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RESUMO GERAL

A raiva permanece como uma doenga preocupante para médicos e veterinarios
devido aos expressivos prejuizos e perdas que ela acarreta. O estudo continuado da
raiva, focando em seus métodos profilaticos e em especial no desenvolvimento de
novos métodos vacinais, torna-se imprescindivel. Sdo apresentados os aspectos da
virologia, a histéria das vacinas anti-rabicas e as principais espécies alvos de
vacinagdo. Tratamos de veiculos vacinais, atividade imunogénica, e das
transformacdes e avangos nas técnicas para formulagcédo e eficacia de vacinas. A
vacinagao oral de camundongos representa um passo para a possivel produgéao de
vacina anti-rabica oral nacional. Objetivou-se formular vacina oral anti-rabica em
pasta, a partir da vacina de cultivo celular PV do TECPAR capaz de suscitar a
producdo de anticorpos contra a raiva em camundongos. Obteve-se uma vacina em
veiculo de lanovaselina contendo 107°DLso/0,03 ml de antigenos virais. Os
camundongos vacinados com 2 doses espagadas em 21 dias soroconverteram,
mensurados por teste ELISA com valores de 0,43; superiores aos animais que
receberam 2 doses de veiculo somente com 0,13; e 0,31 e 0,09 (P = 0,0001),
respectivamente, nas diluicoes 1:25 e 1:50. Nao foram observados efeitos toxicos
pela ingestdo da vacina ou do veiculo. Os resultados poderao ser utilizados para
direcionar o desenvolvimento de uma vacina oral anti-rabica para o principal vetor da

raiva no Brasil, 0 morcego hematoéfago.

Palavras-Chave: Raiva, vacina oral, camundongos, controle, ELISA.
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GENERAL ABSTRACT

Rabies remains a preoccupying disease in human and animal medicine due to the
expressive losses that it causes. The continued study of rabies, concentrating on its
prophylactic methods, specifically in the development of new vaccine methods
becomes essential. Aspects of the virology, the history of anti-rabies vaccines and
the main species of vaccination are discussed. Vaccine vehicles, immunogenic
activity and the transformations and advances in the techniques for the development
of effective vaccines are addressed. Oral vaccination of mice represents a step
towards the possible production of a national oral anti-rabies vaccine. The objective
of this study was to formulate an antirabies oral vaccine in paste from the cell culture
vaccine PV TECPAR able to elicit the production of antibodies against rabies in mice.
This research developed a vaccine homogenized in lanovaseline paste with
10"°DL5¢/0,03 ml viral antigens. The mice that were vaccinated with 2 doses with
intervals of 21 days seroconverted, measured by ELISA, to 0,43; higher than the
mice that received 2 doses of vehicle only with 0,13; and 0,31 e 0,09 (P = 0,0001),
respectively, on the dilutions 1:25 e 1:50. The results could be used to direct the
development of an antirabies oral vaccine for the main vector of rabies in Brazil, the

vampire bat.

Keywords: Rabies, oral vaccine, mice, control, ELISA.
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CAPITULO 1

VACINAS ANTI-RABICAS: TIPOS E DESENVOLVIMENTOS -
Revisao

(Rabies vaccines: types and development - Review)

13



VACINAS ANTI-RABICAS: TIPOS E DESENVOLVIMENTO - Revisao
(Rabies vaccines: types and development - Review)
Camila Sloboda Pacheco da Silva' Ernesto Renato Kriiger?, Jorge Victor Bacila
Agottani®, Rubens Chaguri de Oliveira®, Ridiger Daniel Ollhoff°

' Mestrado em Ciéncia Animal — PUCPR. Médica Veterinaria; Bidloga. PUCPR.
camilasloboda@gmail.com

2 Médico Veterinario — TECPAR. erkruger@tecpar.br

3 Médico Veterinario — TECPAR. agotani@tecpar.br

4 Médico Veterinario — TECPAR. rubens@tecpar.br

® Professor, Médico Veterinario — PUCPR. daniel.ollhoff@pucpr.br

RESUMO

A raiva permanece como uma doenga preocupante para médicos e veterinarios
devido aos expressivos prejuizos e perdas que ela acarreta. O estudo continuado da
raiva, focando em seus métodos profilaticos e em especial no desenvolvimento de
novos métodos vacinais, torna-se imprescindivel. A vacinagéo oral de camundongos
representa um acesso viavel as tecnologias de ponta no campo cientifico para a
verificagdo da possivel produgédo de vacina anti-rabica oral. Aqui sdo apresentados
0s aspectos da virologia, a historia das vacinas anti-rabicas e as principais espécies
alvos de vacinagao. Versa-se sobre veiculos vacinais, atividade imunogénica e as
transformacdes e avangos nas técnicas para formulagdo e eficacia de vacinas. O
objetivo da revisao foi abordar o desenvolvimento de novas vacinas, em especial as
de via oral.

Palavras-chave: Raiva, vacinas, camundongos.

ABSTRACT

Rabies remains a preoccupying disease in human and animal medicine due to
the expressive losses that it causes. The continued study of rabies,
concentrating on its prophylactic methods, specifically in the development of
new vaccine methods becomes essential. Aspects of the virology, the history
of anti-rabies vaccines and the main species of vaccination are discussed.
Vaccine vehicles, immunogenic activity and the transformations and advances
in the techniques for the development of effective vaccines are reviewed. The
research objective was to address the development in particular the vaccines
for the oral route.

Keywords: Rabies, vaccines, mice.
14



1. INTRODUGAO

A raiva é uma doenca que afeta o Sistema Nervoso Central (SNC), fatal e
progressiva. Considera-se que todos os animais vertebrados de sangue quente
podem ser acometidos com 100% de letalidade (RUPPRECHT et al., 2004), apesar
de existirem relatos de hienas em parques africanos e cachorros subsaarianos com
a presencga de anticorpos e RNA viral, porém saudaveis clinicamente (WARRELL e
WARRELL, 2004).

Devido a estimadas 40 mil mortes bovinas a cada ano no Brasil (HEINEMAN et
al., 2002), o Boletim de Defesa Sanitaria Animal (2010) do Ministério da Agricultura e
do Abastecimento, relata as perdas econémicas para o setor por raiva herbivora em
15 milhdes de ddlares ao ano. No Brasil o investimento para a prevengao da raiva
em 2004 foi US$ 28 milhdes de dolares. Esta quantia inclui custos das vacinas para
humanos e caes, imunoglobulinas, diagndstico laboratorial, equipe médica e
veterinaria e treinamento dos profissionais para campanhas de vacinagao
(CARNIELI et al., 2006).

Os Estados com as maiores producdes de ruminantes e equideos sao 0s que
sofrem mais com as perdas. Apenas no Estado de Sao Paulo foram reportados 80
casos de raiva em morcegos e em Minas Gerais 837 casos de raiva bovina no
periodo decorrido entre 1996 e 1999 (MENEZES et al., 2008). Os casos de raiva dos
animais de produgao sao reportados no Quadro 1, juntamente com os casos de
raiva de morcegos no Brasil de 2002 a 2010.

Quadro 1: Representacao do numero de casos de raiva diagnosticados no Brasil entre 2002 e
2010 com especial atencdo aos animais de producao.

Fonte: Covev/Cgdi/Devep/SVS/MS. Dados de 2010 parciais e sujeitos a alteracao.

1200

2002 2003 2004 200520062007 200820092010
B Animais de producao =+ Morcego
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Desde 1975, 500 casos de raiva humana foram associados com morcegos
hematdfagos, responsabilizados por até 100.000 casos anuais de raiva herbivora em
toda a América Latina. Em 1998, a raiva foi constatada em 428 municipios
brasileiros, cerca de 7% do total (MENEZES et al., 2008).

O morcego é o principal transmissor da raiva no Brasil, relativamente
controlada na zona urbana e endémica na zona rural (NEVES, 2008; NOVAIS,
2008).

O controle da raiva silvestre é executado em sua maioria pela reducdo da
populagdo de morcegos hematdéfagos por envenenamento quimico com pasta
vampiricida, constituida por anticoagulantes, como medida de redugéo populacional
localizada e utilizada principalmente quando de um surto (KOTAIT, 2005).

Estas medidas, além de ineficazes para o controle definitivo da raiva silvestre
(MEBATSION et al., 2001; VOS, 2003; FOLLMANN et al., 2004) como comprovado
em outros vetores no hemisfério norte, devido a alta adaptabilidade a diferentes
ambientes destes reservatorios e vetores naturais, ndo consideram o sofrimento
animal e a possivel contaminacdo humana e ambiental com os produtos
vampiricidas utilizados, tais como o dicumarol (bishidroxicumarina) e a warfarina
sodica.

O estudo continuado da raiva, focando em seus métodos profilaticos e em
especial no desenvolvimento de novos métodos vacinais, torna-se imprescindivel
(WUNNER, 2007).

2. VIRUS DA RAIVA

O virus da raiva esta classificado na ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Consiste essencialmente de uma molécula de
RNA (2-3%), proteina (65-75%), lipidio (15-25%) e carboidrato (3%). Os Lyssavirus
sdo envelopados em forma de projétil de revolver com diametro de 45 a 100nm e
100 a 430nm de comprimento (CUNHA, 2006). As proteinas constituintes séo
enumeradas em 5 categorias: a nucleoproteina (N), a proteina matriz (M), a proteina
do capsideo (L), a fosfoproteina (P) e a glicoproteina do capsideo (G) (FLORES,
2007).

O género Lyssavirus € dividido em sete gendtipos. O gendtipo 1 inclui a
amostra do virus classico da raiva, apresentando ampla distribuicdo mundial; os

gendtipos 2, 3 e 4 incluem respectivamente, o virus Lagos bat, Mokola e
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Duvenhage, encontrados na Africa; os genétipos 5 e 6 correspondem ao European
bat Lyssavirus (EBL1 e EBL2), isolados na Europa, enquanto o gendtipo 7 é
representado pelo “Australian bat Lyssavirus”, encontrado na Australia (WARRELL e
WARRELL, 2004; BRITO, 2008). Um Lyssavirus associado ao morcego (Aravan
virus) foi recentemente descrito na Asia Central, sendo proposto como um novo
gendtipo (WOLDEHIWET, 2005).

Estudos realizados por Kobayashi et. al. (2010) utilizando cepas de virus rabico
provenientes de raposas, caes, morcegos hematéfagos, frugivoros e insectivoros
demonstraram pouca variabilidade genética do virus circulante no Brasil, todos
pertencentes ao gendtipo 1.

O agente etiologico é transmitido pela saliva, por contato proximo entre animais
contaminados e destes com o homem (EUROPEAN COMMISSION, 2002). O
Lyssavirus se fixa na membrana celular do hospedeiro, segundo Velandia et al.
(2007), especificamente nos receptores nicotinico de acetilcolina, na molécula de
adesdo em células neuronais e no receptor de baixa afinidade neural através de
uma glicoproteina viral (G). Apés a mordida ha uma replicagdo do virus no musculo
localizado na porta de entrada. O virus liga-se aos receptores na jungao
neuromuscular, segue pelos axénios dos nervos periféricos e neurdnios motores da
medula espinal, ascendendo até o cérebro, onde causa inflamagao aguda, apoptose
e degeneragdo neural. Ocorre entdo a disseminagao através de nervos até a
glandula salivar, pele, cérnea e outros érgaos (SILVA, 2008). O virus da raiva, assim
como todos os membros do género Lyssavirus € neurotropico e apds a mordida de
um animal acometido, infecta por movimento axonal retrogrado, neurdnio a neurénio
até chegar ao ganglio dorsal, onde a sua replicagao pode ser detectada (JOHNSON
et al., 2010). Um virus rabico pode migrar ao longo dos nervos periféricos até o
Sistema Nervoso Central numa velocidade que atinge 50 a 100 mm por dia por
rapido sistema de movimento axonal em sentido estritamente retrégrado segundo
Warrell e Warrell (2004).

Os mecanismos de defesa contra o virus da raiva incluem mecanismos
especificos e nao-especificos. Provavelmente o mais importante fator entre os
mecanismos nao-especificos seja a produgao de interferon tipo 1 (IFN-1) liberado
imediatamente apds a infecgdo (OLIVEIRA et al., 2000). A producdo de 6 citocinas
foi estudada por Lambot et. al. (2001) no envolvimento na estimulagéo da imunidade
celular ou seja, o envolvimento de interleucina (IL)-2, interferon (IFN)-y, IL-4, IL-10,

IL-12 e o fator de necrose tumoral (TNF)-a. Outro fator seria a ativagdo de genes de
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expressao imunolégica. Na maior parte dos estudos em laboratério, as moléculas
génicas das respostas imunes inatas apos a infec¢do com virus da raiva atenuado
incluem os genes que codificam respostas inflamatorias, citocinas, assim como
peptideos IFN-relacionados, responsaveis pela infiltracdo de macréfagos, e
envolvimento da permeabilidade da barreira hemato-encefalica (ZHAO et al., 2009).
O mecanismo especifico estd caracterizado pelos linfécitos T CD8+ e pela
citotoxicidade mediada (WUNNER et al.,, 1983), que induz apoptose por multiplas
citocinas, e quimiocinas, capazes de lisar especificamente células com receptores
em membrana celular (WANJALLA et al., 2008).

A imunidade induzida é principalmente celular e humoral e isto, assim como a
replicagao lenta do virus no tecido possibilitou o desenvolvimento de vacinas, uma
vez que as vacinas de virus atenuado mimetizam o que ocorre na infecgao natural
do virus rabico, tipicamente, estimulando uma resposta imunolégica longa e
duradoura (ZEPP, 2010). A principal imunidade correlacionada a produgao induzida
por vacinagao é a produgao de anticorpos e células T-helper, que contribuem para o
desenvolvimento de imunidade onde células T citotoxicas n&o apresentam
contribuicdo na protecdo (JOHNSON et al., 2010). Em modelos experimentais,
utilizando camundongos, foi constatado que o envolvimento de linfécitos B e T, ou
somente B, & responsavel pela geragdo de imunidade por anticorpos neutralizantes
pos-vacinagao, a partir da infeccao por virus rabico atenuado e que, na falta das
células CD8+, essa imunidade foi também induzida (HOOPER et al., 1998).

Durante a infeccdo rabica ainda ndo esta claro o caminho percorrido pelo
anticorpo virus neutralizante, se a partir da replicagado viral primaria dos sitios
periféricos da infeccdo ou a partir do virus do SNC. Da mesma forma, ndo ha
completo esclarecimento a respeito da fonte das citoquinas envolvidas, se sao
geradas dos neurdnios ou do suporte celular periférico da infecgdo e populagdes
introduzidas no SNC (JOHNSON et al., 2010). O status privilegiado do SNC e da
barreira hemato-encefalica pode explicar algum atraso na entrega de anticorpos ao
sistema, ou seja, do desenvolvimento da resposta imunoldgica. A replicagao viral sé
aumenta uma vez que o virus tenha entrado no Sistema Nervoso Central, entdo o
nivel de anticorpos na periferia €, até o0 momento em que o processo se torna
clinicamente irreversivel, limitado (JOHNSON et al., 2010). Um unico estudo revelou
a relacdo entre a apresentagdo dos antigenos rabicos e o complexo de imuno-

estimulantes (tratamento com clodronato). Esse estudo demonstrou a entrega de

18



antigenos pelos macrofagos da via marginal do bago, logo apds o desenvolvimento
de anticorpos (CLASSEN et al., 1998).

3. VACINAS ANTI-RABICAS

As vacinas anti-rabicas a base de tecido nervoso, cérebro e medula de coelho,
e camundongos neonatos vém sendo utilizadas desde a sua criagdo por Pasteur
(RIBEIRO-NETTO et al., 1971) em 1889. Somente a partir do estabelecimento da
tecnologia de cultura celular em laboratério, na década de 1950, foi possivel um
avango significativo nos estudos dos virus, e consequentemente das vacinas virais
(MESLIN, 1996). A tecnologia de cultivo de células de animais sempre teve um
papel central na evolugdo da virologia (MESLIN, 1996). Apenas em 1980, uma
vacina anti-rabica do tipo de vacina desenvolvido por Pasteur foi reconhecida e
aprovada pelo 6rgao fiscalizador dos Estados Unidos da América “FDA” (Food and
Drug Administration), um dos principais 6rgaos de controle de medicamentos do
mundo (WU et al., 2004). Este tipo de vacina é considerado de primeira geragéo.

Os tipos de vacinas podem ser distinguidos na segunda geragao de vacinas
anti-rabicas para uso veterinario, dependendo se sdo de virus inativados ou
atenuados, pela cepa com que sdo produzidas e pelas caracteristicas das células
substrato e dos inéculos escolhidos para a replicagao viral (RECULARD, 1996).

A imunizagao oral de animais selvagens com vacinas atenuadas, tais como a
vacina SAD B19, SAG-1, e a SAG-2 ou com a vacina recombinante de glicoproteina
(vacina V-RG) é considerada o método mais eficaz para prevenir e controlar a raiva
(WILDING et al., 1994; DIETZSCHOLD e SCHNELL, 2002).

Os principais virus utilizados para a produg¢ao de vacinas contra raiva para uso
veterinario sdo segundo Reculard (1996):

- Paris Pasteur: isolado de uma vaca infectada, na Franga em 1882. Adaptado
em cérebro de coelho e em células Vero;

- PV (Pasteur Virus): Virus da raiva fixado em coelhos de Louis Pasteur.
Adaptado para cérebro de coelho, rim de feto de bovino, rim de camundongo
neonato, linhagem 21 de células BHK (BHK-21), e células Vero;

- PM (Pittman Moore): Virus de cepa Pasteur fixado. Adaptado em cérebro de
coelhos, células humanas dipléides, células primarias de rim canino e células Vero e
Nil-2;
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- CVS (Challenger Virus Strain): Virus de cepa Pasteur fixado. Adaptado em
cérebro de camundongos, células embrionarias e células Vero;

- Nishagara: Virus de cepa Pasteur fixado, no Japdo em 1915. Adaptado em
cérebro de coelhos, e de porquinhos-da-india (Cavia porcellus) lactantes;

- Fuenzalida S-51: Isolado de um céo infectado, no Chile em 1943. Adaptado
para cérebro de camundongos;

- Fuenzalida S-91: Isolado de um humano no Chile em 1943. Adaptado em
cérebro de camundongos lactantes;

- Kelev: Isolado de um c&o raivoso em Israel no ano de 1950. O histérico de
passagens descreve 100 passagens em células embrionarias de galinha, também
adaptado em células cerebrais de ratos;

- SAD (Street Alabama Dufferin): Isolado de um cachorro morto, em Alabama,
EUA, em 1935. Adaptado em células de cérebro de camundongo e células BHK-21;

- ERA (Evelyn Rokitnicki Abelseth): Virus SAD. Adaptado para célula renal
suina e BHK-21;

- Vnukovo-32: Virus SAD. Adaptados em célula primaria renal de
camundongos;

- Flury: Isolado de um humano na Georgia, EUA em 1939. Adaptado a células
embrionarias de galinha;

- LEP: Virus Flury. Adaptado em 40-50 passagens em células de embrido de
galinha e também adaptado em células BHK-21;

- HEP: Virus Flury. Mais de 180 passagens em célula embrionaria de galinha.

Outras exigéncias legais e técnicas sob o aspecto industrial necessarias para o
desenvolvimento e produ¢cado de uma boa vacina foram revistas por Heldens e Patel
(2008).

A vacinagdo anti-rabica faz parte da histéria de sucesso das vacinas
veterinarias, levando a erradicagdo da raiva em algumas regides (MCVEY e SHI,
2010). As particularidades das vacinas anti-rabicas existentes no mercado séo

descritas nos subtoépicos 3.1. a 3.6. a seguir.

3.1. VACINAS DE CULTIVO CELULAR

Dois tipos de substrato celular sao geralmente utilizados na producédo de

vacinas anti-rabicas para uso veterinario, segundo Reculard (1996):
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- Células primarias de organismos de animais adultos e neonatos ou embrides.
O principal recurso de tais células sao hamsters, feto bovino, cachorro ou tecido
renal de cobaia e embrides de galinha.

- Células dipléides humanas ou linhagem celular continua. Estas células séo
em sua maioria derivadas de rins de camundongos, assim como as linhagens BHK-
21 e Nil-2.

As vacinas de cultivo celular vao de encontro ao padrdo tecnoldgico
internacional. Essas vacinas, geralmente produzidas em biorreatores, sao
determinantes de um periodo de imunidade mais longo, conferindo uma imunidade
mais efetiva na maioria das avaliagoes (KALLEL et al., 2006). Entretanto, as vacinas
de cultivo celulares sdo mais caras e o processo de fabricacdo € mais complexo,

quando comparado com as demais vacinas existentes.

3.2. VACINAS DE ViRUS ATENUADO

As vacinas de virus atenuados sdo produzidas com a liberacdo de particulas
virais em meio de cultivo, no qual € mensurado o efeito citocida, sendo a lise celular
verificada logo que uma replicagdo macica viral é obtida. A purificagdo é entéo
procedida para eliminar os debris celulares restantes, por centrifugagdo ou pela
filtragem através de membrana porosa (MESLIN et al., 1996).

Se a vacina for produzida com particulas virais atenuadas, a dose vacinal
contém a quantia necessaria de virus infectante relativa a imunizagdo dos animais
hospedeiros (MESLIN et al., 1996). A poténcia das vacinas de virus vivos é expressa
em unidade de infecg¢ado, ou seja, unidades formadoras de particulas (“PFU — plaque
forming units”) ou a dose letal média para camundongos (LD 50%). S&o exemplos
dessas vacinas: ERA, Flury e SAD.

As vacinas atenuadas ou de virus modificado sdo assim chamadas, pois
portam em sua composi¢do o virus rabico vivo, sem que em sua producdo a
inativagao viral seja procedida. Essas vacinas tém seus problemas de efetividade e
seguranga comprovados por nao induzirem imunidade protetora suficiente em
espécies silvestres particulares (DIETZSCHOLD e SCHNELL, 2002). De acordo com
Zepp (2010), as vacinas atenuadas possuem o antigeno capaz de se replicar nos
hospedeiros e tém sua atenuacédo no que tange a antigenicidade. A resposta imune
€ ampla em relacido as vacinas atenuadas e essas, quando testadas, necessitam de

poucas doses para a geragao de imunidade efetiva de longa duragao (ZEPP, 2010).
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Os desafios vistos como as desvantagens das vacinas de virus atenuado podem ser
enumerados: 1) Possibilidade de reversédo vacinal com patogenicidade como efeito
adverso da vacina. 2) As vacinas atenuadas possuem estabilidade reduzida, e ent&o
a abrangéncia em campanhas de vacinagao é menor. 3) Em condi¢gdes de produgéo
as vacinas de virus atenuado necessitam de testes in vivo e sofisticados processos
de atenuacéo (ZEPP, 2010).

Devido ao risco de desenvolvimento dos sinais, as vacinas de virus atenuado
nao devem ser administradas em gestantes ou naquelas que estejam planejando

engravidar nos 3 meses decorrentes (WU et al., 2004).

3.3. VACINAS DE ViRUS INATIVADO OU MORTO

Varios métodos de inativagdo viral sdo usados para o virus rabico, como o
tratamento com betapropiolactona (BPL), acetiletilamina ou outros compostos amina,
e radiacao ultravioleta. O fenol e o formaldeido ndo sdo recomendados, por
reduzirem a imunogenicidade do virus, liberarem residuos irritantes ou toxicos
(SILVA et al., 1967, ATANASIU et al., 1982). O agente inativante mais utilizado é a
BPL, geralmente em concentragcédo de 1:4.000 ml e em um meio mantido com o pH
acima de 7. A BPL mata bactérias e virus, ambos sem interferir na antigenicidade do
virus rabico (ROSSI, 2008).

Diversos métodos combinando acao térmica e BPL s&o frequentemente
aplicados para garantir a completa inativagdo do virus e hidrolise total dos agentes
inativados. ApoOs a inativacdo, a suspensdo viral pode ser concentrada por
ultrafiltragdo em membranas semi-permeaveis (MESLIN et al., 1996).

Como estabilizantes, e também com efeito conservante e adjuvante em vacinas
inativadas liquidas s&o utilizados: Glicina; histidina, arginina, alanina, dextrano,
lactose, sorbitol, albumina bovina, sacarose, hidréxido de aluminio (RECULARD,
1996).

Os pontos fortes das vacinas inativadas foram abordados por Zepp (2010).
Uma das caracteristicas importantes dessa vacina corresponde a incapacidade de
gerar reagao reversa especifica da vacina e de transmitir a doenga, uma vez que o
patdégeno é inativado. As técnicas de produgdo para as vacinas inativadas
geralmente sdo simplificadas. A demanda de adjuvantes e de maiores doses de

reforgo é descrita como pontos negativos das vacinas inativadas (ZEPP, 2010).
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No mercado brasileiro atual, as vacinas comercializadas para uso veterinario,

todas possuem virus inativado ou morto em sua composigédo (FLORES, 2007).

3.4. VACINAS RECOMBINANTES

As vacinas de subunidades usam somente os fragmentos antigénicos de um
microrganismo que melhor estimulam uma resposta imune. As vacinas de
subunidades produzidas por técnicas de engenharia genética, onde outros micrébios
sdo programados para produzir a fragdo antigénica desejada, sdo chamadas de
vacinas recombinantes (ANDRADE et al., 2010).

No decorrer de 30 anos, grandes esforcos vém sendo realizados no
desenvolvimento das vacinas orais contra a raiva. Os primeiros esforcos mencionam
a vacinacao de animais silvestres na Europa e América do Norte como foco principal
e objetivo da estratégia de distribuicdo da vacina pronta em iscas. Em 1983 foi
desenvolvida a vacina recombinante V-RG (vacina recombinante de glicoproteina),
que é efetiva em gerar anticorpos neutralizantes nos guaxinins, raposas e outras
espécies selvagens. Para os efeitos da rota oral em diversas espécies de mamiferos
carnivoros sao necessarias amplas quantidades de antigenos inativados e
purificados tais como a porgdo da glicoproteina do virus rabico em alta densidade
como a particula viral antigénica (RUPPRECHT et al., 2005).

As vacinas de subunidades permitem a sintese de subunidades de antigenos
somente frente o cultivo em células e, em sua grande maioria desencadeiam a
imunidade celular. Entretanto, sdo consideradas como o método padrdo para
producdo e analises por gerarem uma potente estimulagdo imunoldgica (ZEPP,
2010).

3.5 DESENVOLVIMENTO DE NOVAS VACINAS

Em primeiro lugar, a area da saude constitui um dos espagos econémicos mais
dinamicos de acumulagdo de capital e de inovagdo, cuja compreensao se mostra
essencial para pensar politicas de desenvolvimento. Em segundo plano, atualmente
€ reconhecido o carater sistémico que envolve a geragdo de novos produtos,
processos e sistemas organizacionais na area da saude. Essa area alia grande
possibilidade e necessidade de informacdo (difusdo da biotecnologia, de novas

formas de organizagdo dos servigos, etc.) com uma forte dimensédo social, que
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requer a mobilizagdo de um amplo aparato regulatério e institucional. Em terceiro, a
saude continua sendo uma das areas de maior intervencéo estatal, tanto do setor de
servigos quanto nas atividades cientificas e tecnolégicas (GADELHA et al., 2003).

De forma semelhante ao setor farmacéutico, as atividades de pesquisa e
desenvolvimento de vacinas envolvem as seguintes etapas principais: pesquisa e
producao piloto de pequenos lotes, testes pré-clinicos (em animais), testes clinicos
em seres humanos ou espécie alvo e monitoramento apds utilizacdo em maior
escala (GADELHA et al., 2003).

Em meados dos anos 50 os veterinarios comumente utilizavam vacinas anti-
rabicas originadas em cérebro de camundongos. Os principais produtos nos
procedimentos utilizados, nos tempos das primeiras vacinas anti-rabicas eram
vacinas de hepatite, colera, leptospirose, erysipela, soros de enfermidades tais como
hepatite e toxdides clostridios (McVEY e SHI, 2010).

O desenvolvimento tecnolégico na area das vacinas ganhou um forte
dinamismo com o advento das novas biotecnologias, havendo um crescimento
exponencial no numero de vacinas introduzidas no mercado mundial de 1960 até o
presente (PORTO e PONTE, 2003; GADELHA et al., 2003; HOMMA et al., 2003).
Esse dinamismo acabou representando um alto estimulo a entrada no setor de
grandes produtores privados provenientes da industria farmacéutica. Com isso, a
estrutura e a dindmica da industria de vacinas vém se aproximando das observadas
na industria de medicamentos, com a crescente concentracdo do mercado em torno
de algumas poucas empresas (GADELHA et al., 2003).

O uso de vacinas na Medicina Veterinaria tem progredido de uma aventura
experimental para uma rotina e pratica relativamente segura. A comum e robusta
utilizacdo de vacinas eficazes vem sendo, relevantemente responsavel pelo controle
e erradicagdo das doencgas infecciosas. Mesmo em decorréncia do avancgo
tecnologico, alguns problemas s&o concernentes, tais como, consisténcia e poténcia
vacinal, avaliagdbes de suprimento, pureza e seguranga, além de significativa
preocupagao com viabilidade globalizada. Mesmo recentemente, na era da moderna
produgcao de vacinas, ainda tecidos infectados sao frequentemente utilizados como
fonte de antigenos através de concentragao, inativagdo e subsequente filtragdo e
clarificagdo (McVEY e SHI, 2010).

Historicamente, o desenvolvimento de vacina exigia o crescimento do patégeno
em grandes quantidades. As primeiras vacinas virais bem-sucedidas foram

desenvolvidas através do cultivo em animais. Cultivos celulares originarios de seres
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humanos ou, mais frequentemente, de animais como macacos permitiram a
producdo dessas vacinas em larga escala. As vacinas recombinantes e as de DNA
nao necessitam de células vivas ou animais hospedeiros para o crescimento do
microbio. Isso contorna o principal problema de determinados virus, como o da
hepatite B, que n&o crescem em cultivo celular (ANDRADE et al., 2010). Entretanto,
¢ irreal pensar que vacinas de cultivo celular, mais caras, e protocolos de vacinagéo
utilizados frequentemente em paises industrializados serdo amplamente
implementados em muitos paises em desenvolvimento, que sdo endémicos para a
raiva (WUNNER, 2007).

A producdo nacional de vacinas tem sido realizada fundamentalmente por
laboratorios publicos desde os anos 40, quando o aumento das atividades de
regulacéo para o controle de qualidade levou ao fechamento do principal produtor
privado de vacinas, que era uma empresa estrangeira. A atratividade relativamente
baixa do mercado de vacinas e mercado de medicamentos ndo estimulava a entrada
de outras empresas no Brasil, levando a uma crise de ofertas de vacinas (GADELHA
et al., 2003). Em resposta, o governo colocou em pratica uma politica de substituicdo
de importacdes articulada com a expansao da producido de vacinas pelos
laboratorios publicos, a partir da formulagdo do Programa Nacional de Auto-
Suficiéncia em Imunobiolégicos (PASNI) em 1985. Os principais produtores hoje
atuantes no mercado local, Instituto de Tecnologia (Bio-Manguinhos), FIOCRUZ,
Instituto Butanta e Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR) respondem por 90%
do valor das vendas nacionais na linha humana (GADELHA et al., 2003).

O governo federal, nos anos mais recentes, vem desenvolvendo importantes
iniciativas no sentido de fortalecer o sistema cientifico de tecnologia e inovagao, e
consequentemente, de aumentar os resultados da inovagao tecnolégica em varias
areas importantes da economia do pais (HOMMA et al., 2003).

A nova geracdo de vacinas anti-rabicas vem sendo desenvolvida a partir dos
avancgos em clonagem e expressao de genes. Cepas de orthopoxvirus, assim como
o virus da vacina tém sido extensivamente caracterizadas em niveis moleculares. O
genoma amplo, facilidade de producéo, termo-estabilidade, semelhancga de arranjo e
seguranga de expressao fazem algumas viroses altamente adaptaveis para a
expressao de genes hospedes, incluindo a hepatite, herpes e raiva. A expressao de
vetores virais pela propria replicagdo fornece um potencial para imunidade de longa
duragdo sem o risco de desenvolvimento da doenga para o agente hospedeiro,

como em determinadas viroses.
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Por exemplo, o virus vacina recombinante (V-RG) que expressa o gene da
glicoproteina (proteina G) do genoma do virus rabico, o qual foi desenvolvido pela
inser¢cdo de um plasmideo vetor e anelamento de uma cépia de fragmento de DNA
(cDNA — DNA complementar) da proteina G do genoma da cepa do virus rabico
ERA na porg¢ao do gene da timina quinase do genoma do virus da vacina da cepa
Copenhagen, nao causa raiva (MESLIN et al., 1996). Outro exemplo foi o gene
artificial codificador da glicoproteina da membrana (G) do virus rabico
estrategicamente designado para alcangar maior expressdao na planta do fumo
(Nicotiana tabacum L.) transgénica com transformagdes nucleares e reposi¢cao do
peptideo da glicoproteina G relativo a patogénese em lugar do peptideo natural PR-
S (ASHRAF et al., 2005).

A vacina contra o virus da hepatite B consiste de um fragmento da proteina do
envelope viral produzida por uma levedura modificada geneticamente (ANDRADE et
al., 2010). As vacinas de subunidades sao inerentemente mais seguras, porque nao
podem se reproduzir no receptor. Elas também contém pouco ou nenhum material
estranho e por isso tendem a produzir menos efeitos adversos (ANDRADE, et al.,
2010). De modo semelhante, é possivel separar as fragdes de uma célula bacteriana
rompida, isolando as fragbes antigénicas desejadas. Os avangos recentes em
tecnologia de DNA recombinante tém determinado com significante otimismo muitas

inovagdes e alavancado a producdo de vacinas orais (WILDING et al., 1994).

Experimentos com animais mostram que a inje¢do intramuscular de
plasmideos contendo DNA “nu” resulta na producéo da proteina modificada por esse
DNA. Essas proteinas permanecem no organismo receptor e desencadeiam uma
resposta imune. A seguranca desse tipo de vacina é incerta, mas estdo sendo
consideradas muitas aplicagcdes, especialmente contra cancer e virus que possuem
altas taxas de mutagao (como influenza e HIV) (ANDRADE et al., 2010). Entretanto,
com o uso de carreadores de DNA, o sistema imune fica susceptivel, ndo apenas ao
antigeno de interesse, mas também a um vasto arranjo de antigenos adicionais que

constituem a estrutura carreadora para o organismo (WILDING et al., 1994).

3.5.1 Objetivos de novas vacinas

A evolucéo conjunta e retroalimentada da virologia e da tecnologia de cultura

celular permitiu mais recentemente, na década de 1990, a disponibilidade de
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manipulacbes moleculares tanto virais como celulares, de amplo acesso aos
laboratérios de pesquisa e desenvolvimento, com o estabelecimento de ferramentas
e bioprocessos de produg¢ao de produtos génicos virais (GERMANO, 1994).

O desenvolvimento de uma vacina de mucosa oral eficiente € um dos pontos

principais delineados na vacinologia moderna (ZHANG et al., 2005).

As caracteristicas desejadas das novas vacinas anti-rabicas, segundo ARTOIS
et al. (1992) séo:

Eficacia — proteger contra a raiva;

e Facilidade de aplicagdo; Elevado numero de animais abrangidos dentro

de uma populacao;

e Maior estabilidade em temperatura ambiente (importante para paises em
desenvolvimento — dificuldade de manutengdo em uma cadeia de frio);

e Reducao dos custos;

o Efeitos colaterais amenos;

e Nao ser espécie-especifico (poder ser utilizados por diferentes espécies

domésticas e selvagens);

e Ser apatogénico para diferentes espécies.

3.5.2 Veiculos vacinais

No desenvolvimento de vacinas, foram utilizados os mais diversos veiculos.
Vacinas anti-rabicas de virus atenuados foram introduzidas na cabega de galinhas,
salsichas e biscoitos caninos como isca e distribuidos no ambiente natural para
vacinar as raposas selvagens (BLANCOU et al., 1986). Os autores nao informaram a

forma de acondicionamento dentro destas iscas.

A vacina anti-rdbica em emulsdo de agua em Oleo estavel com uma
viscosidade reduzida foi administrada via intramuscular em rebanhos bovinos,
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resultando em altos niveis de resposta imunogénica e alta titulagédo de anticorpos em
detrimento de uma unica dose vacinal em um estudo comparativo entre vacinas anti-
rabicas (CAMERON et al., 1987).

O tipo de veiculo vacinal impde barreiras nas rotas potenciais de distribuigcao da
vacina. Avangos em biologia molecular agora permitem a geragao de subunidades
recombinantes vacinais baseadas em diferentes meios de cultivo, os quais tém um
forte impacto na resposta imunoldgica ao antigeno da vacina (XIANG et al., 2003).

Estudos experimentais com adjuvantes lipidicos foram conduzidos por Suli et.
al. (2004) para preparar vacinas veterinarias, onde a atividade antigénica, ou seja, a
producdo de anticorpos especificos apoés a vacinagao foi significante pelo uso do
adjuvante lipidico na emulsdo de agua em oleo. Camundongos foram imunizados
intraperitonialmente com a proteina G purificada da fracdo microssomal e
registrando-se altos niveis de resposta imune quando comparados com os obtidos
pela imunizagdo com a vacina inativada comercial contra a raiva, em estudos
conduzidos por Ashraf et al. (2005). A andlise da estimulagdo de resposta imune
especifica frente a vacina oral com subunidades de hemoaglutinina feita em plantas
quilaias contra o sarampo resultou em intensificagao da resposta imune, nos estudos
de saponificagdo para aumento da resposta imune de camundongos (PICKERING,
et al. 2006).

Segundo Huang et al. (2005), virus inativado com hidréxido de aluminio como
adjuvante podem elicitar maior titulo de anticorpos neutralizantes em diferentes
modelos animais apds imunizagdo e também conferir protegdo contra a raiva em
ratos.

Segundo Cooper (1995) um bom adjuvante devera ser:

- Comprovadamente capaz de ajudar a desenvolver uma imunidade melhor que
0 antigeno sozinho;

- De baixo risco/ alto beneficio, ou seja, estimular a resposta imune desejada;

- Biodegradavel com baixa meia vida e sem antigenicidade sozinho;

- Nao carcinogénico, teratogénico ou abortogénico;

- Barato, estavel e de facil producao;

- Mimetizar e possivelmente exagerar de forma atdxica o processo invasivo;

- Facil de se misturar / aderir ao antigeno que ira potencializar;

- Facil em dissociar-se novamente do antigeno.
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3.5.3 Avaliacao da inocuidade e eficacia

Testes de Sequranca (inocuidade):

Os exames de inocuidade de produtos bioldgicos sao elaborados para detectar
qualquer material ou propriedade que pode ser perigoso para o receptor, por
exemplo, contaminacg&o bacteriana, infecg¢ao viral, ou toxicidade (HABELM, 1996).

Apesar da pratica padronizada dos testes de seguranga ser acessivel, sendo
utilizada ha mais de 25 anos, muitos laboratérios produtores ainda nao possuem o
teste de viruléncia residual como avaliacdo da seguranga na rotina da produgéo
(HABELM, 1996). Em caso de vacinas virais em geral, e especialmente para as
vacinas contra a raiva, o problema especifico vem a ser o residuo de viruléncia viral,
indesejavel pela ameaga a vida que representa. Além do virus rabico, que esta
intencionalmente presente, a vacina pode conter outros agentes infecciosos que
estiveram presentes no animal de origem ou no tecido fonte. Em vacinas de virus
inativado, o teste da viruléncia residual é relativamente facil e direto e usa o mais
sensivel dos procedimentos para demonstrar o virus rabico — a inoculagéo
intracerebral em camundongos neonatos (HABELM, 1996). Vacinas para uso
veterinario podem ser testadas por inoculagao direta na espécie na qual as vacinas
serdo usadas (HABELM, 1996). A vacina produzida também é testada quanto a
inocuidade (toxicidade inespecifica) onde uma amostra do lote final de vacina é
testada em cobaias e camundongos adultos que sdo pesados 7 dias apds a
inoculagdo, considerando-se satisfatorio se todos os animais sobreviverem no
periodo minimo de 7 dias, nenhum dos animais apresentar qualquer resposta
inespecifica e/ou inesperada que indique alteragcdo na qualidade do produto
inoculado. O peso dos animais devera ser igual ou superior ao peso inicial (Portaria
n° 176/MS/SVS, 1996, RECULARD, 1996).

O controle do produto vacinal acabado a granel passa pela prova de
esterilidade bacteriana e fungica (Portaria n° 176/MS/SVS, 1996), onde uma amostra
do lote € submetida a prova de esterilidade e n&o deve apresentar crescimento
bacteriano e fungico, utilizando caldo de tioglicolato de soédio e caseina de soja. A
prova de verificagdo de inativagdo viral ocorre com uma amostra do produto
submetida a prova de inativagao viral, onde utilizam-se camundongos lactentes e
adultos saudaveis. O pH (Portaria n°® 176/MS/SNVS, 1996) também devera passar

por uma mensuracao permanecendo entre 6,4 e 7,8. Testes relativos ao controle de
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timerosal, fenol, nitrogénio protéico, pH, volume médio por ampolas séo realizados

na producéo de vacina anti-rabica e inspec¢ao visual e estocagem.

Testes de Eficacia:

A necessidade de avaliagdo da poténcia imunogénica das vacinas anti-rabicas
tem reconhecimento desde os tempos de Pasteur. Nos testes de eficacia, o produto
final, lote da vacina é submetido a prova de atividade imunogénica, onde uma
amostra do lote final de vacina contra a raiva é comparada a uma vacina anti-rabica
de referéncia, pelo método de NIH (National Institute of Health). A atividade

imunogénica do produto ndo deve ser inferior a 1,0 Ul/dose individual humana.

4. VIAS DE IMUNIZAGAO

Ao contrario das infecgdes rabicas naturais, inoculagbes de vacinas
experimentais sao frequentemente feitas pela via intramuscular, intranasal e

intracerebral (PREUSS et al., 2009). As demais vias utilizadas s&o:

e Subcutdnea (SC): Via de aplicagdo utilizada frequentemente na

vacinagao anti-rabica veterinaria.

e Intradérmica (ID): Via utilizada na profilaxia pds-exposicdo em

humanos.

e Intramuscular (IM): Via de imunizag&o utilizada em vacinag&o contra

raiva em humanos.

e Via intranasal (IN): Via de aplicagao utilizada por Ertl (2005) em estudo
das vacinas de alteragdo genética contra raiva, elaboradas com vetores
adenovirais, obtendo-se resultados positivos na detecgao de anticorpos

antirrabicos de camundongos (ERTL, 2005).

e Via Oral (VO): Vacinas orais geralmente apresentam menos efeitos
colaterais, sdo mais baratas de serem produzidas, nao requerem equipe
especializada para aplicagao e sao mais aceitaveis pelos pacientes que

vacinas de administragcédo parenteral (JEFFERY et al., 1993), porém

30



somente a partir do final dos anos 80 chegaram ao mercado veterinario
vacinas anti-rabicas orais (CROSS et al., 2007).

A vacinagao anti-rabica oral representa uma medida socialmente aceitavel que
pode ser aplicada em amplas areas geograficas para controlar a doenga em
populagdes silvestres e em reservatérios silvestres especificos através do uso de
iscas vacinais, assim como em ambientes domésticos e de animais ferozes, que
impossibilitam a vacinagao parenteral (SLATE et al., 2009).

De todas as vias de imunizacgao, a via oral vem recebendo as maiores atencdes
principalmente pela facilidade de aplicagdo em grandes populagbes de animais
silvestres (GILLIGAN e PO, 1991; ALMEIDA et al., 2005; CROSS et al., 2007;
ZHANG et al.,, 2005; TIWARI et al., 2009). Outra vantagem da via oral para a
aplicagao das vacinas € o crescimento da produg¢do de vacinas oral baseadas em
cultivo em células vegetais (ASHRAF et al., 2005).

5. ANIMAIS ALVO DE VACINAGAO

Em 1986, Blancou et al. descreveram a administragdo oral de vacinas anti-
rabicas bem sucedida em raposas, possibilitando a vacinacdo de um maior numero
de animais selvagens, sendo o primeiro passo para uma vacinagao oral em animais
selvagens feito na natureza em larga escala.

Vacinas anti-rabicas de virus atenuados foram introduzidos na cabeca de
galinhas, salsichas e biscoitos caninos como isca e distribuidos no ambiente natural
para vacinar as raposas selvagens. A mesma estratégia esta sendo executada com
sucesso nas florestas da Suica, Alemanha e Canada (BLANCOU et al., 1986). Nos
Estados Unidos da América, a vacinacao oral com iscas é utilizada frequentemente
nas florestas e ambientes naturais americanos para a vacinagdo de guaxinins,
raposas, gambas, texugos, furdes e coiotes (BLANCOU et al., 1986; BINGHAM et
al., 1997).

Devido a uma série de observacdes concomitantes: o aumento populacional e
dispersdo de raposas vermelhas nos Estados Unidos e Canada, a continua
expansdo da raiva em raposas vermelhas européias apdés a Segunda Guerra
Mundial, a falta de manutencdo de uma cobertura vacinal duravel, a queda

dramatica de numeros de casos caninos de raiva, o reconhecimento da infecgao
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viral rabica através da mucosa oral e subsequiente indugcdo de imunidade e o
desenvolvimento adequado das vacinas de virus atenuados eficientes contra a raiva,
desenvolveu-se a necessidade do conceito de vacinag&o oral de animais selvagens
na década de 1950 e 1960 (RUPPRECHT et al., 2004).

Implementado de maneira massal a partir de 1989, a vacinacdo oral das
raposas provou ser um meio poderoso para eliminar a doenca de diversos paises
europeus ocidentais — livres da raiva ha mais de 5 anos (CLIQUET e NANCY, 2008).
Os resultados do estudo conduzido em 1982 por Atanasiu et al., mantiveram as
possibilidades preliminares de vacinacdo oral anti-rabica de certos animais
particularmente dos animais silvestres, promovendo, portanto a prevencdo dos
humanos.

Na Europa, a eliminacdo da raiva foi conseguida em um numero de paises
usando a vacinagao oral dos animais selvagens com todas as vacinas
comercializadas disponiveis (Lysvulpen, SADB19 e SADP5/88, SAG2 e V-RG)
(CLIQUET e NANCY, 2008).

Animais alvos de vacinacdo na América do Sul e especificamente no Brasil
deveriam ser os silvestres, em especial os morcegos hematéfagos do género
Desmodus (AGUILAR-SETIEN et al, 1998; DIETZSCHOLD e SCHNELL, 2002;
ALMEIDA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2008;) mantenedores da circulagéo viral e

responsaveis pela raiva dos herbivoros.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

O tema raiva ainda se mantém entre os mais importantes objetivos dos
profissionais relativos a Organizagado Mundial da Saude (OMS) e a Organizagao
Pan-Americana da Saude (OPAS). A vacinagédo é fundamentalmente a medida de
controle mais eficaz para as doengas, sendo o método mais indicado para a
erradicagcao da raiva herbivora. Desde 1989, a vacinagcao oral dos reservatoérios
silvestres provou ser o unico método eficaz para controlar a doenca de diversos
paises ocidentais, paises europeus como a Sui¢a e a Alemanha, os quais sao livres
da raiva ha mais de trés décadas (CLIQUET e NANCY, 2008).

Nos ultimos 20 anos ocorreram notaveis transformacbes e avangos nas

técnicas para formulacao e eficacia de vacinas, como:

32



e Aprimoramento das técnicas de estabilidade genética em larga escala
de crescimento em multiplas passagens celulares e diversidade de

células que podem ser cultivadas;
¢ Vacinas recombinantes de vetores poxvirus e vetores adenovirus;
e Vacinas recombinantes génicas que utilizam plasmideos como vetores;
e Vacinas orais diversas, algumas derivadas de folhas vegetais.

Os principais objetivos das vacinas anti-rabicas a serem desenvolvidos séo os
custos, a seguranga e a viabilidade das vacinas. Apesar das estratégias de
vacinagao terem reduzido o numero de casos de doenga em paises desenvolvidos,
programas de vacinagdo de animais silvestres ainda permanecem em detrimento
dessa tendéncia, principalmente em paises em desenvolvimento. Outras
possibilidades sao procuradas para o barateamento e efeitos significativos da
vacinagéo, inclusive a produgdo de vacinas viaveis produzidas em células vegetais,
expressando os antigenos rabicos. Tem sido demonstrado, que a producdo destas
plantas transgénicas pode induzir uma resposta imunogénica em camundongos. O
uso de bactérias recombinantes em células vegetais podera representar um passo

para o futuro das vacinas anti-rabicas recombinantes.
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RESUMO

Objetivou-se formular uma vacina oral anti-rabica em pasta, a partir da vacina de
cultivo celular PV do TECPAR , capaz de suscitar a producado de anticorpos contra a
raiva em camundongos. Obteve-se uma vacina em veiculo de lanovaselina contendo
uma concentracdo de antigenos virais acima de 10"° DLsy/0,03 ml. Os
camundongos vacinados com duas doses espacadas em 21 dias soroconverteram,
mensurados por teste ELISA com valores de 0,43; superiores aos animais que
receberam duas doses de veiculo somente com valores de 0,13; e 0,31 e 0,09 (P =
0,0001), respectivamente, nas diluigdes 1:25 e 1:50. N&o foram observados efeitos
téxicos pela ingestdo da vacina ou do veiculo. Os resultados poderao ser utilizados
para direcionar o desenvolvimento de uma vacina oral anti-rabica para o principal

vetor da raiva no Brasil, 0 morcego hematofago.
Palavras-chave: Raiva, vacina oral, camundongos, ELISA.

ABSTRACT

The objective of this study was to formulate an antirabies oral vaccine in paste from
the cell culture vaccine PV TECPAR able to elicit the production of antibodies against
rabies in mice. This research developed a vaccine homogenized in lanovaseline

paste with 10 "° DLso/0,03 ml viral antigens. The mice that were vaccinated with 2
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doses with intervals of 21 days seroconverted, measured by ELISA to 0,43; higher
than the mice that received 2 doses of vehicle only with 0,13; and 0,31 e 0,09 (P =
0,0001), respectively, diluted 1:25 and 1:50. The results could be used to direct the
development of an antirabies oral vaccine for the main vector of rabies in Brazil, the

vampire bat.

Keywords: Rabies, oral vaccine, mice, ELISA.

1. INTRODUGAO

Animais silvestres infectados constituem um reservatério de virus rabico tanto
para humanos quanto para animais domeésticos (RUPPRECHT et al., 1986). No
Brasil o principal vetor da raiva € o morcego hematdéfago (Desmodus rotundus),
tendo sido isolado o virus também de outros animais silvestres terrestres, como o
lobo-guara, coiote, mangusto, quati, cangamba, guaxinim e raposas e saguis (LIMA
et al., 2005).

Vacinas anti-rabicas constituem o mais eficiente método de intervengao médica
(XIANG et al., 2003). Como exemplos de sucesso, a Europa e América do Norte
demonstraram que a vacinagao anti-rabica do vetor € a Uunica maneira de restringir a
circulagédo viral em areas rurais (BLANCOU et al., 1986; BINGHAM et al., 1997).
Considerando as dificuldades de uma vacinacdo massal de um vetor silvestre e o
comportamento em especifico do Desmodus rotundus, a Unica via de vacinagao
viavel e testada em laboratorio (ALMEIDA, et al., 2005; ALMEIDA et al., 2008;) é a
vacinacdo oral. Com o intuito de desenvolver-se uma tecnologia nacional e
baseados na eficacia das vacinas anti-rabicas orais de carnivoros selvagens
(SALOME, 2010) realizou-se a vacinacao oral de camundongos com uma vacina

anti-rabica desenvolvida nacionalmente.
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1.1 VACINAGAO ORAL DE CAMUNDONGOS

Logo apds a ingestao voluntaria ou administragdo forgada de um imundgeno,
este é apresentado ao tecido linféide gastrointestinal, em especifico as placas de
Peyer pelas células macrofagos M (WILDING et al., 1994). Iniciam-se em seguida
adventos da resposta imunoldogica com linfécitos B antigeno-especificos (XU-
AMANO et al., 1993), citocinas e fator de necrose tumoral (TNF)-a 1 (LAMBOT et al.,
2001), todos envolvidos na estimulagdo proporcionada por vacinas orais. O estimulo
especifico causado pela vacina oral anti-rabica em carnivoros silvestres foi descrito
por Blancou et al. (1986), Artois et al. (1992), Bingham, et al. (1997), Almeida et al.
(2005) e Cliquet e Nancy (2008).

Publicacbes sobre vacinas orais anti-rabicas em camundongos n&o foram
encontradas na literatura revisada, apesar de existirem desde 1983 evidéncias da
efetiva indugdo de anticorpos intestinais e séricos de ratos por Klipstein et al. (1983)

contra antigenos outros que né&o o virus rabico.

1.2 AGAO DO VIiRUS DA RAIVA EM CAMUNDONGOS

Particulas do virus rabico, geralmente transmitidas por mordidas de animais
migram para o cérebro e causam encefalite aguda associada a intensa replicagéo no
SNC. Injecdes de virus rabico em cérebro levam ao desenvolvimento dos mesmos
sinais (SEIF et al., 1985).

O virus rabico em camundongos se liga aos receptores na jungéo
neuromuscular, segue pelos axbénios dos nervos periféricos e neurdnios motores da
medula espinal, ascendendo até o cérebro, onde causa inflamagao aguda, apoptose
e degeneragao neural. Ocorre entdo disseminacéo centrifuga através de nervos até
a glandula salivar, pele, cornea e outros 6rgaos, desencadeando a resposta do
sistema imunoldgico e produgéo dos anticorpos (WARREL e WARREL, 2004).

Clinicamente, camundongos rabicos demonstraram pelos erigados,
agressividade, anorexia, emaciagdo e ataxia aos 5 dias apos a inoculagéo
experimental. Entretanto, paralisia ndo foi reportada nestes camundongos (KOJIMA
et al., 2010).
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1.3 TESTE ELISA PARA A DETERMINAGAO DA RESPOSTA VACINAL
ANTI-RABICA

Inumeros tipos de testes ELISA tém sido reportados como sendo capazes de
detectar efetivamente e quantificar anticorpos antirrabicos no soro de animais ou
humanos vacinados (CLIQUET et al, 2000). No teste ELISA - Ensaio
imunoenzimatico (Enzyme linked Imunosorbent assay). O antigeno viral é ligado a
uma fase solida (membranas de nitrocelulose ou placas ou tiras de polietilieno com
pocos de polietileno, onde sdo adicionados diluicdes do soro-teste, permitindo a
reagao com os antigenos. Apds lavagem, antigloblulinas conjugadas a enzimas sao
adicionadas e, apds posterior incubagao e lavagem, um substrato e um cromoégeno
apropriado sao adicionados. Um produto colorido é formado e a intensidade da
alteracdo de cor é proporcional a quantidade de anticorpos no soro-teste e a
quantidade de anticorpo colorido. Conjugados policlonais ou monoclonais marcados
podem ser usados; sua escolha depende do isotipo de imunoglobulinas requerido
para estimar a duragao da infecgdo (QUINN et al., 2007).

A sensibilidade do teste ELISA com 10* E.U. somente é menor que o
radioimunoensaio competitivo e a neutralizacdo viral com titulacdo viral 10~ °> nos
testes imunoldgicos que visam a deteccao de anticorpos (TIZARD et al., 2008).

A finalidade do presente estudo foi verificar: a viabilidade do uso do
camundongo como modelo experimental para o desenvolvimento de vacinas anti-
rabicas orais para o morcego hematofago; o desenvolvimento de um veiculo vacinal
adequado; a adaptacédo da vacina de uso veterinario do Instituto de Tecnologia do
Parana para a via oral e a soroconversdo de camundongos vacinados oralmente

com a vacina anti-rabica através do imunoensaio enzimatico (ELISA).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 CAMUNDONGOS

Os camundongos sao animais de experimentacdo de referéncia para
experimentos com vacina anti-rabica (XIANG et al., 2003). Fizeram parte deste
experimento, 70 camundongos, de ambos os géneros. Utilizou-se a linhagem Calb

de 21 dias do biotério classe um, da divisdo de antigenos do TECPAR.
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Os camundongos do presente experimento pesaram entre 20 e 25g e foram
mantidos em ambiente controlado com temperatura média de 21-22° C (£2° C) e
umidade relativa de 50-55% em gaiolas com cama de cepilho autoclavado em
grupos de até 10 animais, recebendo dietas padronizadas para animais de
laboratorio (CHORILI, et al., 2007). O acesso tanto ao alimento quanto a agua era
livre.

Os animais do experimento foram divididos de forma casualizada em sete
grupos em 7 caixas de 10 animais, respectivamente: A, B, C1, C2, D, E1, E2. Afora
os procedimentos de vacinacdo e colheita do soro, os camundongos foram
manipulados somente para a limpeza rotineira das caixas.

Seguiram-se os seguintes protocolos de tratamento:

- A: Grupo controle do experimento, aos animais nao foi aplicado nem vacina
nem veiculo.

- B: Grupo que recebeu a aplicacdo de uma dose de veiculo.

- C1: Grupo que recebeu uma dose de vacina.

- C2: Grupo que recebeu uma dose de vacina.

- D: Grupo que recebeu duas doses de veiculo.

- E1: Grupo aplicado com duas doses de vacina.

- E2: Grupo aplicado com duas doses de vacina.

- Dia 0: Colheita de soro dos animais do grupo A; grupos B e D: Aplicagédo do
veiculo vacinal; grupos C1, C2, E1 e E2: Aplicagao da vacina experimental.

- Dia 21: colheita de soro dos camundongos dos grupos B, C1 e C2, aplicagéo
da 2% dose de veiculo no grupo D. Vacinagdo com a 2 * dose de vacina nos grupos
E1eE2.

- Dia 42: colheita dos soros dos grupos D, E1 e E2.

A colheita sanguinea e sacrificio dos camundongos foi realizada de acordo com
a técnica descrita por Hoff (2000). O material colhido pela via intracardiaca em
seringas de 3 mL, foi analisado pela técnica de ELISA nas dependéncias do
Instituto de Tecnologia do Parana.

Todos os camundongos foram inspecionados diariamente durante todo o
periodo experimental visando a observacdo de reagdes colaterais locais ou

sistémicas a vacina ou ao veiculo.
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2.2 LOCALIZAGAO E PERIODO DE AVALIAGAO

O estudo foi conduzido no Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR),
unidade Juvevé, divisdo de antigenos (DAN) e no laboratério BHK no periodo

decorrido entre fevereiro e setembro de 2010.

2.3 VIRUS

O virus utilizado no presente estudo foi o0 virus da raiva cepa PV em suspenséao
viral. A suspensédo viral armazenada a temperatura de -80 °C foi descongelada em
banho-maria na garrafa roller Corning® com capacidade para 2.000 ml usando-a
integralmente. O descongelamento se deu em 3 horas no banho-maria entre 28 a 30
°C. O roller foi girado no banho-maria aproximadamente a cada 15 minutos de
acordo com as boas praticas de laboratério. Os virus PV ativos foram produzidos no

Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR) em culturas de células BHK.

2.3.1 Processo de Clarificagcao e Concentragao Viral

A suspenséo viral ativa produzida em células de rim de camundongo neonato
(BHK) foi submetida a centrifugagao na centrifuga Beckman® I, com refrigeragéo e 6
cagapas, programada para 5.000 RPM por 20 minutos a 4 °C para a formacao de
pellets de debris celular no processo de clarificacdo. A clarificagcdo foi procedida em
30 frascos de centrifuga Beckman® descartaveis com capacidade de 400 ml. Para
verter os 6 litros inicialmente armazenados em garrafas roller Corning®, para os
frascos de centrifuga foi utilizado a cabine de fluxo laminar Veco® modelo ULFS 18,
e tubo proveta de 100 mi.

A suspensédo viral com virus ativo foi concentrada em sistema de filtragdo
tangencial da marca Pellicon-Millipore® utilizando filtro de 100 Kda para a
concentracao final de 400 ml. Para preparar as membranas filtrantes utilizou-se a
solugdo PBS (phosphate buffered saline) de pH 7,2. A clarificagéo é realizada com o
objetivo de formacg&o de sedimentagdo de peso molecular maior que as particulas

infectantes virais resultantes dos debris celulares que restaram do cultivo do virus
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em células BHK. Estes pellets sdo separados da suspensdo, descartados e a
suspensao concentrada na relagao 1:15.
2.3.2 Inativagcao do Virus

A inativagdo viral do Lyssavirus cepa PV foi feita com [B-propiolactona na
proporcao de 1:8.000 ml de suspenséo viral conforme protocolo interno do TECPAR
baseado na Portaria n°® 176/MS/SNVS, de 11 de novembro de 1996 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. A utilizagdo de [(-propiolactona foi
descrita em estudos de inativagao viral do preparo da vacina anti-rabica Fuenzalida
& Palacios (SILVA et al., 1967).

2.4FORMULAGAO DA VACINA ANTI-RABICA DE VIA ORAL

A vacina anti-rabica experimental com Lyssavirus cepa PV inativado produzida
neste presente estudo, foi formulada e incorporada em veiculo pastoso para a
ingestao por camundongos. O volume inicial da vacina foi concentrado em volume
menor, tendo-se como meta a futura ingestdo por morcegos hematofagos conforme
proposto por Almeida (2003).

ApOs inativagdo da vacina, estabilizou-se o pH entre 8,0 — 8,2 com 0,4 ml (400
pl) de tampéo glicocola e adicionou-se 400 pl de conservante timerosal.

A féormula permaneceu em agitagdo na camara fria a 2 a 8 °C por 48 horas a
contar a partir do final da formulagdo com os reagentes. Ao final das 48 horas em
agitacdo na camara fria, a solugdo posta durante o periodo recomendado a
temperatura de 4 °C sob o agitador em velocidade de 240 RPM foi novamente
colocada em ambiente limpo em cabine de fluxo laminar e submetida ao
potencidmetro para a mensuragao de pH.

Do volume total da vacina (400 ml) foi amostrado 15 ml para teste de poténcia
vacinal (NIH) e teste de inativagao viral de acordo com as normas processuais do
laboratorio responsavel do TECPAR, conforme indicado na portaria n° 228 de 25 de
outubro de 1988, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O
volume de 385 ml restante foi manipulado em condicdes estéreis e incorporado a
300 gramas de pasta neutra composta de lanovaselina estéril.

A vacina foi distribuida em doses de 3 ml para ser administrada via oral,

diretamente em 3 gramas de pasta de lanovaselina neutra no pelame dos animais
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experimentais na concentragdo de 1 ml de vacina para cada 1 grama de pasta,
como demonstrado na figura 1.

A lanovaselina foi eleita o veiculo vacinal de escolha do experimento, pois nos
testes de homogeneidade, apresentou melhor incorporagdo da vacina do que a
vaselina e a lanolina-anidra em separado. Os testes de homogeneidade foram
realizados adicionando-se em proporgao experimental a vacina a pasta, misturando
o conteudo calculado, resultando na concentragdo homogénea de vacina em

lanovaselina.

Figura 1: Camundongo CALB 21 dias lambuzado com uma dose de pasta vacinal.

Em testes piloto confirmara-se previamente a ingestdo por parte dos
camundongos da pasta de lanovaselina, através do habito de limpeza do pelame
besuntado pelo préprio individuo e demais membros da colbnia, a semelhanca do

morcego, em periodo menor que 5 dias.

2.5 ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA) PARA DETECGAO DE
ANTICORPOS VACINAIS

2.5.1 Determinagao da concentragao de proteinas virais do teste
de ELISA.
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Para os testes de detecgao de concentracio protéica para a realizacio do teste
ELISA, utilizou-se virus rabico concentrado por ultra-filtro e semi-purificado por ultra-
centrifuga para a determinagdo de teor proteico do antigeno. Definiu-se-se como
diluicdo ideal a relacdo de 1:20 em PBS devido o volume total referente a
capacidade das cubetas de quartzo do espectrofotdbmetro ser de 1,5 ml.

Considerando-se a quantidade necessaria de proteina viral de 5 ug por pogo
para que haja a reagdo minima de ligagdo ao antigeno, calculou- se uma porgao
total de 500 pg para a placa de teste. A seguir efetuou-se uma leitura em
espectrofotdmetro (Bio-Tek®, SP 2000 1B) com cubetas de quartzo, utilizando-se os
comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A concentracdo de proteinas foi
estabelacida pela formula:

[ (Absorbancia 280) x 1,55 — (Transmitancia 260) x 0,76 ] x FD (Fator de
diluicdo) = Concentracdo em mg de proteina por mL

De acordo com a formula, o resultado da quantidade total de proteinas virais

contidas em 1 mL de antigeno foi de 9320 ug. A quantidade necessaria para a a

placa com 96 pocgos foi 54 ug em 5 ml de tampéao Carbonato-Bicarbonato.

2.5.2 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinagao de

anticorpos contra o virus da raiva.

A técnica de ELISA utilizada foi uma adaptacao do método descrito por Cliquet
et al. (2000).

2.5.3 Interpretacao da leitura

A leitura dos resultados foi obtida com base na densidade oéptica (D.O.)
determinada em espectrofotdmetro (modelo pQuant- Bio-Tek Instruments, INC) com
comprimento de onda de 490 nm. Apds a leitura, foram determinadas as médias das
D.O. de cada soro em teste, e dos soros controle positivo e negativo. Os soros
controles positivos e negativos foram fornecidos pelo TECPAR. O soro negativo foi
obtido de um camundongo saudavel, ndo exposto ao virus rabico, armazenado para

comparagdes congelado em freezer, e o soro positivo foi obtido de um camundongo
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imunizado intraperitorialmente com duas doses de virus rabico da vacina anti-rabica

de cultivo celular BHK-21 (TECPAR), da mesma forma armazenado para testes.

3. RESULTADOS

3.1. VACINA ANTI-RABICA

A vacina anti-rabica experimental preparada por cultivo de células BHK-21 e
inativagao viral com B-propiolactona em suspenséo liquida pode ser adequada a via
oral por mudanca em pH sem o comprometimento da formulagdo. Foi adicionado,
para o equilibrio do pH, em 8,2, o tampao glicocola e acido cloridrico (HCI) uma vez
que o pH normal da suspensdo vacinal esta entre 6,4 e 7,8. Considerou-se
necessaria a elevagao do pH, por se supor que esta, ao reagir com o pH gastrico
reduzisse demasiadamente seu pH, comprometendo a geragao de resposta imune a
aplicacao da vacina.

A pasta neutra de lanovaselina péde, para fins de viabilizagado da rota oral de
imunizacdo, ser usada como componente veiculo vacinal quando manipulada em
ambiente limpo seguindo-se os padrbes de acondicionamento. Para fins deste
estudo, encontrou-se a proporgao ideal de 1g de pasta para 1ml de concentrado viral
para a imunizagdo oral de camundongos, contendo uma poténcia infectiva de
antigeno aproximadamente igual a 10" DLso/0,03 ml por dose, considerando-se “a
priori” esta quantidade vacinal suficiente para auferir uma resposta imune humoral
de camundongos. O veiculo a base de lanovaselina, embora apresentasse
consisténcia pastosa, ndo escorria do pelame do animal, absorvia totalmente a
quantidade da vacina, ao contrario das pastas de vaselina e lanolina-anidra

separadamente.

3.2. ACEITABILIDADE DA VIA ORAL

A ingestdo da pasta de lanovaselina foi considerada ndo-toxica para os
camundongos, suposicdo esta confirmada através da constancia de massa,
apresentada pelos animais apds a ingestdo, porque visualmente ndo perderam

massa. A pasta era aplicada no dorso e ventre do animal, entretanto algumas horas
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depois, a pasta estava distribuida pelo corpo (patas, polegar, orelhas, etc.),
demonstrando, portanto um efeito de migragdo de acordo com a plasticidade da
mistura. Observava-se igualmente perda indesejavel da pasta aplicada no dorso e
ventre do animal, quando este esbarrava na parede da caixa. Essa perda néao foi
quantificada, mas considerou-se pequena. Nao houve a perda de vacina por contato
com o cepilho, pois o cepilho foi introduzido na caixa somente 48 horas apds a
aplicagao da vacina nos animais.

Apods 24 horas, todos os animais do grupo de 10 animais apresentaram sinais
da ingestdo da pasta e aceitabilidade da via oral, por exemplo, redug¢ao no nivel de
pasta aplicada no pelame, indicando o comportamento de limpeza por ingestao e
lambedura do pelame. Estes sinais ainda estavam presentes 48 horas apos a
aplicagao da vacina. Todos os animais apresentavam-se limpos da pasta até o

maximo de 5 dias apds a aplicagao conforme pode ser observado na Figura 2.

Figura 2: Animal A: Aplicacao de veiculo vacinal, dia 1, Animais B: Dia 2 do experimento, apés

24 horas da aplicacdo de pasta vacinal, nota-se consideravel diminuigdo da quantidade de pasta no
pelame. Animal C: Dia 3 do experimento. Visualizagao do pelame no dorso, seco, com resquicios de
pelos ainda colados apés 48 horas da aplicacéo.

Dos 59 camundongos, aos quais foi aplicada a vacina em pasta, todos
sobreviveram a aplicagcdo. Destes, dois animais apresentaram sinais de alopecia e
descamacao epitelial em dorso, na regido cervical sob as escapulas, e entre os
ombros. Outros sinais observados apds a aplicagao foi aumento de agressividade,
determinante de lesbes por mordidas, nos animais, provavelmente por condi¢cdes

estressantes decorrentes da prépria manipulagéo e pelos erigados.
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3.3.

TESTES SOROLOGICOS

Os dados apresentados na tabela 1 e tabela 2 a seguir refletem os resultados

obtidos através de teste ELISA nos soros sanguineos dos camundongos do

experimento.

Tabela 1 — Média, mediana e erro padrdo, medidos em densidade Optica por

ELISA, de soros de 66 camundongos na diluigdo 1:25, utilizados em experimento de

vacinagao oral com vacina anti-rabica PV (TECPAR).

Grupo Animal Média Mediana Erro padrdo de Média
a
A(n=7) 0,21 0,2 0,024
a
B (n=9) 0,17 0,2 0,013
a,c
C (n=20) 0,15 0,2 0,008
b, c
D (n=10) 0,13 0,1 0,012
b
E (n=20) 0,43 0,3 0,08

Grupo A: Nenhuma aplicagéo, animais abatidos no dia 0. Grupo B: Animais aplicados com 1 dose de veiculo, abatidos com 21
dias.Grupo C: animais vacinados com 1 dose abatidos com 21 dias. Grupo D: Animais aplicados com 2 doses de veiculo,
abatidos com 42 dias. Grupo E: Animais aplicados com 2 doses vacinais, abatidos com 42 dias.

a
Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga estatistica (P < 0,05

Whitney.

b b ¢
e ;P<0,001 e )pelotestede Mann-

Tabela 2 — Média, mediana e erro padrdo, medidos em densidade Optica por

ELISA, de soros de 66 camundongos na diluigdo 1:50, utilizados em experimento de

vacinagao oral com vacina anti-rabica PV (TECPAR).

Grupo Animal Média Mediana Erro padréo de Média
A(n=7) 014° 0,14 0,002

B (n=9) 013° 0,13 0,001

C (n= 20) 012%°¢ 0,13 0,0005

D (n=10) 0,09 b ¢ 0,1 0,006

E (n=20) 0,31 ° 0.18 0.06

Grupo A: Nenhuma aplicagéo, animais abatidos no dia 0. Grupo B: Animais aplicados com 1 dose de veiculo, abatidos com 21
dias.Grupo C: animais vacinados com 1 dose abatidos com 21 dias. Grupo D: Animais aplicados com 2 doses de veiculo,
abatidos com 42 dias. Grupo E: Animais aplicados com 2 doses vacinais, abatidos com 42 dias.

a
Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga estatistica (P < 0,05

Whitney.

b b ¢
e ;P<0,001 e )pelotestede Mann-
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O delineamento estatistico utilizado foi o teste Mann-Whitney, ndo-paramétrico.
Na analise dos resultados, os 66 valores de densidade Optica obtidos dos soros dos
animais testados foram comparados. Os soros padrdes utilizados com valores de
referéncia obtiveram valores na diluigao 1:25 negativo e positivo respectivamente de
0,127 e 1,989. Os soros dos animais que receberam duas aplicagdes de vacina, do
grupo D, nos dias 21 e 42 do experimento, demonstraram a densidade oOptica que é
uma medida indireta de anticorpos antirrabicos todas significativamente acima do
soro negativo, porém mantendo-se abaixo do soro considerado positivo.
Comparativamente com os grupos controle do préprio experimento, os animais do
grupo D apresentaram valores altamente significativos maiores para com todos os
demais grupos. Comparando-se o grupo A e E, as analises mostraram uma
probabilidade igual a 97% de obtencdo de valores maiores de diferenciagao dos
resultados do grupo controle (sem vacinag&o) do grupo vacinado com duas doses da
vacina experimental. Visualmente, o desempenho do grupo E vacinado com duas
doses em comparagao com a dose unica e 0 uso somente do veiculo pode ser
averiguado no grafico 1, elaborado a partir das médias das diluigbes, observando-se

a diferenga previamente corroborada pela analise estatistica.

Grafico 1. Valores médios de densidade éptica de soros (n=66) de camundongos vacinados
oralmente contra a raiva com vacina PV (TECPAR).
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O uso de duas doses do veiculo resulta em valores menores de densidade
otica do que o valor base dos animais ao inicio do experimento (dia 0), ndo havendo
diferengas entre uso de uma dose de veiculo e 2 doses.

4. DISCUSSAO

A vacinagdo dos principais vetores silvestres da raiva € considerada chave
para o sucesso do controle da raiva rural e urbana no mundo (ARTOIS et al., 1992;
LAMBOT et al., 2000; VOS, 2003; RUPPRECHT et al., 2004; ALMEIDA et. al., 2005;
CROSS et. al., 2007). O Brasil possui um programa de controle da raiva desde 1966,
porém nao foi capaz ainda de erradicar esta enfermidade principalmente no meio
rural com casos clinicos de raiva sendo relatados ano apés ano (MAPA, 2010). O
principal vetor da raiva no meio rural brasileiro € o morcego hematdéfago Desmodus
rotundus (KOTAIT, 2005; NEVES, 2008; NOVAIS, 2008). Portanto, esforgcos
deveriam ser dispensados para focar o controle da raiva neste vetor, porém nao
somente com medidas de controle populacional desumanos e como demonstrado
por Mebatsion et al. (2001) Vos (2003) e Follmann et al. (2004) pouco eficientes.

O desenvolvimento de vacinas orais, com aceitabilidade refletida em resultados
positivos foi proposto para controlar a raiva de animais silvestres (ARTOIS et al.,
1992; METBATSION et al., 2001; VOS, 2003; CROSS et al., 2007). A utilizagao de
vacinas V-RG, SAG-2 para a vacinagao via oral de caes, raposas, morcegos e
guaxinins foi descrita com apresentagao de resultados positivos por Rupprecht et al.
(1986), Fekadu et al. (1996), Lambot et al. (2001), Follmann et al. (2004) e Almeida
et al. (2008).

Os primeiros trabalhos na direcdo de uma vacinacado do vetor brasileiro foram
dados por Almeida (2003) e Almeida et al. (2005, 2008) trabalhando com uma vacina
importada recombinante de glicoproteina viral.

Para o sucesso de um programa de controle nacional, seria vantajoso obter-se
uma independéncia tecnoldgica, através do desenvolvimento de conhecimento
nacional sobre vacinas e protocolos de vacinagao.

O presente estudo, utilizando uma vacina nacional obtida em cultura celular
baseada em virus PV, cuja producdo € dominada pelo TECPAR, contribui para

compreensao deste processo. A formulagao utilizada possibilitou a ingestao de virus
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vacinal pelos camundongos, como anteriormente obtido por Atanasiu et al. (1982)
utilizando vacina concentrada produzida pelo Instituto Pasteur e por Artois et al.
(1992) utilizando vacinas SAG-1 e V-RG.

A ocorréncia de aumento de agressividade observados em nosso estudo, foi
descrito também por Saudou et al. (1994), porém deve ser decorrente mais da
excessiva manipulagdo dos animais, levando a “stress” dentro das gaiolas, também
demonstrado pela aparente imunossupressdo causada no grupo que recebeu
somente o veiculo comparado com os animais sacrificados no inicio do experimento.
Este tipo de “stress” foi descrito por Schwab et al. (2005).

Entretanto, a utilizagdo da vacina anti-rabica pela via oral, experimentalmente,
nao demonstrou efeitos patogénicos residuais em camundongos segundo Artois et
al. (1992).

A mensuragao de anticorpos pela técnica de ELISA é comumente utilizada para
a determinacgao do nivel de anticorpos contra a raiva em animais (CLIQUET et al.,
2000; WOLDEHIWET, 2005). Cliquet et al. (2000) aprovaram o uso do teste ELISA
como suficientemente sensivel e especifico, comparado com o teste de
soroneutralizagao (FAVN) para o acesso da eficiéncia em imunizar raposas apos a
vacinagao oral contra a raiva. No entanto Woldehiwet (2005) considerou o ELISA
menos sensivel que o teste de imunofluorescéncia (FAT) para a deteccdo de

anticorpos antirrabicos, apesar dos resultados demonstrarem 96% de similaridade.

Observou-se neste estudo a insuficiéncia de uma aplicagao unica via oral para
suscitar uma resposta imune mensuravelmente diferente, em acordo com os
achados de Atanasiu et al. (1982), em cujos experimentos também houve
necessidade de uma segunda dose vacinal para melhorar a resposta imune
humoral. Este € um item que ainda tera que ser melhorado, pois idealmente a
vacinagdo massal de morcegos, caso seja implementado, deveria ser baseado em
doses unicas, com refor¢os o mais espagados possiveis pelas dificuldades logisticas
de acesso aos abrigos destes, assim como a captura dos morcegos para o uso de
uma pasta vacinal (ALMEIDA, 2003; Almeida et al., 2005, 2008).

Apesar de n&o ter se trabalhado com um desafio, evidenciou-se que a vacina
PV (TECPAR) em pasta foi capaz de suscitar uma resposta imune humoral,
observada também em outros estudos das vacinas HEP 176/BHK liofilizada e
PV/RFB C88 usadas por via intraduodenal (ATANASIU et al., 1982) e vacina

derivada da expresséo da glicoproteina G do virus rabico por via intraperitonial em
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camundongos (ASHRAF et al., 2005). Também KALLEL et. al. (2006) consideraram
a eficiéncia de vacinas produzidas por cultivo celular e inativacdo, de acordo com
protocolos experimentais, comparavel com a eficiéncia de resultados obtidos por

uma vacina comercial.

4.1 PERSPECTIVAS

Futuros testes para elucidagdo do caminho viral apés a sua ingestao poderao
ser efetuados com a imunofluorescéncia, por esta ser mais especifica (BOURHY et
al., 1989, WOLDEHIWET, 2005), assim como aplicando esta técnica em intestinos e
placas de Peyer, no intuito de elucidar a patogenia do virus vacinal no animal
vacinado e as respostas elucidadas pelo corpo do camundongo, como proposto por
Wilding et al. (1994).

Os resultados obtidos s&o o primeiro passo em direcao ao desenvolvimento de
uma vacina nacional para imunizagdo oral de morcegos, porém terdo que serem
reforcados por mais estudos nas areas de imunologia, farmacologia e, se pensarmos
nas formas de aplicagdo que poderdo incluir o animal parasitado (grandes
herbivoros), comportamento animal.

O desafio viral podera ser realizado como medida mais eficiente em conferir a
poténcia da vacina nacional anti-rabica frente a infecgdo de camundongos pelo virus
rabico, os testes in vivo poderao servir de referéncia na avaliagao da vacina e para a

possivel justificativa da produg¢ao nacional.

5. CONCLUSAO

A formulagédo de uma pasta vacinal a partir da vacina de cultivo celular de virus
rabico PV do TECPAR para uso oral foi possivel.

A utilizagao de vacina experimental veiculada por pasta e aplicada topicamente
nos camundongos provou ser capaz de suscitar uma resposta imune humoral
detectado por ELISA.

Novos estudos sao necessarios para adaptagao desta vacina ao uso no vetor

Desmodus rotundus.
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ANEXO 1 — Solugées Elisa

A) Tampéo de Adsorgao

- 1,59 g Carbonato de Sédio

- 2,93 g Bicarbonato de Sdédio

- 1000 mL Agua Purificada q.s.p.

B) Solugdo Lavagem

-1,5mL Tween 20

- 1000 mL Tampéo TRIS g.s.p.

C) Tampéo TRIS

- 8,7 g Cloreto de Sodio

- 0,372 g EDTA

-6,05g TRIS

- 1000 mL Agua Purificada q.s.p.

- Corrigir o pH para 7,4 com HCI 50%

99

D) Tampéao Bloqueio e Diluigdo de Amostra

- 30 g BSA Fragao V

- 1,5 mL Tween 20

- 1,0 g Azida Sddica

- 1000 mL Tampéo TRIS g.s.p.

E) Tampao de Diluigdo de Conjugado

- 30 g BSA Fragao V

- 1,5 mL Tween 20

- 100 mL Soro de Cavalo

- 1000 mL Tampao TRIS qg.s.p.

F) Substrato

Solucédo Reveladora Cromdgeno-Substrato (OPD)

- 400 mg OPD

- 1000 mL Tampao Citrato g.s.p.

G) Solugéo Reveladora

- 32 uL Peréxido de Hidrogénio 30 Vol.
- 100 mL Solugédo Reveladora Cromoégeno-Substrato (OPD)
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