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1.RESUMEN

El presente estudio compara la respuesta del virus rébi-
co frente a tintura de yodo, jugo de 1limén, mercurio cromo al
2%, detergente, jabon de bafio, alcohol isopropilico al 70%:
que son substancias utilizadas como medida de primeros auxi -
lios, en casos en que los pacientes son atacados por animales
rabiosos, y no cuentan con la vacuna antirrébica.

Estas substanclas en su presentacién original, se
enfrentaron a una dilucién de virus estandarizado, en la cual
ge utilizaron 20 dosis letales, capaces de producir la enfer-
medad rébica, estas substancias fueron aplicadas, en heridas
semejantes a las ocasionadas por mordedura de animal rabioso,
después de los cuales fueron identificados los animales ino-
culados, y sometidos a observaci6én durante un periodo de 21
dias, en cada uno de los ensayos de las seis substancias
trabajadas se llegd a la obtencidén de resultados, los cuales
reflejan que ninguna sustancia de las enfrentadas al virus es
capdz de evitar que se desarrolle la enfermedad rébica y que
gigue siendo la vacunacién una medida inmunoprofildctica

necesarla, para contrarestar la enfermedad rabica.
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2. INTRODUCCION

La rabia es un enfermedad viral que sigue teniendo alto
grado de importancia en ls actualidad, pués aunque se ha lo-
grado controlar a nivel urbano existen muchos animales en el
campo los cuales son afectados por esta infeccién, v que son
la fuente primaria de la transmisién al hombre.

La enfermedad ataca el sistema nervioso y conduce a la
muerte. sin embargo, utilizando medidas adecuadas vy depen-
diendo de la severidad de la lesién es posible prevenirla.

Se ha utilizado algunas sustancias de uso comin como
medida de primeros auxilios en los casos en que las personas
han side atacadas por un animal con rabia, se tiene duda res-
pecto a la accién que puedan elercer estas sustanclas sobre
el virus in vivo.

El gpresente estudio tiene como fin conocer la respuesta
del virus rabico: frente a clertas sustancias que han venido
siendo utilizadas en heridas ocacionadas por mordedura de

animal rabioso; se enfrent$ el virus en sus dosis letal, con

las sustancias a ser eme ‘;,alcohol isopropilico al 70%,

merbromina: Jjugo de liméﬁf*oetqréégygg jabon de bafio vy tintu-
ra de yodo en su presentacién orig?ggfég"n
&
Los ensayos fueron realizado;\é'_ eghde tipo albino

suizo cepa CD; de 3-4 semanas de edad, si ! M el sexo.

o
dias y se anotaron los cambios de conducta de los ratones, vy
se obtuvieron los reaultados de nmuerte o sobrevivencia

(+ &6 =).




3. ANTECEDENTES
3.1 VIRUS DE TA RABIA

3.1 ETHOINGIA

El virus rabico pertenece al género Lysssavirus. familia
Rhabdoviridae. Hasta fines del decenin de 1960 se pensaba
que. tanto desde el punto de vista serolégico, el virus
rébico constituia una entidad completa. Bin embargo, el
aislamiento y la identificacién en Africa de varios virus
semejantes al rdbico que producen enfermedades similares a la
rdbia. han modificado este concepto y planteado interrogantes
acerca de las relaciones que guardan entre si los componen-
tes del grupo de virus rébico (Lyssavirus) y de su diagnés—
tico diferencial, especialmente las cepas atipicas. Asi el
conocimiento de las propiedades fisicogquimicas vy biolégicas
de estos virus. incluyende su antiguedad, rroporciona la base
rara el diagndstico diferencial v facilita el control de la

rabia y de las enfermedades semejantes a ésta. <1>

3.1.2 CLASIFICACION DEL VIRUS

El virus rédbico pertenece al género Lyssavirus, familia
Rhahdoviridae. El género ge identifica con varios
serotipos:
3.1.2.1 Serotipo 1:

CVS (Challenge Virus Standard. Cepa Prototipe de virus

rdbico patrdén de prueba) Incluye la mayor parte de los virus




encontrados v de 1las cepas de laboratorio de los distintos
ralses, asl como los aislados por primera vez en roedores en
Furopa Central. <1.2>
3.1.2.2 Serotipo 2:

Virus Murciélagos lagos (Lagos Bat Virus o LBV). aislado
de tres especies de quirépteros frugivoros en Nigeria, Repu-

blica Centroafricana y Sudafrica <3-5>.

3.1.2.3 Serotipo 3:
Virus Mokola  (MOK), aislado de Musarafias Africanas
(Crocida spp.). de dos casos hmmanos y mas recientemente de

gatos y un perro (Foggin, 1983), en Nigeria. Camerin vy

Zimbabwe <3,4>.

3.1.2.4 Serotipo 4:

Virus Duvenhage (DUV), aislado de un hombre mordido por

un marciélago en Sudafrica <3>.

3.1.2.5 Serotipo b:

Virus Kotonkan (KON), aislade de culicoides en Nigeria

<3>.

3.1.2.8 Serotipo 6:

Virus Obodhiang (OBOD), aislado de Mosgquitos Manscnia
Uniformis (nombre cientifico) en Sudan <1.3>.

Los serotipos 2.3,4.5.8. reciben la denominacidn de:
virus relacionados con el de la rédbia. Nineuno de estos vi-
rug afines al rabicon parecen por szhora Lener moucha  importan-
cia epideminlagica, a1 bien MOIKE Y DWW han causado alpunng

easog de enfermedad humana v mierte.




El virus KON causa. segin parece una enfermedad en bovinos
similar a la fiebre efimera bovina <3>.

Los virus relacionados con el réabico pueden presentar
clerto grado de reaccidén cruzada con las prueba de inmuno-
fluorescencia y fijacién de complemento los serotipos MOK v

LBV producen cuerpos de negri <3>.

3.1.3 PROPIEDADES DEL VIRUS

El virus rédbico es sensible a: la ebullicién. se inac-
tiva a los 15 minutos de calentamiento a 70 c. <8>, o a 56
durante 30 a B0 minutos <7>: las radiaciones ultravioleta
destruyen rdpidamente el virus. la rasteurizacion, disolven-
tes de la grasa (solucion de Jjabon, éter, cloroformo v
acetona}, etanol al  45-70%. preparados vodados, cloruro
mercarico, formol, &cido y bases. amdénio cuvaternario <7>.

El fenol, cloroformo y el éter son eficaces, pero re-
quieren mucho tiempo para inactivar al virus. El 4&cido
nucleico es facilmente inactivado por la B-propiolactona <7>.

El virus es resistente a la desecacidén, congelacidn,
descongelacion repetidas <8> y es estable en un pH de'7.4 a
9.0 <9>. La liofilizacién <1> conserva el virus. pero la
desecacidn lenta lo destruve. Las sulfonamidas. penicilina Y
estreptomicina <2> no lo afectan y suelen usarse para alslar-
lo a partir de productos contaminados <105,

Em conserva en glicerina al 50% por win afic v en congela-

cidn par mas tiempo <11.125.




3.1.4 ESTRUCTURA

El wvirus estd constituido por wuna molécula ARN
monocatenario, complementaria al ARN mensajero, rodeada por

una capside proteinica <3>.
El complejo mucleocapsidico se encuentra rodeado por una

envoltura lipoproteinica compuesta por doble capa lipidica y

proteinas de envoltura <13>.

3.1.5 ENVOLTURA

La enveltura puede invaginarse en el extremo plano de la
particula determinanco le que se denomina canal axial. En
ocasiones, purde formar un apéndice vesicular en esa misma
ZONRA.

El virén opresenta en su superficie proyecciones espi-
culares, cuyo grosor oscila entre 6 v 8 nm, que terminan
distalmente en forma de botén v que no cubren el extremo
rlano de virén. Mediante técnicas de tincién negativa se
vbserva que las espiculas aparecen distribuidas al azar o
bien ordenadas en hilera en forma de panal de abejas, refle-
Jando una simetria subyacente <13>.

Se ha congsiderado tradicionalmente gque la envoltura del
virus rdbico presenta tres proteinas. las que fueron identi-
ficadas por electroforesis en gel de poliacrilamida. La
glicorroteina (G) aparece asociada a las proyecciones
espiculares, vy es la unica proteina superficial. A Las otras
dos proteinaz de envoliura son M1 y M2. Todas ellas han sido
exhuastivamente estudiadas y sus pesos moleculares y propor-

ciones relativags  determinados por distintos autores. Se

5
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asigna a esta proteina un peso molecular que varia ligeramen—
te segin la cepa de virus de que se trate y el método
de purificacién utilizado, y que oscila para G entre 80,000 y
65.000 D. para M1 entre 43,000 v 37,000 D y para M2 entre
25,000 y 20.000 D <14-16>.

Zaides en 1979 <15> sugirié POr primera vez que Ml es
una proteina asociada a la nucleocapside y no a la envoltura
v la denominé entonces NS (seroneutralizacién), por analogia
con la del virus de la estomat{tis vesicular (VSV). Estudios
recientes realizados confirman la teoris de que la proteina
M. estaria en realidad asociada al complejo nuclocapsidico y
no a la membrana. como se creia. Esto se deduce de estudios
efectuados yor electroforesis en gel de policrilamina en pre-
sencia de dodecilsulfato de sodio, (SDS-PAGE) y por técnicas
de inmunoprecipitacién mientras que los eafuerzos por visua-
lizarla en la superficie de las células infectadas, tanto por
inmunofluorecencia como por  inmunoelectromicroscopia. han
8ido infructuosos. 8e trata de una proteina fosforilada, aue
se resuelve por corrida SDS-Page en dos especies. una alta-
mente fosforilada y la otra menos con peso moleculares de
42,000 v 38,000 respectivamente.

De acuerdo a estos hallazgos., las proteinas de membrana
serian solamente dos, M2 o simplemente M v G. Se considera
que ¥ prodria tener una funcidn durante el proceso de brota-
cién: el apdlisis triptico de los péptidos que la componen
meatra considerables diferencias dentro de un mismo serotipo

La glicoproteina aislada de virus rdabico cultivado en

7




células BHK 21 contiene 2.9% de carhohidratoa, que son:

manosa, galactosa, N-acetilglucosamida, acidoneuraminico vy
fucosa. Presenta tres cadenas de oligosaciridos de diferen-
tes pesos moleculares 3400, 2800 y 2500 D, respectivamente.

El contenido de &cido sidlico en 1la glicorroteina del
virus rdbico puede variar de acuerdo a las condiciones de
crecimiento, siendo menor en virus que miltiplican a 37°c que
en los que replican a 33° pero siempre hay al menos una mo—
lécula de 4cido siidlico en cada cadena poliosidica <17,18>.

La glicoproteina es la proteina espicular, se proyects
fuera de la membrana viral y puede ser importante en el
proceso de adsorcién en el ciclo infectivo <19,20>.

La envoltura del wvirus rabico contiene un 24% de
lipidos, siendo el colesterol el mas abundante; esfingomie-
lina, foéfatidilcolina v fosfatidiletanolamina los A&cidos
Erasos en mayor proporcién son el palmitico, estedrico v

oleico <21,22>.

3.1.6 NUCLEOCAPSIDE

La muclocdpside esta compuesta por'una capa proteinica y
el acido nucléico viral. Presenta aspecto estriado, lo que
se debe a una cadena ribonucloproteinica que da unas 20 a 35
vueltaa, formando un cilindro de 50 nm. de ancho ¥y aproxi-
madamente 165 nm de largo. La pefiodicidad eg de 4.5 nm sin
embargo, la nuclocdpside de ciértas rreparaciones de parti-

cualas infectivas puede ser més corta ¥ ¢on menor numero de

vueltas <23,24>,




5¢ ha detectado por separacidén de geles de rolia-
crilamida que la nucleocdpside del wvirus rabico contiene un
rolipéptido mayor, la proteina N y otro menor, la proteina L.
La proteina N es fésforilada, su peso molecular puede oscilar
entre 54,000 y 62,000 D segin la cepa de virus estudiada v el
tratamiento de purificacidn utilizado <14-16>.

Representa del 30% al 34% del total de proteinas virales
Al estudiar esta proteina en distintas cepas de virus rébico
SD5-Page no se observd diferencias gignificativas. El ana-
lisis triptico de los péptidos también mostrd gran similitud
entre las cepas que pertenecen al mismo serotipo vy aquellas
que pertenecen a distinto serotipo <25.26>.

La proteina L fue descubierta en 1977 por England vy
Madore <ZZ>. ©Se encuentra en baja proporcién vy su peso
molecular es de aproximadamente  200,000. Diestzschold vy
colaboradores. demostraron que las cepas de virus HEP v ERA
contienen 17 yv 37 moléculas por virdn. respectivamente: mien-
tras que las cepags CVS vy PM contienen 150 v 104 moléculas por

virdn respectivamente. ;Sewgree que [ existe en estrecha aso-
R Nl

e e \ .a? )
ge detecta transcripeidn primaria  en presencia 0 1c.€yéx1~
.

Sy
mida ¥ porque en el citoplasma de células infectadas aparecen

nadenas de ARN cortas, v complementarias del genoma <29.30>.

9
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Hallazgos recientes evidencian que el ARN viral tiéne un
coeficiente de sedimentacién de 42 S v un pese molecular de
3.83x10 6 D <24>. En corrida en gel de urea acida emigra con
el ARN del virus de la estomatitis vesicular. cuyo PM fuera
establecido en 3.82 (+ ~) 0.14 6 D <25>. Previamente el PM
del virus rébico habia sido calculado en 4.6 X 10 6 D por sus

propiedades de sedimentacidn en gradientes de sacarosa <31>.

3.1_.7 FORMA Y TAMARO
Presenta forma de bala con un extremo cénico y el otro
plano, el tamafio promedio 180 por 75 nm. Este tamafioc puede

variar segun la cepa y las condiciones de replicacién,

3.1.8 SINTESIS DE PROTEINAS VIRALES

Se ha logrado establecer la codificacién de las protei-
nas virales: cada una de las cuales tiene el mismo orden v es
de 37 a L7 N-M (nb) M2 (M)-L.

Los genes que codifican la glicoproteina no han logrado
ubicarse; pero se estimaron que podrian hallarse entre M y L.
De ser aszi; el mapa genético del virus rébice resultaria muy
similar al del virus de la estomatitis vesicular.

Wanner en 1880 <32>., logrd la traduccion de proteinas
virales en oocitos de Xenopus laevis por la microinyeccidn de
diatintos ARNm obtenlidos de células BHE:21:13 D infectadas
con virus de la cepa ERA v posteriormente separados en gra-
dientes de sacarosa. Identificd las proteinas obtenidas por
inmunopracipitacion con anticuerpos monoclonales antiglico-

roteina v antinuclocipside. fBe confirmd asi una vez mds la
P h p

i0

il




sintesls independiente de las distintas proteinas a partir de
ARN monocistrénico.

Se determindé recientemente la secuencia de aminodcidos
de la glicoproteina del virus de la cepa ERA por clonado en
plasmido pBR322 en Escherichia coli K 12 (x 1776) de un ADNc
derivado del ARNm, que 1la codifica. Obtuvieron un po-
lipétido de 524 aminodcidos de los cuales los 19 primeros
presentan probablemente un polipeptido sefial . La proteina
sintetizada presenta una zona altamente hidrofébica entre los
residuos 440 y 461. Los autores sugieren que la regién que
abarca desde el residuo 440 hasta el extremo carboxiterminal
constituiria el dominio de transmembrana. Pudieron locali-
zar asi mismo, cuatro sitlos aceptores de carbohidratos, tres
de los cuales se localizan hacla el extremo aminoterminal del
segmento de trasmembrena propuesto. Por otra parte, se han
encontrado en la capa ERA tres cadenas de carbohidratos, 1lo
que concuerda con los sitios aceptores propuestos, excepto el

que se encuentra  en el dominio citoplasméatico  <33>.

3.1.9 COMPOSICION ANTIGENA

Las particulas de virus presentan dos grupos antigénicos
principales. El primero, asociado a la superficie viral,
estd constituido por la glicoproteina y el segundo por la
nucleoproteina interna. La glicoproteina, asociada a proyec—
clones espiculares en la superficie externa del virién, es el
antigeno principalmente responsable de 1la infectividad, la

actividad hemaglutinante y 1a formacién de anticuerpos neu-

traiizantes (eprecificos de asrotipo)., asi comn de conferipr
11




inmunidad frente a la infeccidén letal por virus rabico <34>.
La formacién de anticuerpos inmmunoprecipitantes e
inmunoflurescentes v el 77% de 1a actividad fijadora de com—
rlemento eatan relacionados en cambio con el antigeno ribomu-
nuleoproteinico, el cual es especifico de grupo, comiin a

todos les virus rédbicos <17.35>.

Dada la importancia de la glicoproteina del virus como
antigeno protector. se han hecho numerosos esfuerzos para
aislarla y purificarla, Mediante el tratamiento del virus
con triton X-10 Dietzschold, Cox v colaboradores. tuvieron
éxito en ese intento. La glicoproteina resultante fue
antigeno pero perdid su capacidad hemaglutinante.

Posteriormente, consiguieron intercambiar el +tritén X-
10 por un detergente no idnico facilmente eliminable por
diAlisis, lo cual les permitié reéuperar la actividad
hemaglutinante y obtener un antigeno de capacidad protectora
comparable a la de una vacuna de virus inactivado <36>. 8in
embargo, la respuesta inmunolégica es mayvor que la de las
vacunas de viricnes completos, lo que podria deberse a la
mayor compledidad conformaciohal de éstos. posiblemente por
la asociacitn de G a los lipidos de membrana <32>.

Recientemente, utilizando 1la ingenieria genética, se
establecié la secuencia de aminoidcidos de la glicorproteina.
Gracias a este conocimiento vy al desarrcllo de la téenica de
anticuerpos monoclonales, se estdn conociendo los determinan-—

tes antigfnicos de la glicoproteina. Con esta técrica ne

12
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pueden detectar diferencias antigénicas tan pequefiss como las
resuitantes del cambilo de un Gnico aminodcido en la secuencia
total, pudiendo éste afectar drasticamente 1a infectividad
del virus.

Estudios recientes por digestién de la glicoproteina con
bromuro de clandgeno, permitieron determinar que tres de los
péptidos obtenidos en condiciones reductoras son capaces de
inducir la presencia de por 1o menos tres epitopos a los que
se unen los anticuerpos <17>.

Se estudié 1la capacidad de neutralizacién de distintas
ceras de virus mediante una bateria de anticuerpos monoclo-
nales antiglicoproteina. Sobre la base del espectro de neu-
tralizacién obtenido, se disefi6 un mapa funcional de los
determinantes antigénicos de la glicoproteina. Establecieron
rara el virus CVS la existencia de tres agitios antigénicos
principales, de los cuales el II y 11l estarian muy préximos
entre 8l vy serian de cardcter complejo, con tres vy dos
subregiones antigénicos respectivamente. Un andlisis similar
realizado por los mismos autores con la cepa ERA, evidencié
la existencla de variantes antigénicas que se localizaron en
los sitios I, II y III detectados para CVS; no obstante, es
poco lo que hasta shora se sabe al respecto.

Actualmente se estd trabajando para esclarecer que
péptidos de los obtenidos con bromurc del ciandgeno corres-
ponde a cada sitio antigénico hallado.

En scbrenadantes de = cultivos infectados con virus

rabico, suele encontrarse un glicoproteina soluble (Ga) de

I



reso molecular 61,000, por 1o que era de interés eatablecer
i constituia un buen inmundgeno. Dietzchold, en 1983, <33>
derostré en forma concluyente que la ascuencia de aminodcidos
es idéntica a la de la glicoproteina, falténdole solamente un
fragmento de 58 aminodcidos en el extremo carboxiterminal.
Si bien Gs se une a los anticuerpos monoclonales dirigidos
contra los cuatro epitopes de la glicoproteina de la cepa
ERA, su actividad protectora frente a infeceidén letal por
virus rdbico es muy baja. Estad limitada inmmogenicidad muy
probablemente se deba a la mayor solubilidad de Gs con
respecto a Gy a su incapacidad de formar agregados. Otra
explicacién posible seria que el fragmento hidrofébico
ausente en Gs elerceria un efecto adyuvante en la respuesta
inmanitaria <33>.
3.2 PATOLOGIA
3.2.1 HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

La rabia es wuna enfermedad aguda que ataca a los
mamiferos y que se conoce desde la mds remota antiguedad.

Las primeras epizootias datan de la edad media. Desade
entonces, persiste como enzootia en distintas partes del
mundo; la rabia es endémica en casi todos los paises del
mundo con excepcién de Japdn; Irlanda; Gran Betrafia, paises
bajos; Bulgaria; Espafia; Portugal. En las Américas no se
registran casos en Uruguay, Barbados, Jamaica y otras islas
del Caribe <28,29>.

Loa avances en el conocimiento de la enfermedad fueron

sumamente lentos. En el afio 1908, Zinke demostrd aue 1a rabia

14

i
4




se transmitia por la saliva de animales enfermos. Fueron
Pasteur, Roux y Chamberland quiénes entre los afios 1881 y
1885 modificardn el curso de la historia de la enfermedad con
el descubrimiento de que el material proveniente del SNC de
animales enfermos es infectivo y de los pericdos de incuba-
cén se acortan notablemente cuando se inyecta material
infeccicso rpor via iIntracerebral en animales sanos, estos
aportes fuercn los antecedentes inmediatos y decisivos de la
primera vacuma antirrédbica.

A pesar de los aportes de este grupo, no fueron ellos
quiénes descubrieron el agente causal. En 1903 Remlinger
consiguid reproducir la enfermedad en conejos con material
filtrado de cerebros de perro v conejos rabiosos, fue
entonces cuando se reconocid que el agente era un virus.

Otros aportes dignos de mencién es el hallazgo de Negri,
quién en 1903 distinguid corpisculos que llevan su nombre y
que actualmente tienen significacién  diagnéstica v la
introduccidn por Webster y Daeson, del método de inoculacién

de material infeccioso por via intracerebral en ratones con

fines diagndsticos <15,16>

“Hags -
que se maneje virus rabico é“bgnr psra expuesto. En el afio

-

por via aerdgena, en el curse de su:

cuevas de  murciélagos en el
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suglrid que este modo de transmision de la enfermedad contri-
buye a la persistencia de la infeccién por virus rdbico en
poblaciones de murciélagos, a la ' diseminacién del virus a
animales salvajes que frecuentan sus cuevas, e inclusive
podrian en ocasiones ser la causa de infecciones en humanos.

La infeccién por virus rdbico se produce habitualmente
por mordedura de una animal rabioso; el periodo de incubacidn
oscila entre 20 y 90 dias en la mayoria de los casos, aunque
los hay excesivamente cortos (9 dias) y también largos (hasta
23 neses).

La patogenia de la enfermedad, después de una infeccién
por mordedura, ha sldo exhsustivamente estudiada. Se ha de-
moatrado que el virus se aloja durante un periodo variable de
tiempo en la zona de la inoculacién. Esto se puso en eviden-
cia cuando se observd que la enfermedad en ratones experimen-
talmente infectados podria prevenirse por amputacién del
miembro inoculado hasta 18 dias de la infeccién <31>.

El curso de la enfermedad puede dividirse en cinco
etapas; periode de incubacitn, prédromo, fase neurolégica
aguda, coma y'muefte.

Durante el periodo de incubacidén no se observan otros
sintomas que no sean molestias locales prépias de la hérida,
los primeros sintomas aparecen durante el prodromo ¥y son
ineapecificos: tales como malestar general, anorexlia, dolor
de cabeza y fiebre.

La fase neuroldgica aguda comienza habitualmente diez
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dias después de los primeros sintomas con claros signos de
afeccidn al sistema nervioso central el que se caracteriza
ultraestructuralmente por el desarrollo de matrices intraci-
toplasmdticas graduales. Mixamoto v Matsumoto en 1965 <37>,
demostraron en forma concluyente que la matriz viral corres—
ponde a los corpiisculos de Negri que se observan al micros-
copio optico.

Las matrices virales en neuronas infectadas con virué
fijos son pequefios y no visibles con el microscopio Optico.
La observacidén de que las neurocnas de animales infectados con
virug calle presentan corpisculos de negri grandes v numerc-
sos mientras que los preoducidos por virus gon  escasos vy
pequefios, podrian significar de acuerdo a la interpretacidn
de Hummel y Koprowki <24> una expresitén del grado de adapta-
idn de una determinada cepa a un tipo célular dado.

Estudios de microscopia electrénica muestran que se
infectan fundamentalmente las neuronas. aunque en casos de
rabia humana también puede detectarse virus en astrocitos y
en células de glia <38>.

La infeccidn en el cerebro se produce inicialmente en el
sistema limbico, lo que explica ciertos sintomas de la enfer-
medad tales como estado de alerta, pérdida de la timidez
natural, conducta sexualmente aberrante v agresividad. Mas
avanzada la infeccidn todo el cerebro se ve afectado <23>.
Aproximadamente el B0% de los casos manifiestan hidrofébia
gradualmente, se manifiesta pardlisis que es predominante.

El paciente finalmente cae en estado de coma. el que puede
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durar desde horas hasta mesges. La muerte se produce habi-
tualmente por paro respiratorio o bien por, complicaciones
derivadas del coma <17,38>. Una vez producida la invacién
del cerebro, el wvirus inicia su dispersién centrifuga. El
tranaito viral centrifugo puede producirse ror via exoplés-—
mica, por el espacio intersticial, o bien por infeccién de
neurénas contiguas, después de brotar de la membrana
plasmatica ambas vias de infeccién le prermiten elegir los
mecanismos defensivos del huesped <39>.

En las glandulas salivales, la brotacién del vipus se
rroduce de la membrana plasmatica de las células de los
acinos que enfrentan el espaclo salivar. En cambio no brota
hacia las dreas basales donde se concentran las defensas del
huésped. Los acinos resultan pués un sitio de rroteccién del
virus <40,41>.

In periodos terminales de la infeccién también se puede
observar infeccidén masiva de las terminaciones olfatorias ¥y
de las papilas gustativas <23>.

Cuando la infeccién se produce por via aerdgena la
patogenia de la enfermedad difiere de las antes descrita. A
nivel de laboratorio se pudo observar que el rrimer sitio
donde puede detectarse wvirus es la mucosa nasal, seis dias
rost-infeccidén en el cerebro, un dia después en la médula
<42,43>.

Estos hallazgos fueron confirmados mediante la infeccién
experimental de ratones lactantes con virus fijo CVS por

inhalacién. Se observd replicacién viral en la mucosa nasal,
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que precede a la invasldn del cortex olfatorio, en particular
del bulbo olfatorio.

Una vez atacado el cerebro la infeccién progresa caudal-
mente por la médula espinal. La dispersién centrifuga co-
mienza luego a través de los nervios espinales.

Se¢ encontrd una temprana distribucién de antigeno viral
en las terminaciones nerviosas de la piel de la cara, lo que
evidencia que 21 nervio trigémino se ve tempranamente afec—
tado <44>.

En otras experiencias realizadas en ratones inoculades
ror via intranasal con virus calle, pudo detectarse virus
ridbico en el nervio trigémino entre seis y ocho dias después

de la infeccidn <45>.

3.2.3 RESPUESTA INMUNE

La respuesta a la infeccién por virus rdbico en el hom-
bre ez poco conocida; dado al curso tan lento de la enferme-
dad, se podria pensar en una respuesta inmune efectiva pero

ésta no es eficédz; pues el degc lace de la enfermedad es

RES
caal siempre fatal <46>. ¢ N
, N
Se debe tener en cuenta la P éé%gf la enfermedad;
g i

en la cual se produce un ocultamiéﬁtg::?é;%Egﬁ‘del virus
respecto de los mecanismos defensivos del \iij? _ \gue:
1. La brotacidn a nivel de membrana plasmatica es m 2 ;
2. El escaso virus liberade es rapidamente removido ESFQQH{J
infeccidén de células vecinas 3. E1 limitade nimerc de

particulas que pueda brotar de la mebrana plasmatica del axén

queda retenido en la vaina de mielina circundante; 4. No hay
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citopatologia evidente que pueda estimular reaccién inflama-

toria ni en el tejido nervicso ni en tejidos extraneurales.
basta muy avanzada la infeccién. En estados terminales de la
enfermedad, la cantidad de particulas virales liberadas es
magiva y esto coincide con la aparicién de titulos de anti-
cuerpos, (se ha observado experimentalmente titulos altos en

casos de recuperacidn de la enfermedad) <43>.

3.2.4 TRATAMIENTO
A la fecha no existe tratamiento antirrdbico; lo tnico

que existe son tratamientos profildcticos, sin embargo., la

decisién de iniciar un tratamiento antirrdbico después de la

exposicion es uno de los problemas mds dificiles con que ha

de enfrentarse el médico. En tal desicién habran de tenerse

en cuenta log siguientes factores:

3.2.4.1 Naturaleza de 1la exposicién

3.2.4.2 Presencia de rabia en la zona donde procede el ani-
mal en cuestiodn.

3.2.4.3 Especie a que pertenece el animzl.

3.2.4.4 Estado clinico del animal.

3.2.4.5 51 puede disponerase del animal para su observacicn
o para ensavos de laboratorio.

3.2.4.6 En cualquier caso en general se procederd al trata-
miento local en la herida y s8e iniciara la admi-
nistracion de suero y/o vacuna (Inmunoglobulina

humana antirrdbica y suero antirrabico) <12.32>.
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3.2.5 PROFILAXIS

El comité CEPANZO (Centro Panamericano de Zoonosis) ha
puesto de relieve lo mds importante en el tratamiento
ulterior a la exposicién del virus de la rabia.

Entre los primeros auxilios figuran el lavado de la
herida bajo el chorro de agua con jabén, un detergente o
cualquier otra sustancia de efecto 1letal demostrado sobre el
virus rédbico. Slempre que sea posible se evitara la sutura
de la herida. 5e aplica después alcohol al 45-70%. tintura
de yodo o soluciones de amonic cuaternario. Seguidamente se
aplica suero antirrdbico instilado dentro de la herida e
infiltréndolo alrededor. Aplicacién de medidas antitetdnicas
v de antibidticos o medicamentos contra infecciones distintas
de la rabia <12>.

Se podrd interrumpir el tratamiento si el resultado del
laboratorio es negativo. El1 comité de la OMS expresd su
conviceidn de que la  administracién combinada de suero v
vacuna antirrabica junto con el tratamiento local de la
herida constituyen la mejor profilaxis antirrdbica posible en
una persona expuesta.

Se tomard en consideracion si el animal es un perro o
gato, se mantendrad en ohservacién si es posible por un Vete-
rinario {(quien es 1la persona indicada ya que tiene conoci-
mientos sobre la conducta de los animales y podrd detectar
cualquier cambio en la misma) Durante diéz dias.

El tratamiento del paciente se interrumpird al décimo

dia si hasta entonces el animal ha rermanecido sano <12>.
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Acclion de las sustancias a ser utilizadas:

E1l aleohol isopropilico al 70%. la tintura de vodo. la
merbromina al 2%. actian por combinacién con las proteinas de
la capa proteinica del virus precipitindolas. El Jabdn de
hafio v el detergente aménico del tipo alquil-bencen-sulfonato
actuan por disolucidén de la capa grasosa alterando la permea-
bilidad de dicha membrana. produciendo su desnaturalizacién
<445,

El virus rébico es estable a un pH entre 3 y 11. por lo
cual se cree que el jugo de limén actie por un cambio de pH
<Br.

3.2.6 EPIDEMIOLOGIA

Una zona puede considerarse afectada de rabia si se ha
confirmado la presencia de casos indigenas en el hombre o en
algin animal en cualquier momento durante los 2 afios prece —
dentes. Inversamente puede definirse como zona exenta de
rabia aquella en que no 8 ﬁaya registrado ningin ecaso
indigena de la enfermedad en el hombre o en cualquier especie
durante 2 afios <12>.

La rabia en el hombre y los animales constituye un grave
problema mundial. Se presenta en todos los continentes con
excepcion de Australia y la Antdrtida <22>, Japdén, Gran
Bretafia, Asia, los paises Escandinavos, Egpafia v Portugal, en
Europa. En nuesto continente no se notifican casos en una
extensa area del Caribe, Jamaica y Uruguay.

Loas casos de rabia registrados en América. permiten

dividirla en dos grandes A&reas con caracteristicas muy
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diferentes; en la primera, que comerende el CanadA v Estados
Unidos de América se ha eliminado la rabia en animales
domésticos v, como consecuencia, la incidencia de la enfer-

medad en el hombre es minima. Subsiste sin embargo., un

rroblema de dificil solucién como lo es la rabia en la fauna
silvestre: zorrincs. zorros, murciélagos, mapaches. lobos.
coyotes, gatos monteses. Eastos animales ademis de constituir
un reservorio de la enfermedad podrian transmitirla a las
especies domésticas y éstas al hombre <12.34>.

En la segunda 4rea formada por el resto de América se
observa un elevado nivel de casos de rabia humana Y canina v
un mencr registro de casos en la fauna silvestre.

Esta situacidén persiste en la actualidad v no se ha
logrado modificar el impacto en la salud humana., sin embargo
en los Oltimos afive se ha logrado desarrollar vacunas de
nejor calidad y produccidn asi mismo métodos de diagnésticos
mas confiables v préacticos.

Se han realizado campafias antirrabicas en paises de la
region v se ha logrado éxito; por lo que se menciona que no
se registran cases de rabia en el hombre en regiones como
Belice; Costa Rica. Canadd v Granada desde 1971, en Panané
desde 1973 vy en Cuba desde 1976 <45,

Datos obtenidos por 1los OMS en 1983 registrarcon en el
mundo 1,139 casos de rabia en humanos. 91 en Africa, 213 en
América, 831 en Asia y uno en Furopa contraido en Sudén.

En 1985 los paises de América notificaron a la OPS/AOMS
241 muertes de seres humanos atribuidos a la rabia (ver anexo

tabla No. 1).
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En los afiog 1986 y 1988 se reportaron 205 v 198 casos de
rabia respectivamente con una distribucidn qiie se puede ob-

servar en las tablas Mo. 2 v 3 de anexcs.
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4. JUSTIFICACIONRES

La vacuna antirrdbica no es administrada en todos los
casos en los que las personas se ven afectadas ror el con-
tacto con el virus, por desconocimiento de la profilaxis; en
el campo es donde las personas se ven mas afectadas ror el
atague de animales rabiosos: vy carecen de medios para la ad-
ministracion de vacuna. es por ello que se ven en la necesi-
dad de utilizar sustancias de uso comin; ¥ que estan al al-
cance, para curarse de las heridas ocacionadas en ecaso de
mordedura de un animal con rabia.

Debhido a gue 1la literatura no presenta referencias de
estudios anteriores sobre el tema. se hare necesaric la

realizacidon del presente estudio.




5.1

5.2

5. OBJETIVOS

Determinar la actividad viricida del alcohol al 70%;

mercurio cromo al 2%: tintura de vedo:; jabdn detergente:
Jjabon de bafio; jugo de limén, gque son sustancias utili-
zada comunmente en la desinfeccidn de heridas causadas

ror mordeduras de animales rabiosos.

Comprobar in vive los efectos que dichas sustancias tie-

nen conira el virus rabico.
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6. HIPOTESIS

Las sustancias de uso comin jabdn: detergente en polvo,

aleohol al 70%. jugo de limén, merbromina al 2% (mercurio
cromo), tintura de vodo, presentan actividad viricida sobre
el virus rdbico al ger aplicadas en una herida ocasionada

después de la mordida de un animal ¢on rabia.

27
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 UNIVERSO DE TRABAJO

Cepas de wvirus fijos CVS 51-123 sugtancias a ser utili-
zadas: alcohol al 70%. merbromina al 2% (mercurio cromo):
Jugo de limén. Jjabdn detergente, Jjabén de bafio. tintura de
yodo. suero equino descomplementado.

Ratones blancos de capa CD albino suizo de 3 - 4 semanas

de edad.

7.2 RECURSOS HUMANOS.

Br. Lourdes del Carmen Rendon Tesista
Liz. Rina Paz de Rosal Asesor
Br. Enrique Albizd Co-asesor

Peraonal del Laboratorio de produccidén de vacuna
antirrdbica del la Dirececién General de Servicios de

Salud.

Salud.
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7.4 RECURSQOS MATERIALES

T.4.1

7.4.2

MATERIAL Y EQUIPO

- Tubos de ensayo

- Pipetas seroldgicas

~ Agujas No. 27 1/2

- Jeringas graduadas de lcc (de 0.01 cc)
—~ Concentrado para ratén

- Masking tape

~ Tapones de hule

- Planillas de control

- Gradillas

- Jaulags de policarbonato con sus tapaderas
- Pinzas

- Aspirador automatico

- Mamaderas con su dispensador

- 200 ratones de 3 a 4 semanas de edad

REACTIVOS

Alcohol al 70%

Merbromina al 2% (mercurio cromo)

Jugo de limdn

1

Jahon detergente

Jabdn de bafio

Tintura de yodo

|

cepa de virus C. V. 5.

Suero equino descomplementado.
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7.5 PROCEDIMIENTC

7.5.1 Seleccion de 72 ratones a ser usados tanto para la

titulacién. como para las  pruebas experimentales.

Raton albino Suizo cepa CD. de 3 a 4 semanaz de  edad

sin jmportar el sexo.

7.5.2 Preparacién del virus rédbico de trabajo:

7.5.2.1

7.5.2.2

S5e tituld el wvirus rébico de la siguiente
manera: se hiciercn diluciones decimales del
virus rabico (CVS: cepa de virus estandar) en
auero equino inactivado (descomplementado) al
2% con agua estéril. los tubos de las
diluciones se conservaron en hielo mientras se
trabajé para mantener la viabilidad del virus
las diluciones de inocularon intramiscularmente
en dosis de 0.03 ml (dosis tnica para el ratén)
<1> en la regidn plantar. Las diluciones gque
ge usaron de 10 Exp (~2) a 10 FExp (-5) y se
utilizaron 6 ratones para cada una de las

diluciones.

Se observaron los ratones inoculados con
virus rabico, durante 21 dias: para poder
establecer el titulo del virus (DL-100), la
observacidén de baso en los cembics de conducta
de los animales y fue realizada con ayuda del

rersonal experimentados.
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7.5.2.3 Después de establecer el titulo del virus 10-2
se determind la dilucion donde se encuentran
lag dosis letales 100 (20 dosis) (1 dosis letal
100 es la dilucidn donde muere el 100% de los
ratones que se usardn en la inoculacién.

7.5.2.4 Para la inoculacién se provoed ima herida {con
un instrumento gemejante a los dientes de un
animal) en la region plantar de la pata trasera
del ratdn scobre la cual se expuso el wvirus v
después de trancurridos 10 mimutos se aplicaron
las sustancias experimentales en su presenta -
cién de uso corriente.

7.5.2.5 Se observd el grupo de ratones inoculadeos con
las sustancias mas sus controles positive vy
negativos durante 21 dias. la observacidn se
hizo con ayuda de personal con experiencia en
la vigilancia de la conducta de los ratones.

En la titulacidn se usaron un total de 72

ratones.

7.5.3 GRUPOS EXPERIMENTALES
7.5.3.1 GRUPO 1 EXPERIMENTAL
Se procedid a realizar una herida con un ins -
trumenlos que semejara losg dientes de un ani-
mal. a todo lo largo de la regifn plantar de
una de las patas traseras del ratdn, (36 en

total) luego se tomardn 0.03cc de ls dilucion
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del virus donde estan 20 DL 100 v se infectd el
drea, sobre la herida y se dejd expuesta al
virus durante 2 minutos, luego se colocaron los
ratones en su jaula:; después  de branscourridos
10 minutos se aplicarcon las sustancias a  ser
enfrentadas: alechol: Isopropilico al 70%: ja -
toh de bafio: detergente: amoniaco del tipo ben-
cen alquilo sulfato: tintura de vodo: Jugo de
limdn: merbromina al 2¥%:; estas sustancias fus-
ron aplicadas en la herida sumerjiendo 1la pata
del animal en cada wna de ellas. las cuales
fueron colocadas en cajas de petri:; luego de
exponerlos animales (6 para cada sus—tancia)
durante 1 minuto fueron depositados nuevamente
en sus Jaulas v se procedid a la identificacién
de cada una de las mismas: y a la observacién
durante 21 dias de la conducta de los animales.
7.5.3.2 GRUPO 2 CONTROL NECATIVO
Se tomaron las sustancias a ser enfrentadas v
se procedid a su aplicacién scbre la herida en
la regién plantar de cada uno de los 6 ratones
¥ 62 observaran durante 21 dias.
7.5.3.3 GRUPO 3 CONTROL POSTITIVO
Se nplicd en la regidn plantar después de rea -
lizada la herida 0.03 de dilucién del virus
donde estan 20 DL 100 y se observaron los

ratones inoculados <6 durante 21 Adias.
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Los resultadoé obtenidos gson sole de muerte. va
que ninguqa de laz 6 substancias trabajadas
logré evitar que la enfermedad ce desarrollara.
5z habia propuesto en el protocolo usar la
prucba de Fisher ain embargo no fué posible asu
ap]icacién,dados -Ios resultados:  por lo que
solamente se éoncluyé en presentarlos de una

forma descriptiva.




8. RESULTADOS

Los resultados obtenidos fueron negativos, Pués ninguna
de las seis substancias enfrentadas al virus logré controlar
el desarrollo de la enfermedad rabica, lo que nos hace pensar
que ninguna de las sustancias probadas es Witil para efectuar
desinfeccién de heridas ocasionadas por mordedura de animal
rabioso, v en base a estos datos se puede ver que no es apli-
cable la prueba del disefio estadistico propuesta en el Proto-
colo, y como no se observa ninguna diferencia significativa
entre las sustancias ensayadas pués los datos obtenidos son
solo de muerte en cada uno de los casos, por lo gque no ame -
rita un andlisis estadistico de este tipo v los datos se ex -
presan de una manera descriptiva.

5in embargo los resultados presentan diferencia en el
tiempo de sobrevivencia de 1los animales que fueron inocu-
lados con yodo y Jugo de limén, va que estos sobrevivieron
mas tiehpo que log animales que fueron inoculados con las
otras substancias sin embargo esta diferencia no nos permite
concluir gue esta dos substancias tengan efecto contra el
virus rabico; pues al final los animales murieron de igual
forma que con las otras substancias que fueron utilizadas.
Los controles que se llevaron a la par de las pruebas fueron
sometidos a las mismas condiciones de &alimentacién v asina-
miento durante el mismo periodo de tiempo.

El control positivo (de la sobrevivencia de los ratones)
en el cual seis ratones inoculados con cada wna de 1a seis

shmlan~ins pesistispon a  la prueba (I00%),  Fl eontral ne-
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gativo para la diluecidén del virus mas substancia enfrentada
reveld un 0% de sobrevivencia, pues los ratones murieron en
el transcurso de periodo de observacion (21 dias):; otras de
lag cauzas de muerte que se ohservd fue el canithalismo., pero
ecta cousa ne Influyd significativemente en  los resultados

obtenido:s.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El andlisis de 1los resultados fué hecho en base a la
respuesta obtenida la cual fué s86lo de muerte;: pués ninguna
de las sustancias enfrentadas al virus resultd efectiva
contra el mismo, por lo que fué posible aplicar la prueba
estadistica de Fisher, prropuesta en el protocolo, y solo se
usd estadistica descriptiva.

Asi mismo se manifests el canibalismo que es una etapa
terminal de la enfermedad rébica v la cual contribuyé a la
muerte de los ratones, sin embargo no influys significativa-
mente en los resultados.

Se concluye entonces que la vacunacién es indispensable
en el casc de que se presente yva sea riesgo de contraer rabia
por mordedura de animal rabioso o por exposlcién de tipo
laboral.

No se presentaron muertes debidas a rrocesos de la
pruecha en si, tampoco muertes debido a traumatismos, el hecho
de que todos los ratones del control negativo murieran
implica que la dilucién del wvirus utilizada fué capaz de
producir enfermedad en los animales de experimentacidn.

Asi mismo no hay que olvidar que 1los ratecnes de 3 a 4
semanas de vida ae encuenfran en una etapa critica de su
desarrollo por lo que factores como la mala nutricién o
rroblemas de crecimiento e inmunoldgicos propios de cada
individuo pueden hacerlos mas suceptibles a 1la infeccién

rapicsa.

Py




SULTADOS

d }

R

¥}

'E

1

UADRO

e
—

(

T TR T TRY R M ST Aoy i Sme I e 7 I TN, T T YT ST L e

f
fi
E
i
)
f
§
i
!
i

prmecmr v 2

| SOBREVIVENCIA
0
Q
0
0
0
0

m I :
f S ! — o™ 2 f = ! —
Loy b :
= Y o B :
P R LI oo BN :
-2
PR i : . m
~— . . smm AT s A T i S SR i T e L i S o it e i S S o b o mis e i e e e —— o - 18 o o _l - o o e -
St H H !
: = e
LT B .
: I o o & — o -+
H : ;
A . ;i
S m :
{ : it
; ; i
i ;
_ >~ i |
; P = i ) & = —_ -t
H H H
o i i i
! i : H i
i i : i
i 1
s a.m_,..ﬁujﬂ... ST TN LI T e o Y LT L SR TN B ohs AT i T L TR SR TR T ER T e e s e S i 2 Sy HTT T S penr e
- :
< i ] i < j
i - B : = i
: wd 1 H = : ==t
28 |2 ” & m I : e
| el =z . w i o : =
i Q= =<l i e : X i =
= : G = j o o ; i i o
: i D i ] ai i ; RO
< < L : =3 o : £t e
—~ m
— (b : o =¥ : W oy
B R b S T ST T S i T N ST T T T ST M e R T LTI T T S TR 12 Mt £ Aty T T i+ 1 S S S ¢ T~ S T e T AeE R SRR T s B8




10.1

10.2

10.3

10.4

10. CONCLUSIONES

Ninmma de 1las substancias ensayadas es efectiva para
contrarrestar la enfermedad rébica.

La vacuna antirrdbica es la vinica forma eficéz ¥ segura
de producir inmunidad contra la rabia.

La muerte de cualquier ratén durante el exXperimento, ror
traumatismo o canibalismo no afectaron los resultados de

los andlisis.

Toda persona que esté en contacto con el virus rébico
estd sujeta a contraer rabia, por lo que debe ser

vacunada.




1. RECOMENDACIONES

11.1 Se considera 1indispensable la vacunacién como mico me-

dio para obtener inmunidad contra la enfermedad rabica.

11.2 Es necesario que se emprendan campafias de vacunacién
antirradbicas dirijida a los animales domésticos (perros
¥y gatos), pues son la principal fuente de transmisién al

hombre.

11.3 Se debe hacer énfasis en la importancia de los esgquemas
de vacunacién y en el beneficio de concluir los mismos,

rara lograr una Inmunizacioén adecuada.
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ANEXOS

TABLA No. 1

MORTALIDAD HUMANA POR RABIA

SEGUN REGION Y PAIS DE LAS AMERICAS

PAIS POR REGION

América Del Norte
Canad3a
E.U.A.

Belice
Costa Rica
El Salvador
Guatemala
Honduras
México
Nicaragua
Panama

América del Sur
Bolivia

Bragil

Colombia
Ecuador
Paraguay

Perq

Venezuela

d o ke

ANO 1985

I
|
i
i
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f
|
|
|
|
{
i
i
|
[
I
|
+

SUB-TOTAL




TABLA No. 2

EN 1.986 SE NOTIFICARON DE LA (OMS/OPS) 205 CASOS

DE RABIA EN EL HOMBRE

PAIS POR REGION CASOS SUB-TOTAL
AMERICA CENTRAL
HEXICO. PANAMA
EL SALVADOR 11
GUATEMALA 10
HOMDURAS 5
MEXICO 85
NICARAGUA 2
113
CARIEE
HAITI 4
REPUBLICA DOMINICANA 8
12
AMERICA DET, SUR
BOLIVIA 8
BRASIL 33
COLOMBIA 10
ECUADOR 10
PARAGUAY 9
PERU 7
VENEZUELA 3
80
TOTAL 205




TARLA No. 3

EN 1.986 GE DENUNCIARON 198 CASOS

DE RABIA EN HUMANOS

I it rerai-Hegrerd pay L S L o S R A o e e o T
i PAIS POR REGION CASOS SUB-TOTAL
AMERICA CENTRAL
HEXICO. PANAMA
BELICE 2
EL SALVADOR 26
GUATEMALA 11
HONDURAS 1
MEXICO 72
NICARAGUA 1
113
CARIBE
HAITI 2
REPUBLICA DOMINICANA 3
5
AMERICA_DEL SUR
BOLIVIA 17
BRASIL 37
COLOMBIA 11
ECUADCR 2
PERU 12
VENEZUELA 1
97
TOTAL 198

NOTA: LOS DATOS DE ESTAS TABLAS SE BASAN EN LAS NOTIFICACIONES QUE LOS
PAISES DE AMERICA ENVIAN REGULARMENTE AL CENTRO PANAMERICANO DE

ZOONOSIS Y EN OTRAS INFORMACIONES PROCEDENTES DE FUENTES AUTORI-
ZADAS.
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