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Resumo

A raiva € uma doenca zoondtica que se caracteriza por encefalite progressiva
de carater fatal, encontrada mundialmente, com excecao da Antartica. Poucas
doencas, como a raiva, tém sido objeto de tantas tentativas terapéuticas
visando a cura. A vacinacao é considerada o método mais eficiente para o
controle e prevencao das doencas infecciosas no homem e nos animais. O
objetivo deste trabalho foi demonstrar o crescente desenvolvimento das
vacinas antirrabicas na Veterinaria.
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The Evolution of anti-rabies vaccines in veterinary medicine

Abstract

Rabies is a zoonotic disease that is characterized by progressive character fatal
encephalitis, found worldwide, except Antarctica. Few diseases such as rabies,
have been the subject of many therapeutic attempts aimed at cure.
Vaccination is considered the most efficient method for the control and
prevention of infectious diseases in humans and animals. The objective of this
study was to demonstrate the increasing development of rabies vaccines in
Veterinary.

Keywords: Rabies, vaccine; animals.

1 Introducao

Entre as doencas que fascinam continuamente a humanidade, a raiva ocupa
uma posicao privilegiada, que se mantém da antiglidade até os tempos atuais.
O medo excepcional da raiva € um fendmeno histdrico, que nao se justifica
atualmente por sua incidéncia ou por sua letalidade, mas se explica, nas areas
onde a enfermidade é freqliente, pela imagem do animal com raiva furiosa
preparado a morder qualquer objeto ou pessoa em seu caminho. Esta imagem
é reforcada pela descricao do desenvolvimento de furia, panico e terror em
vitimas humanas que apresentam manifestacdes clinicas da enfermidade
(Tsiang, 1993).

A raiva é uma doenca zoondtica que se caracteriza por encefalite progressiva
de carater fatal, encontrada mundialmente, com excecdao da Antartica. Seu
agente etiolégico € um RNA virus (gendtipo 1), da familia Rhabdoviridae,
género Lyssavirus, que acomete todos os mamiferos, sendo os carnivoros os
mais atingidos (Cleaveland et al. 2006; Kuzmin et al. 2006; Nel, 2005). Poucas
doencas, como a raiva, tém sido objeto de tantas tentativas terapéuticas

visando a cura. Mais de um século, porém, apds o sucesso obtido por Pasteur
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(1822-1895) no tratamento pds expositivo da raiva, (Lulitticken et al. 2007) é

estimado que a raiva cause 55.000 mortes em todo o mundo (WHO, 2008).

A vacinacdo tem sido considerada nos Uultimos 100 anos o método mais
eficiente para o controle das doencas infecciosas nho homem e nos animais
(Hagiwara & Megid, 2004). As primeiras vacinas veterinarias foram
desenvolvidas por Louis Pasteur em 1880, apds o estabelecimento do processo
vacinal de Jenner (1798). Ja em 1923, Gaston Ramon, descobriu o principio de
fabricacdo de anatoxinas e adjuvantes. O objetivo das vacinas é reduzir perdas
econdmicas, produzir anticorpos e células de memodria, bem como nao
transmitir a doenca propriamente dita (Hagiwara & Megid, 2004). A vacinagao
de animais é relativamente facil, o que ajuda a manter o bem estar animal, a
prevenir surtos de doencas em humanos e animais (Morton, 2007), e controlar
diversas zoonoses como a Raiva (McCallum & Hocking, 2005). Atualmente
75% das doencas infecciosas reemergentes sao consideradas zoonoses, 0 que
caracteriza a importancia da vacinacao para o controle destas enfermidades
em animais(Lultticken et al. 2007). . O desenvolvimento de estratégias de
vacinagao contra doengas zoonoéticas necessita uma colaboragdo entre
vacinologistas que associando o0s progressos da Biologia Molecular e da
Imunologia possam desenvolver vacinas especificas (Lulitticken et al. 2007).
Segundo Bunn (1991) a vacinacao dos animais é a forma mais efetiva para a

reducdo de casos de raiva em humanos.
2 As origens da vacinacao na veterinaria

Tanto a vacinacdo humana como a veterindria tiveram certamente a mesma
fonte de inspiracdo, que foi nos procedimentos empiricos tradicionais, onde os
fazendeiros usavam fluidos de animais doentes para protegerem seus
rebanhos (Lombard et al. 2007).

Ja em 1853, o médico belga Willems inoculava material infectado em animais,
0 que levou estes estudos a serem cruciais para a vacinologia comtemporanea.

O melhor exemplo documentado entre vacinacao humana e animal certamente
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€ a histéria das sucessivas vacinas contra a variola. Edward Jenner (1749-
1823), um médico inglés através da técnica de variolacdo inoculava material
de variola bovina em humanos em 1798, o que levou o procedimento de
vacinagcao de Jenner no inicio do século 19 a se disseminar rapidamente ao
redor do mundo Porém esta vacinacdo realizada a partir de animais encontrou
problemas socio-culturais, como por exemplo na India onde os bovinos sdo
sagrados (Bhattacharya & Jackson, 2005).

3 As vacinas veterinarias na era Pasteuriana

Nas origens da vacinacdo moderna € inevitavel de se confrontar com Louis
Pasteur (1822-1895) (Figura 1), que obtinha informacdes com praticos
veterinarios, agronomos, fazendeiros e pastores de rebanho para obter
subsidios para suas pesquisas, que se iniciaram em 1880 com as vacinas
rabicas (Geison, 1996). Em 1881, num discurso para Academia Francesa de
Ciéncia, ele introduziu o termo ‘virus-vaccin” (sinbnimo de micrdbio
atenuado), que ele mesmo abreviou para "vaccin”. Na Escola de Veterinaria
em Lyon, Jean-Baptiste Chauveau (1825-1917) e Edmond Nocard (1850-
1903), levaram Henri Bouley (1814-1885), diretor da Escola de Veterinaria de
Mainsons-Alfort em 1877 que mantinha correspondéncia com Louis Pasteur a
escreverem 0s aspectos da "vaccnination” para humanos e animais (Nicol,
1974). A palavra "vaccine” entrou em uso na comunidade cientifica
internacional por volta de 1880 e, anteriormente a esta data, no dicionario
francés. Entdo com a importancia desta enfermidade, Louis Pausteur, em 1879
deixou de lado a cdlera avidria, anthrax, e a erisipela suina para se concentrar

numa rara e invariavel doenca fatal, a raiva (Lombard et al. 2007).
4 Historia da vacinacao contra a Raiva

O alicerce da ciéncia Pasteuriana foi a vacina contra raiva, onde a presencga dos
veterinarios foi crucial. Os veterinarios monitoravam a doencga procurando
lesdes “post-mortem” em caes suspeitos de morderem humanos. Foi o

veterinario Pierre-Victor Galtier (1846-1908), em 1879, um pupilo de
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Chauveau da Escola de Veterinaria de Lyon que demonstrou que a raiva
causava uma lesdao de sistema nervoso, com periodo de incubagao variavel;
este mesmo veterinario também teve a idéia de substituir os caes pelos
camundongos nos laboratérios (Lombard et al. 2007). Em 1881 e 1882, Louis
Pasteur e seus pupilos Charles Chamberland, Emile Roux and Louis Thuillier
modificaram a técnica de Galtier pela inoculacdao de material rabico de sistema
nervoso de caes em sucessivas passagens em outros cachorros. Apos esta
passagem era necessario atenuar o virus em coelhos, o que foi feito por Roux
(Lombard et al. 2007) e em seguida selecionado o virus mais atenuado para

ser utilizado na vacina(Théodorides, 1986).

Figura 1- Louis Pasteur (1822-1895) em 1865

Pasteur, entao, percebeu que inoculacdes seriais intracerebrais em macacos
com virus rabico canino, aumentava o periodo de incubacdao, enquanto que a
viruléncia diminuia (Bunn, 1991). Assim Pasteur comecou a testar inoculagoes
em cdes, para verificar se estes poderiam entdo ficar expostos ao virus das
ruas. Estes protocolos que Pasteur, em 6 de julho de 1885, inoculou em
Joseph Meister (21/02/1876-16/06/1940) que foi a primeira pessoa a ser
inoculada e tratada com o virus da raiva. Em 1885, o garoto de nove anos de
idade, Meister foi mordido por um cao raivoso e Pauster decidiu tratar o

menino com virus rabico crescido e atenuado em coelhos. O tratamento foi um
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sucesso e o garoto nao desenvolveu a doenca. O menino entao se tornou um

garoto propaganada para o Instituto Pasteur(Bunn, 1991).

Em anos seguintes no livro de Patologia, Friedberger & Frohner (1904),
relatam estudos de Hogyes e Protopopoff para melhorar a seguranca e eficacia
da vacina anti rabica em cdes. Em 1927, na 12 Conferéncia Internacional de
Raiva, ficou definido que o virus para a vacina canina deveria ser inativado ou
atenuado e ndao causava a doenga se inoculado por Vvia
intramuscular/subcutanea (Schoeing, 1930). As vacinas originadas de tecido
nervoso (OTN) inativadas pelo fenol foram usadas nas proximas décadas, e
elas frequentemente causavam reacdes nervosas poés-vacinais, inclusive a
morte do animal vacinado, o que levou a estudos para desenvolverem
melhores vacinas (Briggs et al. 2002). Desta forma foram desenvolvidas as
vacinas low-egg-passage” (LEP), que eram constituidas por virus de baixa
passagem (136 passagens) em ovos embrionados de galinhas ou “chick-
embryo-origin” (CEQO) utilizando para passagens seriadas a cepa Flury (virus
rabico humano) até a década 50 (Koprowski & Cox, 1948). As vacinas LEP,
ocasionalmente causavam raiva em filhotes de caes e gatos, o que levou ao
desenvolvimento das vacinas “high-egg-passage” (HEP) ou de muitas
passagens (205 passagens) em ovos embrionados, sendo esta segura para uso
em filhotes de caes com 3 meses de idade, bovinos e gatos (Briggs et al.
2002). A mesma vacina foi por muito tempo usada para proteger tanto
humanos e animais. O sucesso da vacinacdo anti-rabica levou a fundagao do
instituto  Pasteur, que atualmente é um instituto reconhecido
internacionalmente. Durante todos estes experimentos com raiva, sempre
houve colaboracao de veterinarios e médicos o que levou a estabelecer o nome
de raiva animal como a pedra fundamental dos programas de controle da raiva

em humanos.

As vacinas foram com o decorrer do tempo sedo aperfeicoadas visando

seguranca e eficacia. Inicialmente vacinas de cérebro de camundongo ou de
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carneiro eram usadas, mas causavam reacoes que limitaram o seu uso, o que
levou o desenvolvimento de vacinas de cultura a base de rins de filhotes de
hamster ou “Baby Hamster Kidney” (BHK), que diminuiu a exposicao do virus
em seres humanos. Atualmente, estdao sendo adicionadas, além das vacinas

parenterais, as vacinas orais (WHO, 2008).
5 Vacinas de virus vivo modificado (MLV)

As MLV atualmente sdao produzidas em diferentes tipos celulares como CEO,
BHK e células de rins de porco ou “porcine kidney cells” (PKC) utilizando as
cepas de virus humanos, Flury e Kelev, Street Alabama Dufferin (SAD) e
Evelyn-Rokitnicki-Abelseth (ERA). As cepas SAD e ERA estdao sendo adaptadas
para serem usadas na Asia, Africa e parte da Europa para imunizacdo oral em
caes e gatos (Blancou & Meslin, 1996). As MLV originadas de “Tissue Cells”
(TC) produzem poucas reacoes alérgicas se comparadas com as de CEO, mas a
World Health Organization (WHO) nao recomenda o uso destas MLV em
animais por via parenteral (WHO, 2004). Mesmo que as MLV tenham provado
0 seu valor e apesar de ser proibida nos EUA, o uso de vacinas inativadas esta

crescendo onde as MLV eram usadas (Briggs et al. 2002).
5.1 Vacinas orais modificadas

As vacinas orais rabicas (ORV) comecaram na Suica, com o uso de iscas para
raposas contendo virus atenuado e atualmente é utilizada por muitos paises da
Europa (Steck et al. 1982). A vacinacao oral é sem duvida o método mais
simples e eficaz para combater a raiva em caes de rua, especialmente depois
da implementacao da tecnologia do DNA recombinante, que permitiu vacinas
mais seguras e eficazes (Dietzschold et al. 2004). Na década de 90, a cepa
ERA foi trocada pelas cepas (SAD-Avirulent-Gif, SAG-1 e SAG-2) para o
desenvolvimento de vacinas. A SAG 2, que é a cepa de escolha, € uma cepa
mutante isolada da cepa SAD Berne apds selecdo de anticorpos monoclonais;

onde a amostra vacinal é avirulenta se inoculada intracerebral em
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camundongos imunocomprometidos e também os protege quando desafiados
(Lafay et al. 1994).

5.2 Vacinas vetorizadas recombinantes orais

Porém estas vacinas vivas orais para animais silvestres possuiam
patogenicidade residual para certos roedores (Artois et al. 1992), o que levou
ao desenvolvimento das novas vacinas de baixa viruléncia derivadas da cepa
SAD-Berne com serina no lugar da arginina na posicao 333 do envelope viral
(Briggs et al. 2002). Esta geracdo de vacinas ainda apresentava seguranca
duvidosa para animais silvestres, o que levou ao desenvolvimento de vacinas
orais vetorizadas em iscas, onde uma glicoproteina da cepa ERA foi inserida no
genoma do virus da vaccinia (Wiktor et al. 1984). Esta vacina de isca oral foi
licenciada em 1995 nos EUA, pela Merial® (Raboral V-RG®) sendo utilizada
para combater a raiva em guaxinins, para prevenir que caes mexicanos
transmitissem raiva para coyotes do texas e para praticamente eliminar a raiva

em raposas vermelhas no Canada e de cdes no Texas (Dreesen, 2007).
5.3 Vacinas vivas recombinantes orais utilizadas via parenteral

A historia destas vacinas comegou com o desenvolvimento de uma tecnologia,
onde houve a insercao da glicoproteina rabica em virus da variola do canario.
Atualmente elas apenas sao licensiadas para uso em gatos associados a outros

agentes (Dreesen, 2007).
5.4 Vacinas de virus inativadas (IVV)

As vacinas IVV por serem inativadas precisam de altas concentagdes virais,
gue sao obtidas pelo crescimento do virus em tecido cerebral de coelhos, BHK,
CEO, porquinho-da-india, células Vero e camundongos neonatais que ainda
nao possuem a mielina .As vacinas produzidas em cérebro embora inativadas
sao responsaveis por encefalomielite em animais vacinados com culturas
precoces de IVV e sao autorizadas a serem utilizadas em animais de

companhia com minimo de 3 meses de idade (Reculard, 1996). O método mais
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utilizado para inativacdao do virus rabico € o que se baseia na B-propiolactona
que uma vez inativado, adiciona-se a vacina os adjuvantes (hidroxido de
aluminio, fosfato de aluminio e saponina para bovinos) que lhe permitem
estabilidade e a combinagdao com outras vacinas e bacterinas (Precausta &
Soulebot, 1991). Desde 1974, o National Institute of Health-EUA, quantifica a
poténcia de todas as vacinas inativadas para raiva, desafiando os animais
vacinados contra “challenge virus standard” (CVS), ou os virus padroes

derivados dos isolatos originais de Pasteur (Baer, 1997).
6 O futuro das vacinas, a nova geracao de vacinas rabicas

O futuro das vacinas rabicas tem seu estudo focalizado nos animais de vida
livre que sdo responsaveis em disseminar a raiva (Artois et al. 1992). Em cdes
as vacinas que utilizam o adenovirus recombinante como vetor precisam ser
confirmados experimentalmente (Tims et al. 2000). As vacinas rabicas orais
derivadas de plantas também serdao uma possibilidade para caes, onde plantas
expresardo antigenos rabicos (Modelska et al. 1998). As vacinas de DNA
iniciaram-se com uma simples inoculacdo no plasmidio da glicoproteina da
cepa ERA (Xiang et al. 1994), e atualmente um dos seus problemas é a
demora na producao de anticorpos, o que vem sendo estudado em
camundongos (Lodmell & Ewalt, 2001). As IVV possuem complicacdes pos-
vacinais, como sarcomas, especialmente em gatos, o que levou a nova geragao
de vacinas recombinantes vetorizadas (autorizada a vacinagao no animal com
2 meses de vida), como a vacina recombinante de avipoxvirus (glicoproteina
recombinante rabica-vetorizada em virus de canarypox) a ser autorizada o seu
uso em gatos nos EUA, por produzir poucas reacdes alérgicas/neoplasicas
(Greene et al. 1998).

A maioria das vacinas no mercado atualmente sao vivas atenuadas ou
inativadas. As vacinas vivas atenuadas induzem longa-duradoura imunidade
mediada por células e por anticorpos, mas tem desvantangens quando usadas

em animais prenhez e imunocomprometidos com potencial de reverter a
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viruléncia. Ja as vacinas inativadas nao induzem uma imunidade duradoura
mas nao revertem a patogenicidade. As vacinas hoje tem que seguir
especificacbes como: que os antigenos usados para fazer uma vacina atenuada
sao livres de patdgenos associados a toxinas e componentes
imunossupressores e que sao capazes de induzirem longa-duradoura
imunidade. As vacinas recombinantes de DNA, com delecao de genes e as
vacinas virus-vetorizadas sao hoje as vacinas que seguem estas especificacoes
(Lubroth et al. 2007). As vacinas vivas induzem protecdo sistémica e de
mucosas com baixa reatividade, sao de baixo custo e nao necessitam de
adjuvantes. No casos da vacinas virais que sao virus mutantes atenuados
(escolhidos por selecao clonal) que causam a infeccao mas nao a doenga, esta
atenuacao mutacional é um processo incontrolavel de se avaliar, com risco de
reversao e disseminacao do patégeno no ambiente (Lubroth et al. 2007). Mas
isto é evitado com o uso da engenharia genética que identifica os genes
associados a patogenicidade e os deleta ou os inativa. Mas para avaliar a
efetividade dos programas de erradicacdo das doencas era necessario
diferenciar animais vacinados dos infectados naturalmente, o que foi possivel
com vacinas que nao possuem determinados antigenos ou que possuem
antigenos extras para serem detectados na sorologia(Lubroth et al. 2007). O
uso também de marcadores para diferenciar animais vacinados dos infectados
naturalmente parece ser promissora. A mais nova tecnologia é a genética
reversa onde cria sequéncias genéticas inteiras com controle dos processos de
transcricao e traducao (Lubroth et al. 2007). Para vacinas inativadas a
combinacao entre gendmica, bioinformatica e tecnologia recombinante tem
permitido o desenvolvimento de vacinas a partir de epitopos especificos
(Reddy et al. 1998). As vacinas de DNA também serdo promissoras onde um
DNA plasmidial que codifica proteinas protetoras, sao inoculados em células do
animal, onde a transcricdao e a traducao ocorrem, transformando o animal
vacinado em um bioreator para a producdo de suas préprias vacinas (Dunham,
2002). Uma outra possibilidade para animais selvagens seria a rota de

aerossodis, através de sprays para uso em mucosas, 0 que levaria a um
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individuo a disseminar a vacina através de seu convivio social (Almeida et al.,
2005).

Ao contrario do que Pasteur pensava a raiva ainda permanece nao erradicada e
provavelmente ndo sera tdo cedo apds a descoberta dos reservatérios

selvagens.
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