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Nuevos desafios en el desarrollo de vacuna antirrabica.

New challenges in the development of rabies vaccine
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2 RESUMEN

La rabia es una zoonosis milenaria y la mayorfa de los paises desarrollados estan libres de muerte humana por rabia
transmitida por perros, pero la realidad es diferente a paises de ingresos bajos y medios, donde es un problema de salud
publica. En Chile estamos libres de rabia transmitida por animales domésticos y en los Gltimos afios se han reportado casos
muy esporadicos, pero que no han evolucionado a la muerte.

Para el control de la rabia, existen una variedad de vacunas humanas y veterinarias, que se aplican en diferentes paisesy en
Chile se dispone de mas de una opcién de vacunas humanosy veterinarias, pero existe un desafio en la vacunacion de la fauna
silvestre, donde se encuentra el reservorio del virus de la rabia, especificamente en los murciélagos, donde la disponibilidad
de una vacuna es un desaffo por abordary seria un gran aporte para la erradicacion de los reservorios silvestres del virus de
la rabia.

Las vacunas mucosales en base a probidticos recombinantes que expresen proteinas del virus de la rabia se proyectan
como una atractiva alternativa a evaluar para el desarrollo de una vacuna destinada a la vacunacién de animales silvestres.
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2 ABSTRACT

Rabies is a millennial zoonosis, and most developed countries are free from human
death from rabies transmitted by dogs. In low- and middle-income countries, however,
it is a public health problem. Chile is free of rabies transmitted by domestic animals;
cases that have been reported in recent years have been sporadic but have not
progressed to death. To control rabies, a variety of human and veterinary vaccines
are utilized around the world. In Chile, more than one vaccine option is available for
humans and animals, but the challenge lies in vaccinating wildlife, where the reservoir
of the rabies virus is located. Bats, in particular, is where vaccine availability presents
a challenge that, if addressed, would be a great contribution to the eradication of
the wild reservoirs of this virus. Mucosal vaccines based on recombinant probiotics
expressing the rabies virus proteins are attractive alternatives that must be evaluated
in the development of new vaccines for wild animals.
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RABIA, ENFERMEDAD Y EPIDEMIOLOGIA

La rabia es una zoonosis milenaria de alta significancia
global en salud publica, por su amplia distribucién mundial y
propagacion entre reservorios animales (1), causada por un
virus del género Lyssavirus, el cual contiene un genoma de
ARN de simple hebra de polaridad negativa (2). La enfermedad
cada afio mata a unas 59.000 personas y causa mas de 3,7
millones de afos de vida ajustados por discapacidad en todo
el mundo y 8.6 billones de délares en pérdidas econémicas

(.4).

La enfermedad se describe como una encefalitis viral
que puede afectar a cualquier vertebrado homeotermo,
implicando que practicamente todos los mamiferos son
susceptibles al virus de la rabia (5), siendo el perro el principal
reservorio sobre todo en los paises en desarrollo. En algunas
regiones, donde la rabia en perros se ha controlado con
campanfas de vacunacion, los quirépteros son los principales
responsables de la conservacién y transmision del virus de
la rabia (6). En Chile, la rabia urbana fue endémica hasta los
ahos 1970, desde el afio 1980, se han presentado casos de
rabia en forma esporadica en animales domésticos sin que
su fuente de infeccion pudiera ser identificada. Estos casos
tuvieron la particularidad de ser de bajo el poder epidémicoy
se sugirio que la fuente de infeccion en estos eventos podria
ser de origen silvestre (7).

En 1996 se report6 un caso en un nifio de siete afios de
edad, confirmandose un murciélago insectivoro como su
fuente de infeccion (Tadarida brasiliensis) (reporte ISP 2012-
2017).

Las sintomatologias comunes de la rabia descritas
segln la Organizacion Mundial de la Salud van desde
inicialmente fiebre, dolores musculares con una sensacion
inexplicable de hormigueos (parestesias), a medida que va
a avanzando esta enfermedad se propaga por el sistema de
nervioso central produciendo inflamacion del cerebro, y a la
médula espinal, describiendo a este punto que el paciente
sufre de alucinaciones, fobias al aire, al agua, desérdenes
emocionales y finalmente la muerte (8).

La rabia humana se puede prevenir mediante la
administracion inmediata de profilaxis post exposicion
después de una mordedura (3). Ademas, el virus puede
eliminarse de las poblaciones de origen mediante la
vacunacion masiva de perros (9). Aunque la rabia se ha
eliminado en los paises de ingresos altos y se ha controlado
en muchos paises de ingresos medios, la rabia transmitida
por perros sigue siendo endémica en gran parte de Africa
y Asia, y las personas de las comunidades rurales pobres y
los nifios tienen mas probabilidades de morir a causa de la
enfermedad (4). En consecuencia, la rabia humana puede
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describirse como una enfermedad de la pobreza (10).

En el continente americano y centroamericano existen
tres especies de murciélagos que viven distribuidas de
distinta forma en el continente sudamericano, estando D.
rotundus presente en todo el sector latinoamericano, desde
el sector tropical hasta subtropical, ocupando distintos
ecosistemas como bosques himedos tropicales, desiertos
costeros, matorrales xéricos y regiones montafosas, donde
los factores climaticos, como la temperatura, la humedad
relativa y la cantidad de precipitaciones determina la
distribuciéon de la poblacion mientras que a escala local,
factores de intervencién del hombre como la fragmentacion
de bosques ha estado relacionado con el crecimiento de la
poblacion de D. rotundus (11).

En Chile, los murciélagos existentes son principalmente
insectivoros y estan representados por al menos 4 géneros
ampliamente distribuidos en el territorio, que corresponden
a Tadarida, Histiotus, Myotis y Lasiurus (12). En contraste
al resto de América Latina, la rabia canina ha disminuido
notablemente en los ltimos treinta afios pero la rabia de
los murciélagos sigue siendo notificada con frecuencia (12).
Entre los afios 2012y 2017, fueron analizadas 10.050 muestras
buscando la presencia del virus. De las cuales el 6,4% (648)
resultaron positivas para virus rabia. El 95,9% (622) de las
muestras positivas el virus rabico fue tipificado. De éstas,
570 correspondieron a variante viral asociada a reservorio
Tadarida brasiliensis, 33 a variante viral asociada a reservorio
Lasiurus sp., 15 a variante viral asociada a reservorio a
Histiotus sp. y 4 a variante viral asociada al reservorio de
murciélago Myotis chiloensis (12). No fueron reportados
casos de variantes virales caninas (V1y V2) lo que indica que
no existe circulacion de ellas en el pais. Demostrando que
los murciélagos siguen siendo un reservorio y una fuente
principal de contagio debido a las altas proporciones de
murciélagos con resultados positivos del virus de la rabia

(12).

Los murciélagos se consideran los principales huéspedes
de los Lyssavirus (11), con 13 familias existentesy un estimado
de 58 géneros y 339 especies reportadas en Africa (13).

Como se menciona al inicio, el virus de la rabia es un virus
de ARN simple hebra de polaridad negativa de la familia de
los virus Rhabdoviridae y del género Lyssavirus, teniendo un
tamafio entre 11 kb a 15 kb, con una morfologia de tipo bala.
Consta de una envoltura rodeada de la glicoproteina G (gp-G)
que es una proteina transmembrana de tipo | N-glicosilada
en forma de trimeros en la superficie viral. El virion se
compone de una nucleocapside de 5 genes monocistrénicos
que sintetizan las proteinas virales N, M, P, G y una ARN
polimerasa. Esas 4 proteinas virales, cumplen un rol
estructural en conjunto al sintetizar desde nucleoproteinas
(N); que encapsulan el ARN viral, fosfoproteinas (P); la
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proteina que genera la matriz del virion (M), la proteina G;
que sintetiza las glicoproteinas anteriormente mencionadas
y una ARN polimerasa dependiente de ARN que transcribe
estas 4 Ultimas proteinas virales (1,5). La gp-G del virus rabico
es una proteina expuesta que se encuentra anclada en la
envoltura lipidica siendo el mayor determinante patogénico,
pero también es el principal antigeno responsable de la
induccion de la inmunidad protectora (6,14). La estructura de
la glicoproteina se divide en dos sitios antigénicos Il 'y Il los
cuales se han establecidos como segmentos de la proteina
responsables de la interaccion y fusion de membranas (15).

La Gp-G del virus rabico es una molécula de 65 a 67
kDa, que forma aproximadamente 400 proyecciones de
peplémeros en la envoltura viral, extendiéndose a 83
nm de la membrana lipidica (14). Estd compuesta de 505
aminoacidos, aproximadamente, y posee de dos a cuatro
sitios potenciales de N-glicosilacién, de los cuales sélo uno
o dos son dependientes de la cepa viral, e importantes en el
correcto plegamiento de la proteina . La estructura antigénica
de la Gp-G ha sido determinada con el uso de anticuerpos
monoclonales especificos. Un sitio antigénico se define
como la sobreposicion de varios epitopes. Este es el caso
de los sitios antigénicos Il y Il de la Gp-G del virus rabico
(16). Un sitio antigénico se define como la sobreposicion de
varios epitopes. Este es el caso de los sitios antigénicos Il 'y
Il de la Gp-G del virus rabico (17). Otros epitopes, llamados
anteriormente sitios I, IV, V, VI, G1 y sitio menor, han sido
también identificados usando los mismos procedimientos
(18).

El sitio antigénico Il esta constituido por los residuos
aminoacidicos 34-42 y 198-200 y el analisis de los
fragmentos de la proteina ha evidenciado que los péptidos
que contienen los aminoacidos 34-42 estan unidos mediante
puentes disulfuro con los péptidos de los aminoacidos 198-
200. Asi, se postuldé que este sitio antigénico Il resulta del
plegamiento proteico que acerca dos regiones separadas de
la Gp-G. Las mutantes con sustituciones en el sitio antigénico
ll, particularmente en el aminoacido 198, son menos
patogénicas en animales adultos (19).

En el caso del sitio antigénico Ill se ha indicado que es
el mayor responsable del mecanismo de patogenicidad
del virus, ya que en contraste al sitio antigénico Il su
estructura es de tipo lineal extendiéndose en las posiciones
330-3407 de los aminoacidos que componen, siendo
especificamente en la posicion de arginina por glutamina
o una glicina, afectan la integridad del sitio antigénico y
anula por completo la patogenicidad a nivel de ratones
adultos inmunocompetentes; sin embargo otros residuos
aminoacidicos han sido asociados a la neurovirulencia; tal
es el caso de los aminoacidos 164-303 y muy cercano a este
sitio antigénico I, se encuentra el epitopo que consta de los
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aminoacidos 342-343, que se describe que han demostrado
la aminoacidos su mutacion afecta en la reduccién de la
diseminacion viraly el reconocimiento de receptores celulares
que tienen que ver con el reconocimiento e internalizacion
viral (20).

VACUNAS HUMANAS

En la actualidad existen tres tipos de vacunas contra el
virus de la rabia para humanos:

vacunas de tejido nervioso, de cultivo celulary de huevo
embrionario.

Las vacunas de cultivo celular (21,22,23) y las vacunas
de huevos embrionados (24,25) han reemplazado a las
vacunas de tejido nervioso en los paises industrializados y
son recomendados para su uso por la OMS. Se consideran
seguras y bien toleradas (Briggs y cols., 2000, OMS, 2010
B) (26,27,28). Existe una alta probabilidad de supervivencia
cuando se administra estos tres tipos de vacuna de forma
oportunay en los dias que corresponde, ya que la encefalitis
que causa la rabia es una de las enfermedades que provoca
mas muertes en el mundo y solo se han documentado 30
personas que sobrevivieron luego de presentar los sintomas

(29).

Otros métodos de vacunacion se basan en la
profilaxis post exposicion, que consiste en una dosis de
inmunoglobulina antirrdbica humana (IAH) y una vacuna
antirrabica administrada el dia de la exposicion al virus
de la rabia, y luego una dosis de la vacuna administrada
nuevamente los dias 3, 7y 14. Para las personas que nunca
antes se han vacunado contra la rabia, la profilaxis post
exposicion (PEP por su sigla en inglés) siempre debe incluir
la administracion tanto de IHA como de la vacuna contra la
rabia. Se recomienda la combinacién de HRIG y vacuna para
exposiciones tanto por mordedura como sin mordedura,
independientemente del intervalo entre la exposicion y el
inicio del tratamiento (30).

VACUNAS VETERINARIAS

Durante las dos dltimas décadas se han realizado
progresos considerables en la produccion de vacunas
antirrabicas, ya sean vivas o inactivadas, para uso animal,
con el uso creciente de lineas celulares continuas como
sustrato y la adopcién de la tecnologia de fermentadores
para la produccién de antigenos. Estas vacunas se producen
para su administraciéon a animales domésticos o a especies
salvajes por via parenteral u oral, segln las caracteristicas de
la vacuna en base a las recomendaciones de la OMS (31,32).

Las vacunas de virus vivos modificados (MLV) vy las
vacunas inactivadas pueden producirse en cultivo celular,
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utilizando cultivos primarios o lineas celulares continuas
(33). Cabe esperar que el uso de vacunas inactivadas para
la inmunizacién de animales aumente como resultado de las
recientes mejoras en las técnicas de produccion de vacunas.

La vacuna oral para la vida salvaje es una vacuna oral
recombinante contra el virus de la rabia que protege a los
mapaches y coyotes contra la rabia, reduciendo asf el riesgo
de exposicion a la rabia de los seres humanos y los animales
domeésticos (34).

Una forma para vacunar animales de vida silvestre es la
instalacion de cebos con el virus vivo atenuado en lugares
estratégicos, de esta manera cuando sea ingerido por el
animal

y elvirus se replique porvia oral o posterior a esto cuando
se encuentre en intestino, sea capaz de conferir inmunidad

(35).

DESAFIOS EN NUEVOS DESARROLLOS DE
VACUNAS

Existen diferentes estrategias de desarrollo de nuevas
vacunas antirrabicas y los esfuerzos estan destinados
principalmente a vacunas que se puedan aplicar a la
fauna silvestre (36). Proteinas en base a Glicoproteina
G recombinante o fragmento de esta proteina han sido
ensayadas a nivel de laboratorio dando importancia a la
tecnologia simple de produccién (37,38).

La tecnologia de ARNm tiene un prometedor futuro para
la vida silvestre (39), sin embargo, al ser una tecnologia
mayormente desarrollada para el uso humano, esto se
considera una limitacion ya que, habria que realizar una
investigacion y experimentar con mayor detalle para obtener
conclusiones mas contundentes si este tipo de vacuna puede
adaptarse a los murciélagos (40).

Finalmente, el desarrollo de una vacuna mucosal en base
a probidticos es una tecnologia prometedora (41,42,43), son
potentes para estimular el sistema inmune por medio de
las mucosas, tienen una baja complejidad de produccién y
ofrecen una amplia oportunidad de formulacion farmacéutica.

RELACION ENTRE LA VACUNACION DE
ANIMALES SILVESTRES Y LA PROPAGACION DE
LA RABIA.

Los murciélagos son los principales responsables de la
propagacién de este virus en base a los diversos factores
geograficos, formas de establecer barreras protectoras de
industrias suburbanas, ademas de considerar factores en
torno a la distribucion de la poblacion de los murciélagos

(44,45).
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Por otro lado, segln investigaciones de otros autores, se
ha analizado la relevancia que tienen los factores econémicos
en relacion con las estrategias actuales de vacunacion oral
a animales salvajes como animales domésticos que viven
en sectores periurbanos como urbanos, dando a entender
que a pesar que tiene una alta efectividad, este tiene un
costo asociado considerable, en torno a los mdltiples costos
logisticos para llevar a cabo estos procedimientos (31).

El desarrollo de una vacuna en base a probiético
recombinante como método devacunacién, esunaalternativa
atractiva para la inmunizacion de especies silvestres, ya que
es capaz de poder acceder a lugares geograficamente dificiles
de acceder mediante el desarrollo de esta tecnologia; sin
embargo, como perspectivas futuras este debe tener unabase
de datos actualizada constantemente de las cepas presentes
en pais y relacionada a los grupos de riesgos, en torno a las
dosis necesarias para la aplicacion en animales silvestres y
tener en cuenta las areas geograficas de riesgo, ya que una
de las principales desafios a tener en cuenta a futuro, serfa
el como asegurar al personal frente a posibles exposiciones
al contagio de esta enfermedad con la efectividad de las
estrategias de inmunizacion teniendo en cuenta los factores,
econdmicos, geograficos y bioldgicos (46,47).
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