). 

Para evitar este tipo de complicaciones, fueron usadas las vacunas adaptadas 

al embrión de pollo a partir de la cepa Flury, de alto y bajo pasaje (LEP y HEP), 

aquellas producidas entre los 40 y 50 pases (LEP) ocasionalmente causaban 

rabia en cachorros, gatos y bovinos (Bellinger et al 1983).EI uso de la cepa 

Flury de HEP fue seguro para ser aplicado en gatos, bovinos asl como en 

cachonos de tres meses (National Association of State PubHc Health 

Vetertnarians, lne. (NASPHV) 2005). 

En 1949, Enders, Robbins y Weller lograron cultivos de virus en células 

humanas o de monos (Salyers el 0/2001 ). 

Los primeros éxitos en la elaboración de vacunas de rabia a partir de cultivos 

celulares los obtuvieron ladeo Witkor, Hilary Koprowski y sus colaboradores, 

en el Instituto Wistar de Filadelfia, al cuHivar células humanas (Human Oiploid 

Cell Vaccine) HOCV con virus cepa Pitman Moore L503, (Fu 1997, Oressen 

1997), fue introducida al mercado en 1967 y considerada como el estándar 

dorado de las vacunas de rabia. La HOCV muestra una rápida respuesta de 

anticuerpos (Anderson et 8/1976) , de igual forma, responde a la revacunación 

o retuerzo (Rosanoff et al 1979), produce anticuerpos 19 dias después de su 

inoculación, mientras que la vacuna tipo Sempte, los produce hasta los 30 dias 

después de la inoculación. (Fu 1997). 

Cuando se compara con la vacuna de embrión de pato, la de HDCV resuHa 

superior en cuanto a potencia y en la reducción en el tipo de reacck>nes 

desagradables, sin estar exenta a accidentes, debido a los componentes que 

18 



contiene el medio de cultivo, como trazas de suero bovino, polimixina, 

neomicina y thimerosal, con la posibilidad de reacciones alérgicas en individuos 

sensibles a estas sustancias. (Dennehy 2001) Varias experiencias positivas de 

este tipo de inoculaciones se han documentado, así como las ventajas sobre la 

vacuna de embrión de pato (Cabasso el al 1974, Anderson el a/1980). 

Baer a finales de la década de 1960 reveló que era posible inmunizar a los 

zorros contra de la rabia por via oral , con la finalidad de controlar la rabia en la 

fauna silvestre de EUA y Canadá empleando para ello cepas mutantes del virus 

de la rabia, hasta obtener las llamadas cepas SAG1 , y SAG2 (WHO 1996, 

Artois el al 1997 ) la primera presenta un residuo de serina en la posición 333 

de la secuencia de aminoácidos de la glicoproteina y la SAG2 que es una 

delecci6n mutante de la cepa SAD-Bem, la cual contiene un glutamato en la 

posición 333 de la glicoproteína y dos diferentes nucle6tidos en el codon de la 

posici6n 333. Lo que reduce la posibilidad de reversión en su patogeniddad 

(Bruyére el a/20oo, Hanlon el ./2002). 

Con la finalidad de reducir costos, ya que las vacunas de lineas celulares 

diploides humanas (HDCV) son costosas debido a la necesidad de aplicar 

procedimientos adicionales que aumenten la baja multiplicación viral, se usaron 

diversos sistemas celulares de cultivo (biorreactores, agitadores magnéticos, 

etc.) y el desarrollo de otras lineas celulares, como la linea celular Vero, que ya 

habla sido establecida en 1962 partiendo de un cultivo primario de células de 

rii'\ón de mono verde africano (Cercopithecus aetipos) e inicialmente usada en la 

vacuna contra la poliomielitis. Para la producción de la vacuna antirrábica se 

uso la cepa Pitman-Moore después de adaptarla al crecimiento en este tipo de 

células (WHO 1966, Paolazzi el al 1999). Estudios clínicos muestran una 

respuesta: de anticuerpos después de una primera y segunda vacunaciones, 

comparable a la obtenida con las vacunas de células diploides humanas (WHO). 

Este tipo de linea celular Vero puede ser cultivada en suspensión, utilizando 

biofermentadores, lo que pennite un mayor volumen de vacuna y, en 

consecuencia, abatir los costos de producción, con lo que pennite su mayor 

uso, mostrando características comparables con las de células diploides (KitaJa 

et al 1990). Es la que más se usa en México, eliminando de la práctica médica a 

la HDCV, que usan varios paises (Loza-Rubio y Gómez-Um 2004). 
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Desde 1958, en que el virus de la rabia fue adaptado a crecer en células de 

orión de hámster considerables progresos se han realizado, lo que ha permitido 

un importante avance en la llamada segunda generación de vacunas. En el 

ámbito veterinario se desarrollaron vacunas inactivadas y de virus vivo 

modificado, las que por lo general utilizan cepas como ERA, Flury, SAO, las 

que se desanoUan en diferentes sustratos celulares, las técnicas de producción 

por lo general son simples, lo que penniten utilizar un menor numero de ~ulas, 

asl como reducir el volumen si se compara con las vacunas inactivadas, (WHO 

1966) como desventajas se puede mencionar que poseen cierto poder 

patógeno, el cual varia con la especie animal, dosis y la vía de inoculación, por 

lo que no deben usarse en cachorros, gatos y animales en pobre estado de 

salud (Meyer et al 2001) Y deben mantener una cadena fría para evitar 

probables fallas vacuna les. 

Las vacunas ¡nactivadas se elaboran a partir de las cepas de rabia CVS-11 FM y 

se desarrollan en diferentes sustratos celulares, estas han demostrado ser muy 

seguras, y altamente efectivas en las campanas masivas de vacunación 

(Kongkaew el ./ 2004, Secretaria de Salud México). Por lo general para los 

perros se usa hidróxido de aluminio como adyuvante el que puede causar 

lesiones en animales susceptibles (Carrol! et al 2002). 

En 1984, Barth Y sus colegas desarrollan una vacuna en fibroblastos de pollo 

(PCECV Rabipur) a partir de la cepa Flury del virus de rabia, el cual es 

¡nactivado oon 8PL y se purifica mediante centrifugación zonaL Los métodos de 

cultivo de esta vacuna penniten la mayor producción y el abatimiento de costos 

(Paolazzi el a/1999). 

La potencia de tOdas las vacunas derivadas de células es contrastada usando 

las pruebas de los Institutos Nacionales de Salud, los cuales siguen las nonnas 

de WHQ que requiere una potencia de cuando menos 2.5 IU por dosis 

intramuscular (WHO 1996). 

Las vacunas clásicas se han basado en el uso de patógenos completos 

inactivactos, o bien aquellos que se les ha modificando su virulencia , 

procurando que conserven su inmunogenicidad, de igual forma, se han usado 

variantes del agente causal , o de su patogenicidad (Mackay el al 2001). Con 
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este tipo de biológicos se han erradicado o controtado numerosas 

enfermedades del hombre y de los animales. Sin embargo, ciertas vacunas 

presentan problemas, algunas de seguridad y otras de ineficacia (Palese et al 

1996). 

Una nueva era se inicia, cuando en 1962 se da a conocer el primer reporte de 

transtección exitosa de células in vNO seguida de la inyección de AON 

purificado. Atanasiu reportó que la inoculación del ONA del virus del polioma 

generaba anticuerpos en contra de dicho virus (Chattergoon et a/1997) . 

Con los descubrimientos genéticos, se pueden producir vacunas cambiando las 

condiciones del agente infeccioso, mediante la ingeniería genética, al modificar 

el genoma (Palese et al 1996).Estas vacunas tienden a incluir en su 

composición solo aquellos inmunógenos que inducen una respuesta inmune 

protectora (Gurunathan et al 2000). 

Las vacunas de Ingenlerla genética contra la rabia 

Las primeras tendencias en la producción de vacunas génicas de rabia se 

dirigen a la utilización de virus recombinantes de plantas y animales como son 

Orthopoxvirus, Baculovirus, y Adenovirus. Los adenovirus humanos y animales 

son lo suficientemente grandes para acomodar genes extranos. Otras vacunas 

de tipo recombinante usan bacterias como BCG Mycobacteria, candidato 

potencial para elaborar vacunas contra la rabia. (WI-I01992). 

La primera vacuna rec:ombinante que mostró la capacidad de inducir 

anticuerpos contra la rabia , utilizó la cepa Copenhage del virus de la varona, la 

cual tiene insertado en el gen de la timidin cinasa el gen de la protelna G del 

virus de la rabia (Paeoleti 1996). Después de amplios estudios la vacuna fue 

utilizada para el control de la rabia en mapaches y otros camlvoros que fueron 

vacunados oralmente en animales silvestres en Europa y Norte América , esta 

es la unica vacuna de este tipo que ha sido usada extensivamente para el 

control de rabia en animales silvestres (Rupprecht et al 2004). 

El poxvirus de la viruela del canario, ha sido utilizado para expresar dos 

proteínas importantes del virus de la rabia , la G y la N, y se consideró para la 

producción de vacuna de rabia para la inmunización de animales, aunque la 

purificaci6n de proteína N resultó complicada y costosa. (WHO 1992). 
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En EUA, se aprobó el uso en gatos de una vacuna recombinante, utilizando el 

pox virus del canario que expresa la glicoprotelna del virus de la rabia como 

una parte de su estructura (Paeoleti 1996, Jackson et a/2ooo). 

En el campo veterinario, la vacuna antirrábtca de este tipo más utilizada es la 

vacuna oral , que se emplea en Europa, Canadá y EVA para el control de rabia 

entre la fauna silvestre. 

Se emplea con éxito la vacunadón oral con las vacunas Raberal V-RG (virus 

recombinante de vaccinia que expresa la proteína G), y con Rabigen SAG 2 un 

virus con mutaciones en la protelna G (Paoleti 1996, Kieny et al, 1984). 

Numerosos estudios se han realizado en modelos murinos para evaluar el 

potencial de este tipo de vacunas, algunos utilizando la ·pistola génica~ , (gen 

gun) , como una vla de inoculación (Lodmell et a/1996) . 

Las tendencias en la producción de vacunas de AON desnudo se orientan a las 

que contengan un vector expresando el gen de la glicoprotelna del virus de la 

rabia . éstas se encuentran entre las vacunas más modemas. El AON desnudo 

persiste sin incorporarse al genoma de la célula (Gurunathan et 812000). Con 

este tipo de vacunas, se ha demostrado que 

citoHticas, así como las CD4· (Oesmézieres 

anticuerpos (lodmell el al 2000). 

se activan las células C06+ 

el al t999} , al igual que 

La respuesta inmune de las vacunas de AON, es muy similar a las vacunas 

vivas atenuadas, o superior a las vacunas muertas o de subunidades de 

protelna. la respuesta humoral, (anticuerpos y memoria) es similar entre las 

tres , las diferencias se marcan en el tipo celular. 

Las vacunas muertas o de subunidades de protelna no desarrollan inmunidad 

celular, en tanto que las vacunas de ADN muestran una mejor respuesta de 

CD4+ que las vacunas vivas atenuadas. Mientras que la respuesta tipo coa· es 

superior en las vacunas vivas atenuadas comparadas con las vacunas de ADN, 

siendo nula en las vacunas muertas o de subunidades de proteína. Esto se 

debe al tipo de presentación del antígeno al Complejo Principal de 

Histocompatibilidad (CPH) por parte de las células especializadas a los 

linfocitos T y B (Gurunathan et 812000). 

Las vacunas de AON desnudo tienen numerosas ventajas sobre las llamadas 

tradicionales; entre las que destacan: bioseguridad (Babiuk et al 2000); 
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respuesta de tipo celular y humoral (Gordon 2001). Además, en lugar de 

contener al agente infeccioso (atenuado, muerto o proteínas del mismo), están 

constituidas por pequeños anillos de doble cadena o plásmidos producidos en 

gran escala en bacterias incapaces de producir una infección (Fodor et al 

2000). 

Con las vacunas de ADN, los antígenos requeridos para estimular el sistema 

inmune son producidos por el huésped después de que el ADN penetra en el 

núcleo de una célula del individuo vacunado, sin que se incorpore al genoma de 

sus células. Los genes extraños son copiados en ARNm, los cuales son 

subsecuentemente traducidos en proteínas en el citoplasma (Whitton et al 

1999). Los antígenos así producidos se presentan al sistema inmune en dos 

maneras: emergen de las células y son detectados, procesados y presentados 

por el sistema inmune a moléculas asociadas al complejo principal de 

histocompatibilidad (CPH) clase 1, o son secretados y presentados en la 

membranacelular como moléculas del CPH clase 11 (Gurunathan et a/2000). 

Así, una vacuna de este tipo genera una respuesta inmune muy completa, que 

se asemeja mucho a una infección natural y que no se obtiene con las vacunas 

convencionales, sobre todo con las de microorganismos muertos tabla 2 

(Babiuk et a/2000). 

La respuesta se incrementa si se usan los llamados adyuvantes (del latín 

adjuvar ayudar), estos son un grupo heterogéneo de compuestos usados para 

despertar o incrementar una respuesta inmune, muchas moléculas tienen esta 

propiedad (Schijns 2000). 

Tabla 2 Respuesta inmune inducida por diferentes tipos de inmunógenos 

Vivas o Virus Recombinantes Vacunas 

atenuadas muerto DNA 

Células B +++ +++ ++ ++ 

Células T CD4+ +/- Th1 +++ Th1 + +/- Th1 

Células T CDS+ 
1----.---- -------"----" 

+++ - +++ ++ 

Moléculas I y 11 11 I Y 11 I Y 11 

MHC 

(Gurunathan S. et a/2000). 
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Tradicionalmente se han clasificado en: a)vegetales, como la saponina; b) 

bacterianos, como monofosforil lipido A, la toxina del cólera, los 

lipopolisacaridos y sus derivados; e) derivados quimicos, como el hidróxido de 

aluminio en diferentes formas (Schijns 2000); y más recientemente se han 

induido los llamados adyuvantes génicos (Mutwiri et al 2002) . 

En la clasificación de los adyuvantes, los denominados motivos CpG se 

encuentran agrupados en los elementos estructurales de microorganismos, que 

actúan dentro del organismo enviando una senal de peligro. tstos incluyen a 

los lipopolisacaridos (LPS), lipoproteinas bacterianas, peptidoglican, todos ellos 

abundantes en las bacterias pero no en las células euc:ariotas (Schijns 2002), 

los cuales se han usado para modular la respuesta inmune e influir en el 

balance entre anticuerpos y la inmunidad mediada por células (Sdleer1ink 2001, 

Hunter 2002). 

Cltometrfa de flujo 

La citometrla de flujo es un método de análisis del fenotipo de las poblaciones 

celulares, fue desarrollada en los principios de la década de 1970 con la 

finalidad de facilitar la separación de las células contenidas en una suspensión 

y permitir el desarrollo de estudios de subpoblaciones de linfocitos (Abbas et al 

2004). 

Para el desarrollo de la técnica se necesita un equipo especial, el cit6metro de 

flujo, el que cuando está equipado con un sensor de fluorocromos se le 

denomina FACS o separador celular activado por fluorescencia (Ragueiro et al 

2002). 

En los laboratorios clínicos, el uso de la citometria de flujo se ha incrementado 

notablemente, va más allá del recuento leucocitario. El estudio de los ciclos 

celulares en enfermos con cáncer utiliza la immunofenotipificaci6n de las 

células de la medula ósea como una valiosa herramienta de diagnóstico de 

leucemia (Kalina et al 2005), otra valiosa aplicación en la practica médica es 

el monitoreo de los linfocitos CD4+ de pacientes con el sindrome de 

Inmunodeficiencia Adquirida, en la que es una valiosa herramienta en la 

medicina contemporánea (Pattanapanyasat el al 2005). 

La citometria de nujo es utilizada ampliamente por las instituCIones dedicadas a 

la investigación, sobre todo aquellos que estudian las características de las 
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células (tamano, granularidad, antígenos que posee, propiedades eléctricas, 

entre otras) (Sohn el./2oo0). 

Estas mediciones se hacen mientras las células pasan, de una en una, entre 

un rayo láser y un detector fotoeléctrico, mientras estas pasan a través del rayo 

láser, el haz del rayo se desvía en diferentes grados, dependiendo del tamaoo y 

de la complejidad granular de sus estructuras. 

Cuando se hacen reaccionar a las células con anticuerpos (marcados con 

fluorocromos) dirigidos contra antígenos particulares, es posible identificar 

subpobladones celulares (linfocitos B, CD 4+ o CD 8 ') mediante la excitación 

de la molécula del fluorocromo usado (verde para la fluoresce[na y rojo para la 

ftcoeritrina). Los cambios en la dirección y en la intenskSad de la luz láser son 

después transfonnados en senales electrónicas que finalmente son 

digitalizadas. De esta manera se generan imágenes que penniten ver en el 

monitor del aparato \os parámetros medidos. 

Al seleccionar una región (ventana) es posible estudiar la ventana de los 

linfocitos CD 4· y establecer mediciones que pennitan por ejemplo, detenninar 

porcentajes de dichas células en una muestra dada (Rojas-Espinosa 2(01). 
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Justificación 

En el afio de 2004 en México se reportaron dos casos de rabia, de enero a 

mayo de 2005 no se reportan casos, al parecer la rabia transmitida por 

perros, en nuestro pals se encuentra bajo control , en Canadá, EUA los casos 

de rabia humana son debidos a la fauna silvestre, en Europa la rabia 

transmitida por murciélagos, a hecho que este padecimiento sea considerado 

como una enfermedad emergente. lo que supone que los casos de rabia en 

nuestro país el murciélago vampiro pueda ser uno de los vectores principales 

de esta enfermedad. 

El trabajar con vacunas con virus atenuados, existe el riesgo potencial de 

producir la enfennedad, en el caso de las vacunas ¡nactivadas, se requiere la 

apHcación de dosis anuales para asegurar que la protección sea completa, las 

vacunas generadas con la tecnologia del AON muestran ventajas sobre las 

anteriores, al utilizar un plásmido que expresa el gen que codifica una sola 

proteína, eliminando así el peligro de producir la enfermedad. la proteina G 

del virus de la rabia, que es el encargado de la producción de los anticuerpos 

protectores. 

En este trabajo se utilizó un plásmido que codifica para la proteína G deJ virus 

de la rabia de un murciélago hematófago D. rotundus .Si bien se ha 

demostrado que las diferentes cepas de vacuna antirrábica protegen 

adecuadamente contra un virus patógeno, sin importar la procedencia de uno 

o la otra (Bahlou el al 1998), se recomienda utilizar virus homologo en los 

brotes de rabia . 

Determinar la respuesta celular, es de importancia critica para evaluar la 

eficacia de las nuevas vacunas en especial aquellas que se adaptan a las 

necesidades del país. 
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Hipótesis 

En ratones inoculados oon una vacuna antirrábica de ADN desnudo que 

exprese la proteina G, se presentara proliferación de células T CD4 • y T CD6 .. 

en el bazo. 

Objetivo general 

Determinar la proliferación celular de linfocitos T de bazos de ratones 

inoculados oon una vacuna antirrábica de ADN desnudo. 

Objetivos particulares 

1.- Determinar las variaciones en los porcentajes de células T CD4 .. y T coa .. 
en bazos de los ratones inoculados, con vacuna antirrábica de ADN desnudo, 

vacuna antirrábica de virus vivo modificado, mediante la citometrla de flujo. 

2.-Medir las variaciones del peso de los bazos de los ratones inoculados y los 

controles. 

3.-Oeterminar la protección conferida por la vacuna de AON desnudo al desafio 

oon una variante de origen vampiro. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 

Características del plásmido 

El plásmido vacunal usado pCI-neogpVR (Aguilar et al 2005) contiene el gen 

que codifica para la glicoproteína de rabia, procedente de un murciélago 

hematófago Desmodus rotundus (aislado HQ01-IMSS) en el vector de 

expresión pCI-neo, (Promega Corporation, Madison, WI. EUA., catalogo No 

E1481) él cual es un vector comercial de expresión en células de mamífero que 

porta la región promotora del citomegalovirus humano, este permite la 

expresión constitutiva del gene clonado. Contiene también la señal de 

poliadenilación del virus SV40 y genes de resistencia a la neomicina en sistema 

de células eucariotas y a la ampicilina para células bacterianas. 

Fase I Fase I Amplificación del plásmido de expresión 

El plásmido vacunal fue propagado en la cepa bacteriana DH 1 OB de 

Escherichia coli, la cual fue desarrollada en medio Luria Bertoni (Triptona1 %, 

Extracto de levadura 0.5% y NaCI1%), se cultivo previamente por 8hs.a 3r C, 

en agitación constante para iniciar la fase de crecimiento y después 

adicionarlo a 500 mi como volumen final de LB contenido en un matraz de 2 

litros, él cual fue incubado por 14 -16 horas a 3r C, en agitación constante. Las 

bacterias fueron cosechadas por centrifugación 6000 g por 15 min., a 4 o C. 

Fase 11 purificación del plásmido 

Para la purificación se utilizo el sistema comercial:"Endofree Plasmid Giga Kit" 

(Quiagen®) EUA. Siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Fase 111 Electroforesis en gel de agarosa 

Fase IV Prueba de inmunogenicidad en ratones 

El plásmido vacunal obtenido, fue inoculado en el músculo tibial anterior de 

ratones BALBtc a la dosis de 50 IJg por animal, diluido en agua de inyección. 

El adyuvante génico (CpG's), que se uso (Jorgensen et al 2003) se mando 

sintetizar a una casa comercial con una secuencia de bases de: 

ACCGA TGTCGTTGCCGGTGACG, con enlace fosfotioato en las primeras bases 

5'-3'. El cual se diluyo en agua de inyección de acuerdo a la concentración 

sugerida por el fabricante y se adiciono al inoculo (pCI-neogpVR+CpG's), 

utilizando una dosis de 30 IJg por ratón. 
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Se formaron dos grupos uno de desafío y el de proliferación de células: 

En el grupo de proliferación se usaron 50 hembras BALBtc (6-8 semanas de 

edad) donados por la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del Instituto 

Politécnico Nacional, los cuales fueron distribuidos al azar en 5 grupos 

experimentales. Los animales fueron alojados en jaulas convencionales y 

recibieron agua y alimento ad libitum. 

Diseño experimental 

Grupo No. de 

ratones 

1.-Agua de inyección 100 Jll. (testigo) 5 

2.-Vacuna Comercial 250 JlI 15 

3.- Plásmido pCI-neogpVR solo 50Jlg en 100 15 

JlI 

4.- Adyuvante CpG's 30Jlg CpG's en 100 J.1I 15 

5.-Plásmido pCI-neogpVR 50Jlg + 30Jlg CpG's 15 

en 100 J.1I. 

Fase V Detenninación de la proliferación de células T CD4+ y T CDS+ 

Obtención de las muestras: 

Después de la inoculación y con la finalidad de detemlinar la proliferación de 

linfocitos T CD4+ y T CD8+ mediante la citometría de flujo. Se sacrificaron por 

dislocación cervical, un testigo y tres ratones de cada uno de los subgrupos a los 

diferentes días posinoculación: día 1, 4, 7, 15 Y 30. 

Cada uno de los animales fue pesado en una balanza analítica, se le extrajo el 

bazo, eliminando el tejido conjuntivo y la grasa, el órgano se pesó, para calcular 

la relación del peso del bazo con respecto al peso del ratón, obteniendo así el 

valor del índice esplénico. 

El bazo fue disgregado, utilizando una malla de tela de organza previamente 

esterilizada, Las suspensiones celulares obtenidas, tanto de los animales testigo 

como los vacunados fueron lavadas dos veces con PBS-azida de sodio 0.01% 

frió y centrifugadas a 1500 x g. 

Se resuspendieron las células en 1000 ,.tI.de PBS-azida de sodio 0,01 % frió y 

fueron contadas en una solución 1: 10 de azul de tripán en una cámara de 
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Newbauer para obtener tres alícuotas que contenían 1.5 x 106 células, las cuales 

fueron depositadas en tres tubos Ependorf diferentes, cada uno de los cuales 

contenía 100 J.d. PBS-azida de sodio 0.01% frió. 

A uno de los tubos se le adiciona los anticuerpos marcados anti-CD4+, a otro se 

adiciona los anticuerpos anti-CDS+, (Caltag Laboratories Burlingame, CA. USA) Y 

el tercero sirvió como control durante la lectura en el citómetro. Las tres 

muestras se incubaron por 20 minutos en hielo. Se lavaron con 1000 JlI PBS­

azida frio 0.01 % centrifugando por un minuto a 3000 x g por tres ocasiones. 

Finalmente se resuspendieron en 500 Jll.de PBS 1 % de paraformaldehido y se 

analizaron en un citómetro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson) utilizando el 

programa CellQuest versión 2.0. 

En el diagrama de puntos de tamaño contra granularidad se delimitó la región 

correspondiente a las células linfoides y se adquieron 10,000 eventos en dicha 

región. Los resultados fueron expresados en porcentajes de linfocitos CD4+ y 

CDS+. 

Fase VI Desafio 

Diseno experimental 

Grupo 

1.-Agua de inyección 100 ~1. 

2.-Vacuna Comercial 250 ~1. 

3.-Plásmido pCI-neogpVR solo 50~g en 100 ¡.ti. 

4.-Adyuvante CpG's 30~g en 100 ~1. 

! 
I 
i 

I 
I 
! 
I 
I 
: 
¡ 
I 

I 
5.-Plásmido pCI-neogpVR 50~g + 30~g CpG's I 
en 100 J.1I. i 

i 

No. de 

ratones 

9 

9 

9 

9 

9 

Con el objeto de probar la capacidad de la vacuna génica para conferir 

protección contra la rabia, los ratones vacunados y controles fueron desafiados 

con un virus de origen vampiro que contenía entre 50-100 DL 50% 90 días 

después de la vacunación. Esto se realizo después de titular un virus de rabia 

de origen vampiro, de acuerdo al método de Read and Müench (WHO 1996) 

Análisis Estadístico 
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Los resultados de la prueba de citometría de flujo fueron expresados como el 

promedio y el error estándar. Las diferencias entre los ratones de cada grupo se 

analizaron mediante la prueba de t de Student. Una P < 0.05 fue considerada 

como significativa, para lo cual se utilizo el programa Sigma Stat versión 3.1 . 
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3. RESULTADOS 

Se obtuvo 10.3 mg totales de plásmido para inocular los ratones utilizados en 

este trabajo. La calidad de las bandas se observa en la figura 1. 

Los resultados de la prueba de inmunogenicidad en ratones se muestran en las 

gráficas siguientes. 

En la gráfica 1, se muestra el promedio del índice esplénico de los animales 

objeto de este estudio, se puede apreciar que en el día uno este índice es 

significativamente menor entre el testigo y los animales inoculados con pCI­

neogpVR +CpGS, sin observar diferencias significativas entre otros tratamientos, 

comportándose de manera similar al testigo y entre ellos. 

En los días 4, 7 Y 15 posinoculación, no se observaron diferencias significativas 

entre los promedio del índice esplénico de los animales de los diferentes 

tratamientos, comportándose de manera similar al testigo y entre ellos. 

En el día 30 se observan índices significativamente menores (p<0.05) entre el 

testigo, la vacuna comercial y pCI-neogpVR cuando estos, se comparan con pCI­

neogpVR +CpGS. El índice esplénico del grupo pCI-neogpVR es 

significativamente menor (p<0.05) cuando se compara contra el testigo. No se 

observaron diferencias significativas entre los promedio del índice esplénico de 

los animales de los diferentes tratamientos, comportándose de manera similar al 

testigo y entre ellos. 

En la gráfica 2, se pueden apreciar en el primer día, la disminución significativa 

(p<0.05) en el número de células de los cuatro grupos comparado con el testigo. 

Así como la disminución significativa de células totales (p<0.05) de los grupos 

inoculados con el adyuvante CpG's y pCI-neogpVR+CpG's cuando es 

comparado con la vacuna comercial. 

No se encentraron diferencias significativas entre los grupos restantes. 

No se observaron diferencias significativas entre los conteos de células totales de 

los animales de los cuatro tratamientos, comportándose de manera similar al 

testigo y entre ellos, durante los días siguientes (4, 7, 15, 30) objeto del presente 

estudio. 

En la gráfica 3, se puede observar, el promedio de los porcentajes de linfocitos T 

CD4 +. En el día uno, no existen diferencias significativas entre el grupo testigo y 
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los cuatro tratamientos, ni entre ellos. En el día 4 se observa diferencia p< 0.001 

entre los grupos pCI-neogpVR (35.67%) contra pCI-neogpVR +CpG's (48.57%) 

y las diferencias significativas p< 0.05 entre los grupos CpG's (37.15%) contra 

pCI-neogpVR +CpG's, así como el testigo contra pCI-neogpVR +CpG's. No se 

encontraron diferencias significativas entre el grupo testigo y los otros 

tratamientos. En el día 7 no se observan diferencias significativas entre el grupo 

testigo y entre los cuatro grupos. 

En el día 15, se observó el aumento significativo (49.17%) del grupo pCI­

neogpVR+CpG's comparado contra el testigo, así como contra los grupos CpG's 

(37.48%), vacuna comercial (31 .2%) y con pCI-neogpVR (34.67%). 

En el día 30 posinoculación, no se observaron diferencias significativas entre los 

porcentajes de linfocitos T CD4+ obtenidos del bazo de los animales de los 

diferentes tratamientos, comportándose de manera similar al testigo y entre ellos. 

En la gráfica 4 se muestran los resultados del calculo del número absoluto de 

células T CD4 + obtenidos del bazo, en el día uno se encuentran diferencias 

significativas p< 0.05 del grupo inoculado con vacuna comercial, quien tiene 

mayor número de células que el grupo pCI-neogpVR+CpG's y el grupo CpG's. El 

testigo muestra diferencias significativas al tener mayor número de células que el 

grupo inoculado con CpG's. El grupo pCI-neogpVR muestra diferencias 

significativas al tener mayor número de células cuando es comparado con el 

grupo CpG's. 

No se encontraron otras diferencias significativas con las poblaciones de 

linfocitos T CD4+ de los animales de los diferentes tratamientos comparadas con 

el testigo. En los días 4 y 7, no se encontraron diferencias significativas con las 

poblaciones de linfocitos T CD4+ de los animales de los diferentes tratamientos 

comparadas con el testigo, ni entre ellos. En el día 15 se observo un aumento 

significativo en el número de linfocitos T CD4 + de los animales inoculados con el 

plásmido pCI-neogpVR +CpG's, con respecto a la vacuna comercial, así como el 

testigo, no se encontraron diferencias significativas con los animales de los 

diferentes tratamientos. En el día 30 posinoculación, no se observaron 

diferencias significativas entre las poblaciones de linfocitos T CD4 + obtenidos de 

los bazos de los animales de los diferentes tratamientos, comportándose de 

manera similar al testigo y entre ellos. 
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Gráfica 3 porcentaje de células T CD4+ de ratones Balb/c como resultado de la 

inoculación de los tratamientos objeto de éste trabajo. 
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La grafica 5 corresponde al porcentaje de células T CD8 + obtenidas del bazo, en 

ella únicamente se observan diferencias significativas en el primer día después 

de la inoculación entre el porcentaje mayor del grupo pCI-neogpVR (16.46%) 

contra los grupos inoculados con vacuna comercial (13.56 %) y el grupo pCI­

neogpVR +CpGS (13.69 %). 

La gráfica 6 muestra el comportamiento del número absolutos de células T CD8 + 

obtenidas del bazo, en ella únicamente se observan diferencias significativas p< 

0.05 en el primer día después de la inoculación entre los grupos de animales 

inoculados con vacuna comercial que tienen un mayor número de células con 

respecto a los grupos pCI-neogpVR y pCI-neogpVR +CpGS. 

Desafió. 

Del grupo de nueve animales vacunados con el plásmido pCI-neogpVR (grupo 

3), tres de ellos fallecieron, la vacuna mostró una protección al desafío de 77.77 

%; mientras que para el grupo 5 (pCI-neogpVR+CpG's), tres de ellos fallecieron, 

la vacuna mostró una protección al desafío de 77.77 %; del grupo 4 de nueve 

animales inoculados con el adyuvante CpG's todos murieron. En el grupo 2 de 9 

ratones vacunados con 250 ~I de vacuna comercial, diez días después de la 

inoculación tres animales mostraron signos de parálisis y murieron. De seis 

animales sujetos a la prueba ninguno mostró signos de la enfermedad. 

Se desafiaron animales testigo (grupo 1) presentaron 100 % de mortalidad a 

partir del día 8. 

Resultado de la prueba de desafió, el plásmido pCI-neogpVR+CpG's mostró 

diferencias en el tiempo en que se iniciaron los signos de la enfermedad y la 

muerte. Mientras que para el grupo 3 plásmido pCI-neogpVR el primer animal 

murió en el día 9 posinoculación y el último el día 15, para Neo+ CpG's fue el 

día 12 y el último el día 22. 

En la gráfica 8 se muestra el tiempo de mortalidad posterior al desafío para el 

grupo vacunado con pCI-neogpVR, fue de 12 días ±3; mientras que para el 

grupo pCI-neogpVR+CpG's fue de 17 días ±5 días. Esto sugiere un indicio de 

protección que no alcanzo a desarrollarse y los animales murieron. 

Durante a la prueba de desafió, se tituló el virus que se utilizo, para lIevar10 a 

cabo. Se obtuvieron los resultados esperados de entre 50-100 DL 50% en la 

dilución empleada al llevar a cabo el desafío. 

40 



w ..., 
~ 
Z w 
<.) 
a:: 
O a. 

100 

80 

60 

40 

20 

o -Jr----.l.--L __ _ 

Vacuna comercial 
Plásmido 
Adyuvante CpG's 
Plásmido Neo+CpG's 

4º 

4 7 15 30 

Grafica 5 porcentaje de células T CD8+ de ratones Balb/c como resultado de la 

inoculación de los tratamientos objeto de éste trabajo, 

Se muestran los errores estándar y las diferencias significativas entre el testigo y los 
grupos, 

41 



100 

00 

40 

_ Vacuna comercial 

_ Plásmido Neo 

_ Adyuvante CpG's 

_ Pl6smido Neo7+C~ 

Grafica 6 células absolutas T CDS+ de ratones Balb/c como resultado de la inoculación 

de los tratamientos objeto de éste trabajo. 

Se muestran los errores estándar y las diferencias significativas entre el testigo y los 
grupos. 

42 



% de Mortalidad 
120 , ---------.--------·.------------------------, 

el) 100 
'6 80 

8 ... 
c 

60 
40 

~ 20 
o 

1 2 3 4 5 6 

Grupos 

Gráfica 7. Resultado de la prueba de desafió 

¡- - Supervivencia 

I ! 10 .... ~----I 
I! 5 ~···'!':~I 
~ O L-__ ~ ____________ J 

Días I-+-Grupo 3 - Grupo si 

Gráfica 8. Supervivencia de los ratones al final de la prueba de desafió 

43 



4.DISCUSION 

Las vacunas de ADN desnudo, representan una nueva modalidad que puede 

superar algunos de los inconvenientes de las llamadas vacunas de segunda 

generación (Hellermann and Mohaparta 2003) estas vacunas génicas, además 

de ser seguras, confieren inmunidad de tipo humoral y celular, en rabia es de 

gran importancia debido a que estimulan o enfatizan la producción de 

anticuerpos (Perry & Lodmel 1991),varios investigadores han demostrado que 

sin la participación de células T C04 +Ios ratones mueren, cuando estos son 

desafiados (Jakson et a/2000), demás del papel central que desempeñan los 

linfocitos T CD4 +en la homeostasis del sistema inmune (Gurunathan et a/ 

2000), de ahí la importancia de estudiar el proceso de la inmunidad celular que 

confieren esta vacuna antirrábica de ADN, determinando las variaciones en los 

porcentajes de linfocitos T C04 + y T C08 + en bazos de ratones inoculados con 

un plásmido que expresa la proteína G del virus de la rabia de la cepa HQ01-

IMSS, la respuesta al efecto de un adyuvante génico (CpG's), su comparación 

con una vacuna comercial virus vivo modificado, así como la protección 

conferida por estas vacunas al desafío, ante una cepa de virus de la rabia de 

origen vampiro, con la finalidad de enfatizar esta respuesta utilizando, refuerzos 

mediante la reevacuación en el día más adecuado,(lvory & Chade 2004) o bien 

el uso de variantes en el tipo de adyuvante. 

La utilización de un kit comercial (Qiagen ®) para la extracción y purificación del 

plásmido, representa varias ventajas sobre las de fenol cloroformo algunas de 

estas son: 1) con esta metodología es posible reducir el tiempo de extracción y 

purificación a menos de la mitad. 2) se utiliza equipo sencillo, él cual es 

proporcionado por el fabricante, así como todos los reactivos necesarios para la 

obtención de AON libre de endotoxinas, 3) no se trabaja con reactivos tóxicos 

como es el fenol 4) la cantidad de ADN obtenido es mayor utilizando esta 

técnica que con fenol cloroformo, se obtuvo un promedio de cinco mg/ml 5) la 

calidad de las bandas obtenidas, es similar al que se obtiene con fenol 

cloroformo. 

Como desventajas se puede mencionar su costo, sin embargo el tiempo 

requerido y la cantidad de producto obtenido en relación con el tiempo del 
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investigador probablemente justifique su precio para realizar trabajos de 

investigación. 

Si se desea la producción a escala comercial, el proceso de extracción y 

purificación del plásmido es sumamente costoso, laborioso y requiere de 

simplificación para que la vacuna génica sea competitiva. Una alternativa para 

obviar este proceso sería que la proteína G del virus de la rabia fuera 

expresado por plantas y que los productos así obtenidos se administraran a los 

animales. Hay varios trabajos que han demostrado la posibilidad de inmunizar a 

ratones a los que se les da a comer productos vegetales que expresen la 

proteína G del virus de la rabia. 

Determinar la respuesta celular, es de importancia crítica en el estudio de la 

inmunidad de las enfermedades infecciosas, así como para evaluar la eficacia 

de las nuevas vacunas. La citometría de flujo permite identificar células T 

utilizando anticuerpos marcados con f1uorocromos (Chahroudi et a/ 2003). Se 

puede evaluar mediante la citometría de flujo (Nguyen 2003 et al). Sin embargo 

no en cualquier laboratorio es posible el desarrollo de la técnica, se necesita 

que el citómetro de flujo este equipado con un sensor de f1uorocromos (FACS o 

separador celular activado por fluorescencia). 

La función de las vacunas antirrábicas, es la inducción de anticuerpos 

neutralizantes y la activación de las linfocitos T CD4+, sin la inmunidad celular 

los tratamientos pos-exposición contra esta enfermedad resultan ineficaces 

(Celis et a/1988). Se ha demostrado que la deplesión de linfocitos T CD4+ en 

los primeros 10 días después de la infección con virus de la rabia, resulta fatal 

para el ratón (Jackson et a/ 2000). 

La determinación de las variaciones en los porcentajes de linfocitos T CD4 + y T 

C08 + en el bazo y sus productos, es una metodología utilizada con frecuencia 

cuando se estudia las respuestas de la inmunidad celular conferida por las 

vacunas génicas (Fonseca et a/ 2001, Pinto et a/ 2003), algunos autores 

después de extraídos las células totales del bazo las incuban para determinar la 

producción de interleucinas (Wang et a/2001). 

En el estudio de enfermedades tales como la malaria, la determinación del 

índice esplénico, permite de una manera indirecta detenninar la proliferación de 
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células en el bazo ante el estimulo de un antígeno (Acosta 2004). Debido a que 

en este órgano y en los nodulos linfáticos, es donde los linfocitos T responden a 

los antígenos que las células presentadoras de antígenos (APCs), han tomado 

de la periferia o de los tejidos infectados y han procesado y unido a moléculas 

del CPH para que sean reconocidos por los linfocitos CD4+ y CDS+ (Srivastava 

and Liu 2003, Abbas et al 2004). En este estudio, en ninguna etapa de su 

desarrollo se encontró esplenomegalia en los ratones objeto de la prueba, en la 

gráfica 1, para el día uno se observó un índice esplénico significativamente 

menor cuando se comparo entre el testigo y los animales inoculados con pCI­

neogpVR +CpG's, es muy probable que sea debida a un efecto sinérgico del 

adyuvante y el plásmido usado, reportado en la literatura para otros plásmidos 

(Kusakabe et al 2000, Yiqiang and Krieg 2002), Y que dicho estimulo, diera 

lugar a la salida de células APCs maduras e inmaduras y otras propias de la 

inmunidad innata que respondieron a una señal que es lo que induce el 

adyuvante de este tipo (Wagner 2001). En los otros tratamientos no se observó 

dicho efecto. Durante los días cuatro, siete, y 15 del desarrollo de la prueba, el 

índice esplénico fue similar al testigo y entre ellos, esto no quiere decir que las 

vacunas administradas no produjeran una respuesta, la proliferación de los 

linfocitos también se da en los nódulos regionales, que es el primer sitio donde 

las células dendríticas, migran después de la inoculación del plásmido 

(Johansson et al 2002). 

La respuesta inmune, es modulada por una serie de citocinas IL-2, IL 4, IL 10, 

IL 12 en especial las producidas por los linfocitos T CD4+ que permiten controlar 

el proceso, evitando la sobre producción de células, la proliferación clonal solo 

dura unos pocos días, de ahí que en el día 30 se observan índices esplénicos 

significativamente menores entre el testigo y Neo+CpG's, así como con Neo y 

el grupo de ratones inoculados con la vacuna comercial, las células efectoras 

salen del bazo o entran en apoptosis y solo quedan las de memoria (Gordon 

2001). 

El adyuvante génico utilizado en el presente trabajo, no desarrollo 

esplenomegalia en los ratones inoculados (ver gráfica 1) no indujo la 

proliferación de células totales (ver gráfica 2), la disminución mostrada el día 1 

probablemente se deba a que la mayoría de las células de la inmunidad innata, 
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monocitos, células NK y otras se encuentran fuera del bazo por el estimulo de 

los CpG's (Krieg et a/1998, Warren et a/2000), la secuencia CpG's usada en 

el trabajo, no estimuló la proliferación de T CD4+ (ver grafica 3). El día después 

de la inoculación la disminución de T CD4+ (ver gráfica 4) posiblemente se deba 

a que algunas de estas células han abandonado el bazo. 

En los animales inoculados con la vacuna comercial, los índices esplénicos de 

este grupo se encontraron dentro de la normalidad (ver gráfica 1), la respuesta 

muestra ligeras variaciones en el número total de células en bazo (ver gráfica 2) 

en la gráfica se puede apreciar que la respuesta inmune no sobrepaso los 15 

días, formando una curva típica de la inducción de la respuesta inmune ante el 

estímulo de una vacuna (Gordon 2001). La proliferación de células T CD4+ en 

el número y su porcentaje muestra ligeras variaciones con el testigo, lo que 

hace suponer que la proliferación de este tipo de células ocurrió fuera de este 

órgano, probablemente en los nódulos linfáticos regionales. Se puede observar 

un comportamiento característico de respuesta ante una vacuna, la disminución 

con respecto al día uno y el inicio de una curva ascendente para el número de 

linfocitos T CD4 +, respuesta que se estabiliza a partir del día 15 formando una 

meseta en el día 30. Este sería el momento ideal para inocular una dosis de 

refuerzo. En un trabajo paralelo y que mide la inmunidad humoral, se detecto 

un nivel máximo de anticuerpos el día 15 para el grupo de vacuna comercial 

(Datos no publicadOS Loza-Rubio et al). 

Las gráficas 5 y 6 no muestran la proliferación de T CD8+, probablemente por 

que éstas se han dirigido al sitio de replicación del virus con la finalidad de 

destruir las células donde se replico inicialmente el virus, éste tipo de vacunas 

de acuerdo a la literatura, favorece una buena producción de T CD8+ 

(Zinkemagel 2002). 

El plásmido pCI-neogpVR, no desarrolla esplenomegalia, el índice esplénico 

durante el desarrollo del trabajo se mantuvo con ligeras variaciones por abajo 

del testigo (ver gráfica 1). Una respuesta a la disminución significativa del 

número total de células es bazo, en el día 1 (ver gráfica 2) podría ser que este 

plásmido atrae a neutrofilos, a células dendríticas maduras e inmaduras y a 

algunos eosinofilos hasta el sitio de inoculación (Haddad et a/2000, Johansson 

et a/2002). En el primer día las células T CD4+ y T CD8+se preparan para su 

expansión clonal, incrementan su tamaño pero no su número, (Kaech et a/ 
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2002) la literatura reporta que las vacunas génicas favorecen la proliferación de 

linfocitos T CD4+ (lvory and Chade 2004), por lo general esto ocurre después de 

una o más dosis, en el presente trabajo, el porcentaje de células T CD 4+ 

(gráfica 3) no muestra diferencias significativas las proporciones observadas 

sugieren que, otras células como es los linfocitos B, se encuentren proliferando, 

o bien T CD 4+ se encuentran fuera del bazo (Kusakabe et al 2000). En las 

vacunas antirrábicas de tipo recombinante, el protocolo más efectivo para 

inducir interferon INFy y la activación de las células T citotoxicas es la 

revacunación (Lodmell and Ewalt 1999). Sin que existan diferencias 

significativas con el testigo, el día 15 es la máxima proliferación de T CD 4+, en 

las vacunas de ADN desnudo ocurre algo similar (Lodmell and Ewalt 2000) o el 

uso de la denominada pistOla génica (Lodmell et al 1998), así como el empleo 

de adyuvantes génicos (Hunter 2002). Cuando se compara la proliferación de 

linfocitos T humanos al estimulo de una vacuna de rabia de células diploides, la 

respuesta óptima ocurre después de los ocho días (Ghaffari et al 2001) 

mientras que en este estudio con vacunas de ADN desnudo es de T CD 4+ al 

día 15 (ver gráfica 4). Al día 30 las células efectoras producto de la 

proliferación, al parecer han entrado en apoptosis, quedando en bazo las 

células de memoria, o bien se encuentran en los ganglios periféricos (Kaech et 

al 2002). 

Aparentemente este plásmido no favoreció la proliferación de linfocitos T CD 8 + 

no se observaron diferencias significativas en el porcentaje y en los números 

absolutos de las poblaciones de linfocitos T CD8+ de los animales objeto del 

presente estudio. Numerosos estudios han demostrado que las vacunas de 

ADN favorecen la respuesta de tipo Th-1 (Babiuk et al 2000) y que para un 

mejor balance entre Th-1/ Th-2 influye el tipo de vacuna de ADN, y la 

administración de plásmidos que codifican diferentes citocinas o moléculas ccr 

estimuladoras (Kusakabe et al 2000). Por otro lado se debe tener en cuenta 

que para la proliferación de T CD8+, intervienen las moléculas clase I del CPH y 

que los miocitos expresan bajos niveles de este tipo de moléculas (Whitton et al 

1999). Varios trabajos, sugieren que las células musculares no expresan sobre 

su superficie algunas moléculas como CD80 y CD86 que son criticas para la 

presentación de péptidos a las células T (Gurunathan et al 2000). Para que los 

antígenos sean procesados y presentados junto con las moléculas clase I del 
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49. 17 % respectivamente (valores normales de T C04+ 30 40% Abbas et a/ 

2004) tales porcentajes sugieren una respuesta balanceada entre células B y 

células T C04+, algunos autores reportan que los adyuvantes génicos como el 

usado en este estudio, inducen la proliferación de células B (Krieg et a// 1998) 

o bien que la proliferación ocurrió en el ganglio regional. En los números 

absolutos (ver gráfica 4) se aprecia con mayor claridad la curva ascendente de 

células T C04+ y su caída en el día 30 como ocurre con la producción de 

anticuerpos. 

La literatura señala que las vacunas gentcas, por lo general estimulan al 

sistema inmune para que la respuesta incluya abundantes células T C08+ 

(Zinkemagel 2002), en el presente trabajo no se observó tal desarrollo, diversos 

autores señalan que la proliferación de T C08+ requiere usar revacunaciones 

(Lodmell et a/ 2002) para inducir tal respuesta y otros adyuvantes (Silk et a/ 

2004), debido a que los miocitos expresan bajos niveles de moléculas clase I 

de CPH. (Whitton et a/1999) esto se corrobora durante la prueba de desafío, 

en ninguno de los animales vacunados y afectados de rabia mostraron rabia 

abortiva. 

En la prueba de desafio, la vacuna comercial mostré una mayor protección, sin 

embargo con la dosis utilizada, ocurrieron tres muertes de diez ratones 

vacunados y cuando se redujo la dosis, la protección conferida no alcanzo los 

parámetros que muestran las vacunas de AON desnudo. Este es uno de los 

mayores inconvenientes de las vacunas de virus vivo. 

Un factor muy importante que muestran las vacunas génicas sobre las de la 

primera y segunda generación, es la inocuidad, del agente infeccioso solo se 

inocula un gen, (ONA o RNA) él cual codifica una sola proteína, la cual es la 

más importante para iniciar el proceso inmune. Como la proteína es producida 

intracelularmente tanto el CPH-I como el CPH-II son estimulados 

simultáneamente, lo que favorecería generar una respuesta similar a la que se 

presentaría en una infección natural, generando una respuesta inmune más 

balanceada, con mayor duración, y si se encuentra la vía de administración 

adecuada sería capaz también de inducir una respuesta en las mucosas (Beard 

& Mason 1998, Babiuk et al 2000). 

Los animales inoculados con el plásmido pCI-neogpVR mostraron 77 % de 

protección al desafio, es necesario mencionar que en el presente estudio no se 
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CPH, estos deben entrar a las células vía picnocitosis, lo cual es muy 

ineficiente y requiere altas concentraciones de antígeno (Schuurhuis et al 

2002).Una pistola génica permitiría que el antígeno llegue directamente al 

interior de las células de Langerhans. Esto favorecería que la respuesta de 

células T C08+ en el bazo de ratones sea superior a la que se genera cuando el 

plásmido es inoculado con una jeringa, la cual no asegura que el antígeno 

penetre a los miocitos (Trimble et al 2003). Durante la prueba de desafío, 

ninguno de los animales vacunados y afectados de rabia mostraron signos de 

rabia abortiva, la cual es favorecida por los linfocitos T CD8+ (Sugamata et al 

1992). 

El plásmido, utilizado en el presente trabajo, adicionado con el adyuvante 

génico previamente descrito no induce esplenomegalia, (ver gráfica 1). La 

disminución significativa del índice esplénico que se observa en el día 1 

posvacunación, probablemente sea debida a la gran variedad de células que 

son activadas por el adyuvante y la gran diversidad de respuestas inducidas por 

éste (Mutwiri et al 2003). En la gráfica 1 se puede observar el aumento 

progresivo del índice esplénico hasta llegar al día 7 en que se estabiliza, para 

declinar significativamente al día 30. La disminución de células totales que se 

observo en el día 1 (gráfica 2) obedece a la atracción que el plásmido y el 

adyuvante ejercen sobre las células de la inmunidad innata al sitio de 

inoculación y ganglio regional (Haddad et a/2000, Johansson et a/2002); esto 

se podría interpretar como una clara respuesta a la vacunación. Las células 

saldrían del bazo dirigiéndose al sitio de vacunación y ganglios regionales 

(Johansson et a/2002). La literatura, reporta la inducción de la proliferación de 

esplenocitos y maduración de células dendríticas por acción de los CpG's, 

(Medzhitov 2001 )en el presente trabajo, se observo que en los días siguientes a 

la vacunación aumentó el número de células totales en el bazo de los ratones 

inoculados con CpG's, (ver gráfica 2).La mayor proliferación de células T CD4+ 

observada el día 4, (ver gráfica 3) es el resultado de la estimulación de los 

llamados" Toll-Like receptor" por parte del adyuvante, al modular estos la 

respuesta inmune(Spies et a/ 2003, Gelman et a/ 2004). La proliferación se 

mantiene constante hasta el día 15, donde se puede apreciar mayor 

proliferación de células T C D4 + los porcentajes son muy similares durante los 

días uno, cuatro siete y 15 del desarrollo de la prueba 48.7%, 48.5%, 42.5% Y 
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revacunó, la cual ha sido sugerido por varios autores (Lodmell et a/ 2000, Perrin 

et a/2000). Usando revacunación se han reportado porcentajes muy similares 

83.3 % (Fodor et a/ 2000). Una práctica común para probar la efectividad de 

una vacuna de este tipo, es el acondicionamiento previo del músculo con 

cardiotoxina (Bahloul 1998), dicha técnica no fue considerada dado el severo 

dai\o que se causa al músculo la aplicación de la toxina. La inoculación del 

plásmido con pistola génica (Lodmell et a/1998, Lodmell et a/ 2003) muestra 

buenos resultados, sin embargo en Medicina Veterinaria se considera 

impractica (Shkreta et a/2003). 

El plásmido pCI-neogpVR+CpG's mostró una protección al desafío del 77%, la 

diferencia mostrada fue en el tiempo en que se iniciaron los signos de la 

enfermedad; mientras que para pCI-neogpVR el primer animal que murió fue 

el día 9 posinoculación y el último el día 15, para pCI-neogpVR + CpG's fue el 

día 12 yel último el día 22. 

El tiempo de mortalidad al desafío para el grupo vacunado con el plásmido, fue 

de 12 días ±3 en tanto que para el grupo al que se adiciono CpG's fue de 17 

días ±5 días. Esto sugiere un principio de protección que no alcanzo a 

desarrollarse y el ratón murió. Podemos suponer que en un animal que no sea 

tan susceptible a la rabia como son los ratones, los niveles de protección 

alcanzados serían suficientes. Una mejor protección se lograría revacunando, 

se ha demostrado que cuando el adyuvante y el plásmido son inoculados con 

jeringa existen variaciones si se compara contra una pistola génica (Trimble et 

al 2003). Se obtienen mejores resultados cuando el adyuvante se inocula días 

antes para que acondicione el músculo (Lodmell et al 2000), o bien usar una 

secuencia de bases diferente en el adyuvante CpG's. Krieg (2002) menciona 

que para cada especie animal, corresponde una secuencia de bases del ODN 

CpG, para el ratón es GACGTT, y un solo cambio en la secuencia de bases 

produce modificaciones en la actividad del adyuvante (Ae-Kyung et al 1998). 
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

La vacunación con el plásmido pCI-neogpVR y con el virus vivo modificado no 

produce esplenomegalia en los días en que se evaluaron. Se sugiere 

complementar esté trabajo con un estudio histopatológico, para confirmar si se 

formaron centros germinales en el bazo. 

La máxima proliferación de células T CD4+ ocurrió con los ratones inoculados 

con pCI-neogpVR+CpG's durante el día 15 post-inoculación, aparentemente 

ocurrió en los ganglios regionales cerca del sitio de inoculación, o bien está fue 

muy sutil para que fuera detectada mediante este tipo de prueba, por lo que se 

se deberán buscar otros marcadores de activación como son CD 24 y CD69. 

El estudio de la respuesta inmune celular con este tipo de vacunas, debe 

continuar trabajándose, en especial la manera de aumentar la respuesta de T 

CD4+ para lo cual se sugiere el empleo de otro tipo de adyuvantes, ya sea de 

origen génico o tradicionales. 

Debido a que la protección conferida por la vacuna génica no fue del 100% se 

sugiere realizar estudios complementarios que corroboren si con una 

revacunación se incrementa la protección. 
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