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|. Clasificacion

El virus de larabia, debido a su envoltura con espiculas, estructura
helicoidal interna, ARN monocatenario no segmentado y de
polaridad negativa, estructura morfolégica muy particular en
forma de bala de fusil y propiedades fisicoguimicas y de
replicacion en el citoplasma, esta clasificado en la familia
Rhabdoviridae, que incluye aproximadamente 80 virus que
infectan tanto animales como vegetales (Cuadro 1).

CUADRO1
CLASIFICACION DEL VIRUSDE LA RABIA

ORDEN
Mononegavirales
FAMILIA
Rhabdoviridae
GENERO
Lyssavirus

(Referencia 1)

Desde un punto de vista sistematico, 1os rhabdovirus pertenecen
al orden Mononegavirales, que se distribuye en tres familias:
Rhabdoviridae, Paramyxoviridae (virus Sendai, de la enfermedad
de Newcastle, del sarampién, virus sincitial respiratorio vy
rubulavirus porcino) y Filoviridae (virus de Marburg). Los
rhabdovirus que infectan a los animales pertenecen a tres géneros
(2): los Vesiculovirus (cuyo prototipo es el virus de la estomatitis
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vesicular -VSV-), los Lyssavirus (cuyo modelo es e virus de la
rabia) y los Ephemerovirus (representados por € virus de lafiebre
efimera bovina).

I1. Propiedades

Los Rhabdovirus son virus frégiles, inactivados por € calor, los
rayos ultravioletas, la desecacion, los solventes orgéni cos y la
tripsing, y son bastante estables entre pH 5y 10. Los rhabdovirus se
conservan varios dias a 4°C y durante mucho tiempo a -70°Cy
liofilizados.

VSV hasido € masestudiado y sirve de virus de referencia de los
rhabdovirus. A pesar del gran parecido, la andogia antigénica entre
los diferentes géneros de rhabdovirus es poca; por eemplo, las
proteinas G del virus de larabiay de VSV solamente tienen 20% de
homologia en frecuencia de aminoacidos (2).

El virus de larabiatiene unaformagjival truncaday mide 180 nm
de largo por 75 nm de ancho. Posee proyecciones de superficie y
presenta estrias caracteristicas en microscopia electronica (Figura
|A). El virus de la rabia tiene un coeficiente de sedimentacion de
600 unidades Sdverberg y esta constituido por 5 proteinas (3)
(Cuadro 2), codificadas por € ARN vira, distribuidas en 2
componentes principales: la nucleocdpside (NC) y envoltura.
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CUADRO2 CARACTERISTICAS ESTEQUIOMETRICAS DE
LAS PROTEINAS DEL VIRUS DE LA RABIA

Proteina Peso (KD) Aminoacidos Moléculas/virion

L 190 2142 17-150
G 65-80 504-505 1600-1900
N 58-62 450 1750
NS 35-40 297 900-950
M 22-25 200 1650-1700
(Referencia4)

La NC interna es un complejo ribonucleoproteinico con simetria'
helicoidal, constituida por una cadena de ARN asociada a 3 proteinas:
la N asociada fuertemente, laNS y la L asociadas menos fuertemente.

Las particulas estan cubiertas por una envoltura que obti enen por
la gemacion del virus a traves de la membrana plasmética de la
célula hospedera. Las 2 proteinas de la envolturason laG y laM. La
proteina G esta glicosilada y contiene: aproximadamente 3% de
carbohidratos y la envoltura contiene fosfolipidos que forman el15 a
25%, segun la célula hospedera, ambos de la masa del virion (1). La
proteina M, descrita tradicionalmente como una proteina de la
envoltura que recubre internamente la membrana lipidica,
aparentemente forma parte de laNC (5).
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Fig. 1. Estructura del virus de la rabia. A: Viriones (220 000x). B: Virion en
el momento de liberar la nucleocépside (100 000x). C: Esquema de la
relacion espacial de las estructuras virales (4).
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[11. El genoma

Cada una de las 5 proteinas que constituyen el virus rébico es
codificada por un gen en el &cido nucleico. La secuencia de los
11932 nucledtidos del genoma de la cepa PV del virus de larabia
(6, 7) ha permitido estudiar los elementos reguladores de la
transcripcion y de la replicacion. La secuencia completa de
aminoacidos fue deducida de la secuencia de los genes que
codifican respectivamente las 5 proteinas: N, NS, M, Gy L. Por
otro lado, el andlisis de las secuencias parciales de diferentes
Lyssavirus ha permitido su estudio comparativo y "evolutivo” (8,
9, 10, 11).

Una peculiaridad del genoma del virus de la rabia es la
existencia de un gran intergen entre los cistrones G y L que
comprende 423 nucledtidos (Figura 2). Esta region que no
codifica e hipervariable fue denominada pseudogen 'll (6). Esta
region posee una sefial de parada de la transcripcion; el complejo
de transcripcion puede ignorar la sefial de parada del gen G y
reconocer aquélla de 'll para producir un ARNm largo G-, dela
proteina G. La transcripcion del gen Gy de'll en un solo ARNm
largo es sistematica para ciertas cepas como Flury HEP (12), o
dternativa para otras como PV, don de las 2 formas de
transcripcion del gen G (ARNm Gy ARNm G-",) coexisten (10).
Se desconoce €l significado bioldgico de estas 2 formas de
transcripcion de la proteina G, pero aparentemente este fenémeno
tiene un papel regulador sobre la tasa de transcripcion del gen
distal L y en consecuencia sobre la expresion del genoma (10).
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Fig. 2.0rganizacion del genoma del virus de larabia (4).

El gen que codifica la proteina N se extiende entre el coddn
ATG enlaposicion 71y el TAA en laposicion 1421. El siguiente
gen comienza en la posicion 1514 (ATG) Y termina en la 2405
(TAA) y codifica la proteina NS. La secuencia que codifica la
proteina M se extiende de la posicion 2496 ala 3101.

IV.Laproteina G

La glicoproteina o proteina G forma las espiculas caracteristicas
de la envoltura de los rhabdovirus. Representa aproximadamente
un tercio de la masa proteinica vira. Se estima que cada envoltura
cuenta con 1800 moléculas asociadas en trimeros (13), 10 que
forma consecuentemente 600 espicul as.

La secuencia de la proteina G madura comporta 504
aminoécidos para las cepas CVS, ERA y PV y 505 para Flury
HEP (12). La proteina G madura es precedida por un péptido
sefid de 19 aminoacidos que es eliminado después de la
traduccion de su ARNm. La proteina G esta constituida por 3
dominios: un ectodominio de 438 aminoacidos, un dominio
transmembranario de 22 aminoécidos y un dominio citoplasmico
de 44 aminoécidos
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(13) (Figura 3). Una pate del dominio citoplésmico es

indispensable para que € ensamble de la proteina G se efectue
normalmente en las particulas virales (13) y para que la proteina sea
inmundgena (14).

i Ectodominio ™ C
| 37 158 204 247 319
/\ IN AN SN
Sitio I1b Sitio la I_'-Zptlz_tqrm Sitio 111
123

Fig. 3.Sitios de glicosilacion potenciales y principales sitios antigénicos
de la proteina G. TM: region transmembranaria. C: region
citoplasmica.

La proteina G es la Unica en estar glicosilada. Los sitios
potenciales de glicosilacion son de tipo N -acetilgalactosamina:
asparagina-Xtreonina o asparagina-X-serina (Figura 3). Las cepas
ERA, CVS, Kelev, PV y Flury HEP poseen de 2 a 4 stios
potenciales de glicosilacion, pero los que se encuentran en posicion
37y 319 son comunes (15, 12). Sin embargo, solamente algunos de
estos sitios son utilizados. Por gjemplo, € sitio potencial 37 no esta
glicosilado en las cepas ERA y CVS, mientras que dos formas de
proteina G coexisten en CVS-11, segln que ella posea una (en
posicion 319) o dos cadenas glicosiladas (en posicion 204 y 319)
(16).

La proteina G es responsable de la adsorcidn especifica del virus
a su receptor potencia presente en la superficie de las células (17).
Después de la endocitosis de la particula viral y su transporte a los
lisosomas, la proteina G, bgjo € efecto de pH &cido (5.7 a6.1) sufre
un cambio de conformacion que le permite unir la envoltura viral
con la membrana lisosomal. Esta fusion tiene por consecuencia
inyectar la NC rébica en e citoplasma donde se desarrollan las
polimerizaciones del ARN viral.



CIENCIA VETERINARIA 7-1996 75

Mutantes resistentes a la neutralizacion pueden ser seleccionadas
con el auxilio de anticuerpos monoclonales especificos. El andlisis
comparativo de las secuencias de aminoacidos de la proteina G de
estos mutantes ha permitido estudiar las bases moleculares de la
virulencia del virus rdbico. Se ha demostrado que cambios en la
estructura primaria influyen sobre la patogenicidad. Asi, el remplazo
de lalisina 198 de las cepas CVS'y ERA por glutamato disminuye la
virulencia para el raton adulto (18, 19, 20). La lisina 198 esta situada
en una region de la proteina G que presenta fuertes analogias con el
asa toxica de la neurotoxin a del veneno de serpiente. Tanto esta
neurotoxina como el virus de la rabia se unen al receptor nicotinico
de la acetilcolina (21, 22). Se ha propuesto que la region de la
proteina G que contiene los aminoacidos 189 a 214 se podria unir al
receptor celular del virus rabico.

Otro aminoécido que ciertamente juega un papel importante en la
virulencia es la arginina 333. Su sustitucion por glutamina, isoleucina
o glicina le hace perder la neurovirulencia para el raton adulto al
virus que porta esta mutacion (18, 23, 24). La cepa Flury HEP, que a
diferencia de otras cepas fijas no es neurovirulenta para el raton
adulto, también posee una glutamina en posicion 333 (12,25). Es
poco probable que la hipotesis sefialada anteriormente, que relaciona
la ausencia de patogenicidad a la incapacidad de infectar las células,
pueda ser verificada por esta segunda categoria de mutantes. Estos
ultimos efectivamente son infecciosos in vitro para los fibroblastos
(25), y se vuelven patdgenos in vivo para el raton cuando son
inoculados no por via intramuscular sino por via estereotaxica en el
striatum (cuerpo estriado) o en el cerebelo (26). Ademas, cuando los
animales son inmunodeprimidos e infectados con un virus mutado en
posicion 333, éste es capaz de invadir estructuras nervios as
normal mente no infectadas por esta cepa viral. Las cepas de virus
rabico apatdgenas (Flury HEP) se vuelven letales para los ratones
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inmunodeprimidos y para los ratones atimicos, deficientes en
linfocitos T (27). Parece entonces posible que la mutacion en
posicion 333 y la pérdida de virulencia que resulta, estén
relacionadas con la capacidad de estos virus a disparar una
importante respuesta inmunitaria del hospedero o aternativa-
mente, y a diferencia de los virus patdgenos, a no

inmunosuprimir sus hospederos.

La estructura antigénica de la proteina G ha sido definida con
auxilio de anticuerpos monoclonales especificos. Asi, tres sitios
antigénicos han sido descritos para las cepas CVS'y ERA: sitios
[, 1l (ab) y 1l (28). ElI sitio Il (a/b) es inmunodominante en el
ratén BALB/c haplotipo H2' y comprende la lisina 198. La
arginina 333 estaincluidaen e sitio 111 (18).

Tres sitios adicionales han sido descritos para la cepa ERA:
[V, V (29) Y VI (30). Los epitopos descritos por |os anti cuerpos
monoclonales son generalmente de tipo conformacional.
Solamente el epitopo correspondiente al sitio VI (epitopo G5)
parece ser de tipo linear ya que €l anticuerpo reconoce la proteina
desnaturalizada (30, 31). Otros dos sitios han sido sefialados
como €l sitio menor "a" y el epitopo "G 1" (32).

La inmunogenicidad de la proteina G depende de su
conformacion tridimensional. Polipéptidos obtenidos  por
fragmentacion quimica son claramente menos inmundgenos que
la proteina entera (14). La proteina G soluble es una forma de la
proteina G, secretada por las células infectadas y ala cual le
faltan los 58 dltimos aminoé&cidos de la porcion COOH -terminal .
A diferencia de la proteina G entera, la proteina G soluble no
induce ninguna proteccion aun cuando continua a ser reconocida
por los anticuerpos monoclonales especificos de los diferentes
sitios (33).

Los anticuerpos inducidos por la proteina G, en su mayoria,
inhiben lainfeccion y por 10 tanto son neutralizantes (34, 35, 36).
Este tipo de anticuerpos son los que permitieron definir los 4
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serotipos de Lyssavirus por serologia cruzada experimental en
animales. Esta clasificacion ha sido confirmada y refinada con
anticuerpos monoclonales anti-G.

La proteina G ha sido expresada en virus recombinantes vaccinia
(V -RG) (37,38) Y adenovirus humano tipo 5 (39). Estos vectores
recombinantes inducen la formacion de anticuerpos neutralizantes
en las especies inoculadas y confiere proteccion contra lainfeccion
rébica. Los anticuerpos neutralizantes aparentemente protegen a
prevenir la fijacion del virus a su receptor celular. También es
posible que actlen por inhibicion de la fusion con la membrana
endosomal a pH é&cido (19).

Por su capacidad de inducir anticuerpos neutralizantes, el
contenido en proteina G de las vacunas contra la rabia ha sido
evaluado para intentar predecir su poder protector. Estas pruebas
utilizan la técnica de inmunodifusion radial o las pruebas
inmunoenzimaticas (40, 41,42).

Los anticuerpos neutralizantes son considerados clasicamente
como €l factor inmunitario méas importante para la proteccion (43).
En consecuencia, inducirlos es e principa objetivo de la
vacunacion preventiva. También se utilizan en seroterapia como
complemento de la vacunacion antirrébica posexposicion.

V. LaproteinaN

La proteina N deriva su nombre de nucleoprotein y es € principa
constituyente de la NC (alrededor de 90% de sus proteinas) con

1750 moléculas. Se encuentraasociadaa ARN vird y alaproteina
NS. La proteina N no esta glicosilada, a pesar de la existencia de
sitios potenciales. Contrariamente a VSV, la proteina N del virus
de la rabia esta fosforilada (44) por la serina en posicion 377 (45).

LaproteinaN aparentemente regula el equilibrio entre la
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transcripciéon (formacion de los ARNm para la sintesis de las
proteinas virales) y la replicacion (multiplicacion del ARN vird),
ademas de proteger a ARN recién sintetizado de los ataques
enzimaticos y conferirle estabilidad funcional.

La secuencia de los 450 aminoécidos de la proteina N presenta
pocas variaciones entre las diferentes cepas, a diferencia de la
proteina G (15,46). Como también la proteina N es la méas
abundante en el sistema nervioso central y los cultivos celulares,
nada mas natural que esta proteina sea el antigeno que se detecta
en € diagnéstico de laboratorio por la técnica de inmuno-
fluorescencia (vale la pena hacer notar que existe disponible en el
comercio un conjugado antirrabico antinucleocdpside, que es
dirigido mas especificamente contra esta proteina). Sin embargo,
desde el punto de vista de la antigenicidad, existen diferencias que
han permitido confirmar la clasificacion de los 4 serotipos con esta
proteina (47, 48). Ciertos anticuerpos monoclonales pueden ser
utilizados como marcadores que permiten identificar con precision
los serotipos y, a interior del serotipo 1, de reconocer ciertas
cepas vacunaes como Flury HEP.

Tres sitios antigénicos han sido identificados sobre |la proteina
N por medio de pruebas de competicion entre anticuerpos
monoclonales especificos de esta proteina (49). La localizacion
topografica de dos de estos sitios ha sido establecida por andlisis
inmunoquimico de fragmentos enzimaticos de la proteina N (50)
(Figura 4).
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Fig. 4.Localizacion del sitio de fosforilacion (D) en laposicion 377 dey de
2 de los sitios antigénicos de la proteina N (4).

A diferencia de la proteina G, la proteina N posee varios
epitopos T (51, 52), y aun B, que son comunes a varios serotipos.
Esto parece ser consecuencia de que la proteina N es
relativamente conservada (49,53).

S610 recientemente, la proteina N y la NC han sido
consideradas como elementos que pueden jugar un papel en e
poder protector de las vacunas contra la rabia Esto resulta
aparentemente, desde € inicio de los estudios, de un vicio
experimental. Las pruebas utilizadas para medir el poder protector
de las vacunas contra la rabia utilizan la via intracerebral como via
de inoculacion del virus de desafio (54, 55). La infeccién por esta
via fue seleccionada porque es la Unica que permite obtener una
mortalidad muy reproducible. Esta via de inoculacion sblo
permite, en realidad, evaluar la capacidad de una vacunas de
inducir anticuerpos neutralizantes (56). Como los anticuerpos
inducidos por la NC no son neutralizantes, era imposible poner en
evidencia el poder protector de la proteina N o de la NC,
utilizando esta via.

Por € contrario, utilizando la via intramuscular, se ha
establecido que la NC juega un papel importante en la proteccion.
En efecto, se ha demostrado que laNC y la proteina N purificadas
confieren proteccion contra un desafio intramuscular con virus de
larabia (57, 58,59,60,61,62,63,64).
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La NC protege contra cualquier cepa o serotipo de Lyssavirus
de desafio. Esta propiedad le confiere superioridad a la NC sobre
la proteina G, que solamente induce proteccion para el serotipo a
cual pertenece. La NC no induce por ella misma la produccion de
anticuerpos neutralizantes. Los mecanismos implicados en el
poder protector de la NC permanecen inexplicados por €
momento, pero probablemente las propiedades superantigénicas
delaNCy delaproteina N tengan algo que ver.

En efecto, se ha demostrado recientemente que la NC y la
proteina N son superantigenos (SAQ) (65, 66). Los SAg son
antigenos particulares a contacto de los cuales las
manifestaciones inmunitarias presentan una amplitud excepcional.
A diferencia de los antigenos clasi cos que, asociados a una
molécula de clase Il del complego principal de
histocompatibilidad inducen la activacion de una cantidad
restrictiva de clones de linfocitos T altamente especificos, los SAg
son capaces de activar fuertemente los linfocitos de manera
policlonal sin importar su especificidad. La unica condicion es que
expresen una cierta cadena VI3 del receptor T (TCR) (Figura 5).
Asi los SAg activan generalmente arededor de 10 000 veces mas
linfocitos que los antigenos. La expansion policlonal genera una
produccion masiva de citocinas'y es seguida, en la mayor parte de
los casos, por la aparicion de un estado de no respuesta. La
instalacion de un estado de no respuesta consecutivo a la
estimulacion superantigénica, se interpreta como €l enrolamiento
de los linfocitos que portan esta cadena V enuna via de activacion
incompleta.

Los SAg son producidos por diferentes microorganismos.
Ciertas bacterias secretan exotoxinas, como las toxinas del
estafilococo A, B o €l TSST -1 que estén asociadas a los signos de
choque toxico y a efectos inmunosupre sores (67). Ciertos
micoplasmas (Mycoplasma arthridis) y virus también han sido
descritos como SAg (68, 69, 70). La existencia de SAg virales fue
demoestrada inicialmente en el ratdn por |os retrovirus murinos
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que inducen tumores de las glandulas mamarias (MMTV mouse
mammary tumor virus) y modifican la expresion de ciertas familias
de linfocitos (70). Con el descubrimiento del superantigeno del
virus de la rabia, € campo de estudio de los SAg virales se vio
ampliado a sistemainmune humano.

La NC y la proteina N, en efecto, se fijan alas moléculas de
clase Il del complegjo principa de histocompatibilidad y no
necesitan de procesamiento antigénico; en el caso de larabia, esta
union se lleva a cabo sin intervencion del CD4 (Figura 5). La NC
y la proteina N estimulan especificamente a familias VIR
particulares tanto in vitro en e hombre (VI3) como in vivo en €
raon (VR2, VR6, VR7). La NC provoca la deplecion de los
linfocitos de estas familias en los ratones lactantes cuando son
inyectados durante su periodo neonatal (65, 66). EI
descubrimiento de estas nuevas propiedades explica el interés
hacia la NC mostrado en el campo de la inmunogenicidad de las
vacunas.

El desconocimiento de las propiedades protectoras de la NC se
tradujo durante mucho tiempo por la ausencia de una prueba de
deteccion de la NC en las vacunas. El contenido de NC libre de
las vacunas contra la rabia ha sido evaluado indirectamente por la
disminucion de titulo de un suero anti-NC, después de haber sido
incubado con diferentes diluciones de vacuna (71). Sin embargo,
actualmente existe ya una prueba de captura de antigeno, que
permite evaluar el contenido en proteina N libre en una vacuna
contralarabia (72).

VI. LaproteinaNS

La proteina NS, con sus 900-950 moléculas, es un componente
estructural menor (2-11 %) del virion. Sin embargo, esta proteina
se acumula en el citoplasma de las células infectadas. De esta
propiedad, la proteina NS toma su designacion inicial de no
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estructural. Se trata de una fosfoproteina de 297 aminoacidos (6).

Inicialmente se habia propuesto que esta proteina hacia parte de
la envoltura (73); por esta razon, le fue atribuida la denominacion
M 1, por primera proteina de membrana no glicosilada
Posteriormente, se demostr6 que no forma parte de la membrana
sino de laNC (74,45). La proteina M| rabicay laNS de VSV son
dos denominaciones de la misma proteina y solamente la
denominacién NS debe ser empleada para todos los rhabdovirus

A3).

Con auxilio de anti cuerpos monoclonales han sido descritos 2
stios antigenicos (49). El perfil hidropatico muestra que ésta es la
mas hidrofilica de las 5 proteinas del virus de la rabia, con la
mayor parte de los aminoécidos hidrofilicos en los primeros 2
tercios a partir de la terminacion amino. Una region
particularmente hidrofilica se localiza entre los aminoécidos 139 y
170 (posicion nucleotidica 1928 a 2023). Otro dato interesante es
que esta porcidn contiene 13 de los 40 sitios de fosforilacion de
serinay treonina.

Su localizacion topografica ha sido establecida por estudios
inmunoquimicos de fracciones enzimaticas de la proteina NS (50).
También han sido descritos epitopos T (75). Todavia se
desconoce el papel que juega esta proteina en la proteccion.
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Reconocimiento del antigeno

Reconocimiento del antigena
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Fig. 5.Esquema de la estimulacion de los linfocitos T cooperadores por
interaccion del TCR con un antigeno (figura superior) o con el
superantigeno de larabia (figura inferior) (4).

M.C.H.: Molécula de clase Il del complejo principal de
histocompatibilidad. TCR: Receptor de los linfocitos T.
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VII. LaproteinaM

La proteina M es la menor de las proteinas del virus de la rabia,
pero representa casi 30% de las proteinas totales del virién (1650-
1700 moléculas para VSV). Se trata de una proteina muy bésica,
no glicosilada, de 200 aminoéacidos de longitud. A diferencia de
VSV, la proteina M del virus de la rabia no esta fosforilada. La
secuencia exhibe un segmento central rico en aminoécidos
hidrofébicos, o que sugiere que tiene una alta probabilidad de
unirse a membranas. Esto es relevante, ya que como la proteina M
se localiza en la parte interna de la envoltura lipidica, puede
interactuar con la bicapa lipidica y con e corazén de la
ribonucleoproteina (46).

La localizacion de la proteina M en € citoplasma durante el
ciclo vira y en € virion no han sido demostradas claramente.
Solo se ha demostrado: que no estd expuesta en la superficie del
virion, como lo demuestra su resistencia a la hidrélisis cuando los
viriones son sometidos a la accién de enzimas proteoliticas
(76,77) y que interactta fuertemente con la NC (74,78).

En e modelo estructural mas aceptado, la proteina M rébica
forma parte de lamembrana vira y sirve de union entre laNC y la
envoltura viral (77,79). Sin embargo, dternativamente esta
proteina podria encontrarse en el interior de la NC, como se ha
demostrado en microscopia electronica en VSV por medio de anti
cuerpos monoclonales anti-M y anti-N marcados con oro coloidal
(5). Esta hipétesis estaria de acuerdo con los primeros esquemas
del virus rébico que representan a la proteina M en el centro de la
NC. En este caso, la envoltura viral no estaria constituida mas que
de proteina G, y la NC ganaria una cuarta proteina (Figura 6).



CIENCIA VETERINARIA 7-1996

proteina NS

ARM wiral

proteina L

O

proteina G

~

proteina M

protaina

Fig. 6. Modelo del virus de larabia que propone que laproleinaM estden el

interior de lanucleocépside.
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Por analogia con las observaciones realizadas en VS V (80), en las
que un fragmento de proteina M bloquea la transcripcion viral, y por
el hecho de que anti cuerpos anti -M rédbica inoculados por
microinyeccion en la célula infectada aumentan la produccion viral
(81), pareceria que la proteina M juega un papel regulador importante
en el ciclo del virus de larabia.

VIIl. LaproteinaL

Denominada L por large (grande), a causa de su peso molecular (190
kD), la proteina L posee multiples funciones enziméticas (82). Esta
proteina es la ARN -polimerasa ARN-dependiente, estrechamente
asociada a la proteina NS. La proteina L es la mas conservada de
todas las proteinas de 105 virus ARN monocatenarios de polaridad
negativa (7). Esta estabilidad aparentemente resulta de la necesidad
de conservar las funciones enzimaticas vitales para el virus. Ningln
anticuerpo monoclonal especifico de la proteina L del virus rébico ha
sido obtenido hasta hoy, lo que aparentemente refleja el caracter
"universal" de los motivos antigénicos que ella posee.

I X. Infeccion

|. Especies susceptibles

Aunque en principio todos los animales homeotermos pueden ser
infectados por el virus de la rabia, la sensibilidad de las aves es muy
atenuada. El virus provoca en ellas una enfermedad pasajera de

evolucion muy lenta después de la inoculacion intracerebral y la

enfermedad no existe en la naturaleza (83, 84). En los mamiferos,

unavez declarada, la enfermedad siempre tiene una salida fatal, pero
existen importantes variaciones de sensibilidad o de virulencia.
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Ciertos animaes, como € perro, € zorro, € murciélago y otros,
son extremamente sensibles a la rabia y constituyen los reservorios
ded virus, lo que plantea problemas epizodticos y epidemiol bgicos.
Otros mamiferos como los roedores no representan peligro para la
fauna silvestre porque normamente no desarrollan rabia furiosa, sino
al contrario, una forma paralitica. Si los roedores son los modelos de
experimentacion animal para la infeccién rabica, es porque las cepas
rébicas han sido adaptadas en ellos y que puede practicarseles la via
de infeccion intracerebral, aungue no seala via de infeccion natural.

2. Vias de entrada

La via de entrada del virus es capital para su futuro. En €
laboratorio, la inoculacion intracerebral vuelve a los animales mas
sensibles a la rabia que la via intramuscular, 1o que explica que la
infeccion por esta via sea un méodo clasico de diagnostico de la
rabia

3. Edad

La edad tiene unainfluenciaimportante sobre la sensibilidad.

De estaforma, la cepa ERA inyectada por via intraperitoneal es leta
s € raton tiene 4 semanas de edad, pero no 1o es mas cuando € ratén
alcanza 8 a 12 semanas; es decir, cuando adquieren la madurez de su
sistema inmune. En & hombre se observa igualmente una incidencia
de rabia mucho mas elevada en los nifios entre 5 y 6 afos. Pero esto
no se origina probablemente de una mayor sensibilidad, sino mas
bien de su curiosidad por los animales silvestres 0 desconocidos y de
su ignorancia de los peligros que representan.
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4. Organos afectados

Ciertos Organos y tejidos son més permisibles a la infeccion rébica
que otros. El sistema nervioso central, las glandulas salivares y los
tejidos renales son los tejidos de eleccion del virus rabico. Sin
embargo, la sensibilidad parec e depender del estado de
diferenciacion de las células: si el virus de la rabia es pantropo en el
embridn, se vuelve neurotropo en el pollito.

5. Sexo

En el ratdn, el sexo puede influir sobre la sensibilidad ala rabia.
Los ratones hembras de las lineas BALB/c y DBA/2 son mas
sensibles a la rabia que 105 machos (85). Por el contrario, en la
especie humana se observa mayor incidencia de rabia en 105
hombres. Sin duda, esta diferencia no se origina de una sensibilidad
diferente al virus sino, como en el ca so de la edad, aparentemente
resulta de un comportamiento social diferente, que Ileva mas
frecuentemente a los hombres que alas mujeres, a aproximarse a
animales silvestres o desconocidos.

6. Adaptacion al cultivo celular

Para la adaptacion al cultivo celular, los primeros ensayos fueron
efectuados en tejidos nerviosos. Posteriormente, la utilizacion de 105
cultivos fibroblasticos de rifion de hamster y de cerdo, en los cuales
el virus se desarrolla muy bien, ha permitido la fabricacion de
vacunas. Actualmente, las lineas mas corrientemente empleadas para
aislar y producir virus son las células BHK -21 (rifion de hamster),
NIL-2 (embrion de hdmster), Yero (rifion de mono verde africano),
WI-38 (diploides de fibroblastos de pulmén de embrion huma no),
MRC-5 (diploides de epitelio humano) y Neuro -2a (neuroblastoma
de ratdn).
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7. Bases moleculares de la virulencia

La adaptacion de las cepas de virus rabico a su sustrato celular
favorece la virulencia. Desde € inicio de sus nvestigaciones, Louis
Pasteur clasifico los virus de larabiaen 2 categorias: @) los virus de la
cale, adados en campo y que causan la enfermedad después de una
inoculacién periférica en animales de laboratorio y b) bbs virus fijos,
manipulados en € laboratorio, que en general no causan enfermedad
sino después de una inoculacion intracerebral. EI nombre virus de la
calle se refiere a las cepas aidadas en medio urbano, mientras que €
de virus fijos se refiere a la fijacion de tiempo de incubacion en una
especie determinada.

La estructura de la proteina G también tiene gran influencia sobre
la virulencia de las cepas. Los mutantes con una sustitucion de
aminoécidos en las posiciones 1980333 son menos virulentos en
dertas condiciones que varian seguin la especie, la edad y € estado
inmunitario del hospedero.

Aungue € virus rébico haya sido adaptado in vitro avarias lineas
fibroblasticas de mamiferos, su blanco principal in vivo es la
neurona. Sin embargo, un estudio realizado en 1965 en € congo ha
sefidlado la presencia de particulas infecciosas del virus rébico en
céulas sanguineas periféricas durante la enfermedad (87).
Aparentemente porque la viremia no es un evento importante de esta
enfermedad (88, 89), la infeccidn de los linfocitos por € virus de la
rabia no fue publicada mas hasta 1994, cuando se describié que esta
infeccion induce la apoptosis (4). Este mecanismo ta vez explique €
estado de inmunosupresién observado en |os casos de rabia.

8. Bases moleculares de la susceptibilidad

Experienciasin vitro realizadas con fibroblastos y neuroblastomas
sugieren la existencia de receptores saturables y especificos para €
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Virus rébico (17). Sin embargo, su identificacion incontestable no ha
sido obtenida todavia. Parece ser que € receptor del virus de larabia
depende de la naturaleza de la célula hospedera. De estamanera, S se
ha demostrado que los gangliosidos juegan un papel en la adsorcion
del virus rébico alos fibroblastos (86) y que €l receptor nicotinico de
la acetilcolina estd implicado en su fijacion aas células musculares,
el receptor especifico del virus sobre las neuronas no ha sido
identificado todavia

9. Accién de | os anticuer pos neutralizantes

La conformacion de la proteina G se modifica bgjo efecto del pH
&cido y se revelan regiones hidrofobas que permiten su unién a la
membrana lisosomal (13,90). Probablemente algunos anticuerpos
anti-G neutralizan € virus rabico a inhibir la etapa de fusién (19),
mientras gque otros anticuerpos aparentemente neutralizan €l virus por
una via més clésica, que es aqud la de inhibir la adsorcién de la
proteina G a su o sus receptores sobre la célula hospedera.

X. Cicloviral

Las células no poseen enzimas capaces de replicar el ARN viral. Por
lo tanto, las particulas virales deben codificar y transportar su propia
ARN-polimerasa ARN-dependiente (la proteina L) para iniciamente
transcribir e genoma en varias cadenas positivas (ARNmM) y
posteriormente sintetizar un ARN antigendmico positivo. Las cadenas
positivas de ARNm son utilizadas para sintetizar |as proteinas virales
en los polisomas. La cadena antigendmica es utilizada como matriz
intermediaria paralareplicacion del ARN viral de polaridad negativa.
Estas reacciones se llevan a cabo en € citoplasma.
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La transcripcion sigue € orden de los genes en € genoma y
produce en cantidades decrecientes el ARN lider y posteriormente los
5 ARNmM monocistrénicos, encasguetados y poliadenilados,
correspondientes alas proteinas N, NS, M, G Y L.

Las proteinas N, NS Y L recién formadas se asocian con el ARN
viral y forman la NC. La funcion de la proteina N aparentemente es
proteger e ARN gendmico de la degradacidn enzimatica por parte del
hospedero. Enseguida, se piensa que la NC estabilizada por la
proteina M se adhiere a fragmentos de la membrana citoplasmica que
contienen moléculas de proteina G. La asociacién conduce
aparentemente a la gemacion de una particula viral a partir de la
membrana plasmatica o del reticulo endoplasmico (91).
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