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Avancos na pesquisa da raiva

Advances in rabies research

-
Pedro Manuel Leal Germano

GERMANO, PM.L. Avangos na pesquisa da raiva. Rev. Saiide Piblica, 28: 86-91, 1994. Fez-se revisio
sobre os recentes avangos na pesquisa da raiva resultantes do progresso tecnoldgico das ciéncias
biologicas, em especial a biologia molecular e a engenharia genética. Enfatizam-se os novos
conhecimentos sobre as caracteristicas e propriedades do virus rébico, sobre a patogenia e imunologia
da infecgdo, bem como o desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico e de avaliagio de
imundgenos. Destacam-se, na epidemiologia, aimportincia da identificagio de cepas imunogenicamente
distintas do virus rdbico, e na imunoprofilaxia, a produgdo de vacinas altamente imunogénicas.

Descritores: Raiva. Virus da raiva, classificagdo. Vacina anti-rabica.

Introducao

Nas ultimas décadas deste século, os avangos
tecnoldgicos das ciéneias bioldgicas, notadamente
a biologia molecular e a imunologia, permitiram
aprofundar os conhecimentos sobre o virus rébico,
a patogenia e a imunoprofilaxia da infecgéo, assim
como o desenvolvimento de métodos diagnésticos
mais sensiveis e especificos.

O estabelecimento de novos conceitos sobre a
epidemiologia da doenga propiciou a aplicagdo de
medidas de controle mais eficazes, principalmente
nas areas urbanas endémicas.

Assim, com base nestes aspectos, constitui
objetivo do presente trabalho fornecer novos ele-
mentos do estudo da raiva concementes & sua his-
téria natural.

A raiva no mundo

Nos paises industrializados da Europa e da
América do Norte, a raiva silvestre representa a
principal preocupagio para as autoridades de saude,
estando a modalidade urbana controlada ou mesmo
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erradicada, Nessas circunstincias, os riscos patra a
populagdo humana diminuem consideravelmente.
Nos paises ndo industrializados da América Latina,
Asia e Africa, contudo, a raiva urbana é responsa-
vel, anualmente, por milhares de mortes, grande
patte representada por criangass. Na India, por
exemplo, ja se atingiu a cifra de 20.000 casos de
raiva humana  por ano, e na China, de aproximada-
mente 5.000*

Na Amerlca Latina esse quadro ndo assume
proporgdes tio graves, embora, anualmente sejam
tegistrados indmeros casos de raiva humana. No
Brasil, particularmente, em 1991 foram registrados
65 6bitos humanos, porém, até novembro de 1992
ja haviam sido dlagnostlcados 50 casos fatais'!
destes, 76% (38 casos) s6 na regiao nordeste.

Dados revelam que 87 paises, de um total de
167 pesquisados, mantém reservatérios na popula-
¢éo canina, os quais sdo responsaveis por 99% de
todos os casos de raiva humana e mais de 90% de
todos os tratamentos pés-exposigéozs. Estima-se
que 2,7 bilhdes de pessoas habitam regides onde a
raiva canina atinge mais de 5% da populaga'\o, sendo
que sS4 mllhoes recebem tratamento pds-exposigio
anualmente®’. No Brasil, no periodo de 1980 a
1991, o cdo f01 responsavel por 82,3% dos casos de
raiva humana; 816 casos de origem canina de um
total de 991*.

*  Dados compilados de diferentes docurnentos de 6rgaos publicos
federais, no citado periodo.
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Na América Latina devem ser acrescentados,
ainda, os prejuizos anuais causados & pecuiria pela
raiva transmitida por motcegos hematéfagos, espe-
cialmente aos rebanhos bovinos®, Deve-se ressaltar
que o homem, também, pode vir a ser vitima fatal
dos quirdpteros. No Brasil, também no perfodo de
1980 a 1991, os morcegos foram responsdveis por
5,2% dos casos de raiva humana; 52 casos de um
total de 991*. Porém, 34,6% desses casos foram
registrados apenas nos anos de 1990 e 1991. Embo-
ra a raiva transmitida por quirdpteros ainda seja
problema maior para as zohas rurais e silvéticas,
constata-se has zonas urbanas de grandes munici-
pios brasileiros, tais como Sdo Paulo e Brasilia, a
presenga de espécies insectivoras e frugivoras, ex-
pulsas de seus ecotopos naturais pela agéo explora-
téria do homem, e atraidas pelas fontes de alimento
presentes nesses centros. Do ponto de vista epide-
miolégico, os motcegos hematdfagos constituem
os reservatdrios mais importantes para o virus da
raiva, mas outras espécies de quirépteros sio, tam-
bém, passiveis de transmitir o agente.

Classificagdo do virus

A aplicagio dos anticorpos monoclonais ao
estudo da raiva possibilitou a classificagéo do virus
rébico dentro do género dos Lyssavirus com a iden-
tificagdo de 4 sorotipos: (1) o virus rabico cléssico,
(2) o Lagos Bat Virus, (3) o Mokola, e (4) o Duve-
nhageg. O sorotipo 1 pode ser isolado em quase
todos os paises do globo, enquanto os 2, 3 e 4 sdo
encontrados no continente africano, embora o soto-
tipo 4 tenha sido isolado de morcegos frugivoros na
Europa Central®, e hoje constitua uma preocupagéo
das autoridades de saude.

A ocorréncia da cepa Duvenhage na Euro-
pa conduziu ao desenvolvimento de novas téc-
nicas laboratoriais para diferenciar amostras
contaminadas pelo virus rabico das contamina-
das pelos outros sorotipos, destacando-se o tes-
te rdapido de diagnéstico imunoenzimatico para
raiva (RREID - Rapid Rabies Enzyme Immuno-
Diagnosis test)*®,

*  Dados compilados de diferentes documentos de 6rgaos puiblicos
federais, no citado periodo
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Biologia Molecular

Os avangos registrados em biologia molecular
possibilitatam, em 1981, o relato da primeira se-
qiiéncia dos genes do virus rabico e estabeleceram
as bases para a classifica¢do definitiva do virus
mediante a andlise antigénica comparativaSI. Do
mesmo modo, foi possivel identificar a estrutura
molecular e codificar o genoma viral, estabelecen-
do a correlagio entre as seqiiéncias do dcido nucléi-
co primério e amino-4cidos e as propriedades bio-
légicas e imunolégicas do virus rabico>’,

Foi possivel, também utilizando os recursos da
biologia molecular®14 184351 geterminar a exten-
sdo total do nucleotideo dos genes estruturais, nu-
cleoproteina (N), fosfoptoteina (NS), matriz protéi-
ca (M) e glicoproteina (G), e, em parte, da transcrip-
tase (L), bem como descrever suas estruturas e
fungdes; mapear e definir os sitios antigénicos;
teconhecer as exigéncias estruturais necessirias
pata a atividade imunogénica; constatar as diferen-
cas de qualidade entre antigeno sohivel e a glico-
proteina inteira; identificar as regides imunogéni-
cas essenciais para a indugio de anticorpos neutra-
lizantes; e comprovar que fragmentos de peptideos
podem ser utilizados como determinantes antigéni-
cos para linfécitos Be T.

Assim, as pesquisas efetuadas com base na
biologia molecular tém sido de relevante importan-
cia, ndo s6 para complementar os conhecimentos
sobre a patogénese da infecgio rdbica e a imunolo-
gia, como também, para a determinagao da variabi-
lidade genética do virus da raiva, inclusive entre
cepas, e para o esclarecimento dos mecanismos de
teplicagéo e transmissdo vital’!,

Patogenia

Apds a agressio, o virus da raiva pode alcan-
¢at, diretamente, as terminagdes nervosas senso-
riais efou motoras, ou permanecer algumas horas
nas células musculares estriadas do tecido atingido,
onde haverd um processo de amplificagdo viral, que
propiciara a infecgéo dos nervos periféricos“. Pes-
quisa recente, potrém, refere que a replicagao viral
continua no tecido muscular em estigios ulteriotes
da infecgio®. O genoma viral é transportado no
interior do axoplasma dos neurdnios, centripeta-
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mente, a razio de 50 a 100 mm por d1a, até alcangar
o Sistema Nervoso Central (SNC)

Uma vez alcangado o SNC, o virus atinge
diferentes por¢des do cérebro e dissemina-se, cen-
trifugamente, para todos os tecidos do hospedei-
10?°. A viruléncia do virus depende muito mais de
sua integridade, do que propriamente do nivel de
dlssemmagao ou de distribuigdo topogtafica da in-
fecc;ao . Por outro lado, tem-se como certo que os
sinais clinicos, tais como ataxia ou depressio, sdo
conseqiiéncia do efeito direto do virus na fungao das
células neurais?®, A infecgéo do sistema limbico,
responsavel pelo comportamento e, conseqiiente-
mente, pela agressividade manifestada pelos hospe-
deiros durante a doenga, bem como a infecgio das
glandulas salivares, através da qual hd a eliminagéo
de grande quantidade de virus, sio fatores funda-
mentais para a transmissao da raiva na natureza.

Estudos realizados com miotubos comprovam
areplicagdo viral a esse nivel e revelam que a jungéo
neuro-muscular representa um local para o transito
do virus*. Glicosideos e residuos do 4cido sialico
estdo relacionados com a fixagéo do virus a mem-
brana celular, assim como, gangliosideos sializados
e outros lipideos participam desta adesao*®

Estudos mais detalhados sobre a patogenia sdo
ainda necessdrios, no sentido de elucidar qual a
forma que o virus rabico adquire durante o periodo
de incubagao, e qual o papel especifico do tecido
muscular, da jun¢io neuro-muscular e dos nervos
periféricos na progressao do virus no organismo dos
hospedeiross. Esses aspectos assumem relevante
importancia, notadamente quando se observam ca-
sos de raiva humana com periodos de incubagdo
longos, tais como os verificados nos EUA, com
imigrantes provenientes do México (11 meses), do
Laos (4 anos) e das Filipinas (6 anos), e, na Austra-
lia, com im 7grantte procedente do Vietnan (6 anos e
4 meses)

Imunoprofilaxia

As contribuigdes fornecidas pela biologia mo-
lecular e pela engenharia genética possibilitaram a
preparagdo de novos imundgenos, utilizando ape-
nas pequenas porgdes da estrutura do virus, detet-

mmados itopos ou até fragmentos de pepti-
os®10, 282p P gm bep
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Diferentes tipos de vacinas anti-rabicas de uso
humano foram desenvolvidas ao longo dos ultimos
anos, o mesmo sucedendo para os imundgenos es-
pecificos para o controle da raiva animal. Os me-
lhores resultados foram alcangados com as vacinas
preparadas em culturas celulares, e dentre estas a de
melhor qualidade é, até o momento, a prepatada
com células dipléides humanas (CDH), embora nao
seja completamente isenta de riscos pds-vaci-
nais**>?!. No entanto, a variagdo individual como
resposta a vacina exige a avaliagdo, a intervalos
regulares, da necessldade de boosters nos indivi-
duos em tratamento>’. A vacina CDH, porém, é de
produgio muito dispendiosa o que a torna, ainda,
invidvel nos tratamentos pds-exposi¢do, em paises
nao industrializados, razao pela qual, por exemplo,
na Tailandia 95% das pessoas que recebem trata-
mento anti-rabico, pés-exposi¢do anualmente, sio
submetidas a vacinas derivadas de tecido nervo-
s0°°. Na India, a vacina tipo Semple, ainda é utili-
zada na rotina médica, apesar do numero elevado
de acidentes pos- ~vacinais®; de 39 pacientes com
sindromes neuroparaliticos 3 tiveram éxito letal*’
Mesmo no Brasil, a base do tratamento anti- rablco,
ainda consiste na aplicagdo de vacinas preparadas
em cérebro de camundongos lactentes. Com base
nesta problematica, tem-se tentado buscar outros
substratos e novas técnicas de produgio.

Estudos com vacinas anti-rabicas para huma-
nos, preparadas em culturas de células de embrido
de galinha, apresentaram elevado grau de eficacia e
auséncia de acidentes pds-vacinais gravesl'6’36. Na
China, uma vacina preparada em células primarias
de rim de hamster, adicionada de adjuvante, estd
sendo utilizada em larga escala com relativo suces-

. A vantagem dessas vacinas, além de suas
qualidades imunogénicas, é o baixo custo de produ-
¢ao.

Para os paises nio industtrializados as vacinas
anti-rébicas preparadas em culturas de células
VERO parecem despontar como ideais para substi-
tuir as preparadas em tecido nervoso, sendo de tio
boa qualidade quanto as CDH!%243041

Importantes sdo, também, as novas técnicas
aplicadas ao controle de produgéo de vacinas anti-
rabicas, no sentido de diminuir seus custos. Assim,
ja é possivel determinar a poténcia in vitro de uma
vacina, em substitui¢éo ao teste do National Institut
of Health (NIH), utilizando a prova de ELISA com



Germano, PM.L.

anticorpo monoclonal neutralizante anti-glicopro-
teina®%, ou também, mediante a mensuragio, via
imunidade celular, da produgéo pelos linfécitos de
interleucina-2 espec1’fica26’3 .

As perspectivas para o futuro, em matéria de
imundgenos anti-rabicos, tanto pata setes humanos,
quanto pata animais domésticos e silvesttes, estio
relacionadas com a produgdo de: vacinas recombi-
nantes preparadas em culturas de células de inse-
tos!” (Psodoptera frugiperda), ou expressadas em
baculovirus, poxvirus ou mesmo Escherichia coli;
vacinas preparadas a partir da ribonucleproteina do
virus rabico”"; vacinas preparadas com peptideos
sintéticos carreando epitopos para linfécitos B e
T, e a utilizagdo de anticorpos monoclonais hu-
manos especificos contra a glicoproteina e a nucleo-
proteina do virus da raiva no tratamento anti-rabico
pés-exposig:éo3l.

Deve-se destacar, também, os progtessos obti-
dos com a produgéo de vacinas anti-rabicas, de uso
otal, para a imunizagéo, ndo so de animais silvestres
- raposas, lobos e skunks®'® , mas, também, para
cées de dreas densamente povoadas, em substitui-
¢4o as campanhas de vacinagao tradicionais'%%°, O
sucesso desses imunégenos deve-se, principalmen-
te, ao avango verificado nas técnicas de engenharia
genética, as quais possibilitaram o desenvolvimen-
to de vacinas recombinantes eficazes e indcuas, até
mesmo para outros vertebrados para os quais as
vacinas nio haviam sido destinadas originalmente,
como, por exemplo, primatas*? e roedores?.

Epidemiologia

A aplicagéo dos anticorpos monoclonais ao
estudo da raiva possibilitou um grande avango no
conhecimento da epidemiologia da infecgéo, nota-
damente, no que concerne: a identificagao das ca-

ractetisticas dos padroes antigénicos das diferentes

cepas rabicas; a investigagio de surtos epidémicos;
oreconhecimento de cepas endémicas; a descoberta
de fontes de infecgdo de casos isolados em areas
controladas ou livres de raiva; a diferenciagdo da
raiva natural com aquela induzida por vacinas; e a
diferenciagio entre os diferentes sorotipos do virus
rabico.

Em todas as partes do mundo foram identifica-
das diferentes cepas do virus da raiva na natureza.

Rev. Satide Piiblica, 28 (1), 1994

No Brasil, em particular, foram isoladas e estudadas
6 cepas no Nordeste do pafs, nos Estados do Piaui,
Rio Grande do Norte, Perhambuco e Alagoas, e
duas outras no Sudeste, em Sao Paulo. Estas cepas
foram isoladas de humanos, primatas, carhivotos,
ruminantes e quirépteroslg’zz.

Deve-se destacar, contudo, que pesquisas rea-
lizadas com as vacinas anti-rdbicas: ERA modifica-
da e inativada, PV/BHK com adjuvante (hidréxido
de aluminio ou avridine), CVS preparada em cére-
bro de camundongos lactentes, PV preparada em
células NIHL, inativadas, protegeram, eficazmente,
camundongos desafiados com as difetentes cepas
brasileiras, quando aplicadas de acordo com os
padrdes da Organizagdo Mundial da Sau-
del321,23.40

A téenica de PCR (Polymerase Chain Reac-
tion) constitui, na atualidade, um método alternati-
vo eficiente para estudos diagndsticos e epidemio-
1égicos do vitus da raiva, permitindo identificar as
diferengas entre cepas rabicas®’, Os resultados ob-
tidos com este método incentivam os chamados
estudos de epidemiologia molecular, particular-
mente nos pafses nos quais tém sido relatadas falhas
de vacinag:éo“.

Conclusoes

A pesquisa laboratorial em taiva teve nos ulti-
mos anos, especialmente no final da década de 80,
um avango consideravel. Destaca-se, principalmen-
te, a evolugdo da qualidade das vacinas anti-rébicas,
tanto as destinadas a seres humanos, quanto as
espécies animais. O aptimoramento das vacinas de
uso humano possibilitou a drastica redugdo dos
esquemas de tratamento pds-exposigio. Contudo, a
sotovacinagio ainda continua sendo indicada nos
casos de efragbes cutdneas graves, principalmente,
as préximas ao sistema nervoso central. A utilizagéo
de interferon, como substituto do soro-hiperimune
heterdlogo, ainda continua restrita, apesar dos estu-
dos experimentais que comprovam as vantagens de
sua aplicagdo™.

Embora muitas descobertas tenham sido feitas,
gragas aos conhecimentos advindos do desenvolvi-
mento de outras ciéncias bioldgicas, parece distante
ainda a solugdo para a cura da doenga. Muitas
questdes pettnanecem sem resposta, notadamente,
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as concernhentes a patogenia da infecgdo e ao tipo de
telagdo estabelecida entre o virus e seus hospedei-
ros.

A raiva ainda é um problema imbativel em
muitos lugares do mundo e um constante desafio
para os pesquisadores, porém, um fato permanece
claro, o de que a erradicagdo da raiva humana
depende, fundamentalmente, do controle da raiva
animal.

GERMANO, PM.L. [Advances in rabies research]. Rev.
Saiide Piublica, 28:86-91, 1994. Recent advances in
research into rabies, based on the technological process of
the biological sciences mainly molecular biology and
genetic engineering, are mentioned. The current knowledge
of the characteristics, properties pathogeny and
immunology of the rabies views is presented, as well as the
development of new diagnostic and vaccine evaluation
techniques. The epidemiological importance of the
identification of different immunogenic rabies virus strains
and the role in immunoprophylaxis of the production of
highly immunogenic vaccines, are set out.

Keywords: Rabies. Rabies virus, classification. Rabies
vaccine.
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