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RESUMO

A vacinacdo contra a raiva canina e felina é a medida profilatica mais eficaz para a
prevencdo de casos de raiva humana. No Brasil a campanha de vacinacdo de animais
domeésticos é realizada anualmente, a partir das primeiras 4 semanas de vida do animal. As
vacinas utilizadas sdo constituidas de virus inativado e adjuvante. A protecdo é conferida por
um nivel de anticorpos elevados, pois uma resposta imune efetiva ao virus da raiva depende de
sua neutralizacdo. Embora as vacinas estejam disponiveis hd muitos anos, hd uma evidente falha
de cobertura devido a necessidade de reforcos periddicos e eventuais problemas com as vacinas
contra raiva administradas em campanhas, o que leva muitos proprietarios a ndo vacinarem seus
animais. Dessa forma, o desenvolvimento de novas vacinas contra a raiva deve visar 0 aumento
da seguranca dessas vacinas e facilitar o processo de administracdo das doses de reforco. A
proposta deste estudo foi o desenvolvimento de um prot6tipo vacinal baseado na utilizacéo de
uma glicoproteina recombinante do envelope do virus da raiva (RVGP). Essa glicoproteina,
utilizando um sistema de vetor viral (SFV-RVGP) e sendo expressa em sistema de células S2
amplamente caracterizado, demonstrou ter propriedades imunogénicas em ensaios
preliminares. Diferentes preparacdes, combinadas ou ndo com adjuvantes, e diferentes vias
foram testadas em modelo animal estabelecido e avaliadas frente ao desafio intracerebral,
verificando por meio de testes soroldgicos (ELISA e soroneutralizagao) se os niveis necessarios
para protecdo foram atingidos. Resultados mostraram que tanto a imunizagdo com RVGP de
células S2 como com SFV-RVGP séo capazes de proteger camundongos contra o desafio viral.
A utilizacdo de adjuvantes juntamente com a proteina recombinante se mostrou necesséria,
tendo sido testados MPLA, silica (SBA-15) e ISCOM (complexos imunoestimulantes), sendo

este Ultimo o mais eficiente.

Palavras-chave: Raiva; Vacina; RVGP; Adjuvante; RFFIT; FAVN; Reforgo vacinal.



ABSTRACT

Vaccination against canine and feline rabies is the most effective prophylactic measure for
preventing cases of human rabies. In Brazil, the domestic animal vaccination campaign is
carried out annually, from the first 4 weeks of the animal's life. Available veterinary Rabies
vaccines are composed of inactivated viruses with adjuvant. High level of neutralizing
antibodies directly correlates with protection. Although Rabies vaccines have been available
for many years, there is a clear lack of coverage due to the need for periodic boosters and
potential problems with campaign-administered rabies vaccines, which makes many owners
fail to meet their pet vaccination schedule. Thus, the development of new rabies vaccines should
aim at increasing the safety of these vaccines and facilitating the booster administration process.
The purpose of this study was to develop a vaccine prototype based on the use of a recombinant
rabies virus glycoprotein (RVGP). Recombinant RVGP expressed in vivo by using a viral
vector system (SFV-RVGP) or being expressed in a widely characterized S2 cell system, have
shown immunogenic properties in preliminary experiments. Different preparations, combined
or not with adjuvants, and different routes were tested in an established animal model.
Immunogenicity evaluated by survival against intracerebral challenge and by serological tests
(ELISA and seroneutralization). Results showed that both the RVGP produced in insect cells
and the SFV-RVGP system were able to protect mice against viral challenge (CVS). The
combination of adjuvants was important for the glycoprotein immunogenicity. Adjuvants as
MPLA, silica (SBA-15) and ISCOM (immunostimulant complexes) were tested, with ISCOM

showing more efficiency.

Key words: Rabies; Vaccine; RVGP; Adjuvant; RFFIT; FAVN; booster vaccination.
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1 INTRODUCAO

1.1 RAIVA, UMA DOENCA ANCESTRAL

A raiva € uma doenga viral infecciosa negligenciada, caracterizada por encefalomielite
aguda e que causa importantes prejuizos a pecudaria e a satde publica. A doenca afeta o sistema
nervoso central dos mamiferos, inclusive humanos, sendo quase invariavelmente fatal (FOOKS
etal., 2014).

E a infecgdo mais severa quando comparada a qualquer outra doenca, seja ela humana
ou animal. Essa zoonose (antropozoonose) é transmitida pela penetracdo do virus contido na
saliva do animal infectado, principalmente pela mordedura e, mais raramente pela arranhadura
ou lambedura de mucosas ou feridas abertas (WHO 2018). A quantidade de virus presentes na
saliva, a gravidade da infecgéo e localizagédo da ferida podem agravar o caso (WARRELL E
WARRELL 2004; HEMACHUDHA et al., 2013).Do latim rabere, a raiva € uma doenca
progressiva causada por um virus neurotrépico do género Lyssavirus - do grego lyssa (frenesi
ou loucura). A doenca, que € antiga e temida entre os seres humanos e animais, teve seu
primeiro registro escrito no Cadigo pré-mosaico de Eshnunna (século XXIII a.C), em que séo
listadas as leis e penalidades para donos de cées que ficam agressivos e mordem, e devem tomar
medidas preventivas contra suas mordidas. Na antiguidade a raiva humana foi bem descrita por
Demdcrito (460-370 a.C) e Aristoteles (322 a.C). Segundo este ltimo, os animais sofriam com
a loucura, fazendo com que ficassem irritaveis e todos os animais por eles mordidos também
adoecessem (BAER, 2007;FEDER et al., 2012). Hipdcrates descreveu a doenga humana
relatando que “as pessoas bebem muito pouco, sdo perturbadas e amedrontadas, tremem ao
minimo ruido ou sdo convulsionadas”. A humanidade antiga, mesmo que sem mais detalhes da
doenca, ja sabia que se tratava de uma enfermidade que afetava tanto os cdes como 0s humanos,
se tratando do que chamamos hoje de zoonose (ROSEN, 1958).

Muito tempo depois, a raiva foi descrita na Europa por volta de 1271, onde reportaram
arelacdo entre cées, lobos e humanos. Contudo, s6 em 1804 Zinke, demonstrou a infecciosidade
da saliva, inoculando- a em cées sadios (FERREIRA, 1968).

Os primeiros casos de raiva em cdes nas Américas foram em 1753 na Virginia. Na
América do Sul, a raiva foi relatada pela primeira vez no Peru em 1803 e na Argentina em 1806.

Os primeiros estudos cientificos foram feitos em 1879 pelo médico veterinario Galtier, que
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efetuou a primeira inoculacdo de amostras contendo o virus em cérebro de coelhos,
demonstrando sua posterior eliminacao pela saliva. Ele demonstrou que coelhos eram sensiveis
ao virus e realizou os primeiros testes de profilaxia em ovelhas juntamente com Pasteur e seus

parceiros Roux, Chamberlan e Thuiller, todos pioneiros na vacinagdo em humanos.

As descobertas comegaram a acelerar no século XI1X, quando esta equipe conseguiu
isolar o virus (KOTAIT et al., 2009) e concluiu que o 6rgéo alvo do agente no organismo era o
sistema nervoso central, e que a inoculacdo intracerebral era a forma mais eficaz da raiva ser
transmitida (FERREIRA, 1968). Até 1885, nenhum tratamento e nenhuma prevencao existiam
até a descoberta de Pasteur: uma vacina contra a raiva. Pela primeira vez, a patogenicidade do
virus foi modificada por meio de passagens intracraniais do virus em animais de laboratorio.
Neste mesmo ano, Pasteur administrou com sucesso a vacina em Joseph Meister que tinha sido

gravemente atacado por um cachorro raivoso.

Em termos de diagnostico, Remlinger (1903) identificou o virus da raiva demonstrou
que poderia ser separado por um processo de filtracdo (SINGH et al., 2017). Na Italia, um
médico chamado Negri descobriu, por microscopio, inclusdes celulares citoplasmaticas em
determinadas células do sistema nervoso central, que ficaram conhecidas por corpusculos de
Negri, e que sao de extrema importancia para o diagnéstico (FERREIRA, 1968). Este método
avancou gquando se comecou a usar um teste de anticorpos fluorescentes mais sensiveis para o
diagndstico da raiva em 1959. Este e outros notaveis avangos da medicina e tecnologia, como
o desenvolvimento de técnicas de cultura celular para a manutencdo de células infectadas com
0 VR, permitiram o aprofundamento e conhecimento cientifico sobre a transmissao, patogenia,
epidemiologia e profilaxia da doenca, permitindo sua erradicacdo em alguns paises (BAER,
1991).

Muito mais tarde, pesquisadores do Instituto Pasteur na Frangca mapearam parte do
material genético do VR coletado de animais carnivoros e morcegos, a fim de entender melhor
a procedéncia destes virus. Com essa estratégia, foi possivel estimar a sequéncia dos primeiros
virus da raiva que surgiram, assim como de seus “parentes” mais proximos (HUGHES et al.,
2005). Os pesquisadores concluiram que como outros virus da mesma familia, os virus eram
encontrados em insetos ha milénios. H4 uma grande chance de os morcegos terem sido
infectados por virus ancestrais vindos destes animais. Nos morcegos, os VR foram transmitidos
entre espécies e evoluiram. Em algum momento da histéria, o VR foi transmitido dos

quirdpteros para 0s carnivoros, em um processo conhecido como spillover, o que pode ter
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ocorrido entre 900 e 1500 anos atras (BADRANE & TORDO, 2001). Atualmente sabe-se que
0 virus da raiva que acomete 0s guaxinins nos EUA procede de morcegos americanos e que, 0S
morcegos da América do Norte, por sua vez, provavelmente foram infectados a partir do contato
com morcegos da América Latina no século XVII. Nessa época, o homem alterava
massivamente 0 meio ambiente da América Central com suas coldnias e plantaces. Dessa
forma, os desmatamentos nessa época podem ter ocasionado migracfes de morcegos e do VR
(BADRANE & TORDO, 2001).

1.2 0 AGENTE ETIOLOGICO E SUAS CARACTERISTICAS IMUNOLOGICAS

Pertencente & ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, o género Lyssavirus
forma um grupo monofilético distinto, baseando-se em arvores de maxima verossimilhanga, a
partir de sequéncias completas da proteina L (RUPPRECHT et al., 2002; ICTV, 2018).
Possuem em geral forma de projétil, com cerca de 170 nm de comprimento por 70 nm de largura

e envelope e uma matriz proteica que isolam o nucleocapsideo (MURPHY et al. 1999).

O genoma do VR estd contido em uma molécula de RNA ndo segmentado de cadeia
simples e polaridade negativa. Contém cinco genes na ordem 3"-N-P-M-G-L-5", que codificam
para cinco proteinas diferentes, com fungées distintas. O gene N codifica uma nucleoproteina
que encapsula o RNA viral; o gene P produz uma fosfoproteina, que é importante ndo sé na
transcricdo e replicacdo, mas também para interagdes com componentes proteicos celulares
durante o transporte axoplasmico; o gene M codifica para uma proteina de matriz; o gene G
para a glicoproteina, que possui uma porcao ligada a membrana e é responsavel pela recepcéo
e fusdo viral as superficies celulares; o gene L que codifica uma polimerase para a sintese de
RNA (RUPPRECHT et al., 2002; MASATANI et al., 2013; ICTV, 2018). O envelope do virus
é composto de uma Unica glicoproteina, a RVGP (rabies virus glycoprotein) que fica exposta
na superficie da particula viral e tem papel fundamental na patogenia do virus (WHITT et al.
1991; ASTRAY et al. 2017). Esta é uma proteina trimérica, de aproximadamente 195 kDa, cuja
antigenicidade depende da modificagdo pos-traducional (GAUDIN et al., 1992) é formada por
trés monémeros que possuem um dominio citoplasmatico (44 aminoacidos), um dominio
transmembrénico (22 aminoéacidos) e um ectodominio (439 aminoacidos) (GAUDIN et al.,
1999; WOJCZYK et al., 2005). O ectodominio apresenta um dominio de fusdo, que interage

com proteinas receptoras das células hospedeiras e trés sitios imunogénicos: o sitio | € um sitio
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linear; o sitio 1l é um sitio conformacional formado através de uma ponte de dissulfeto pela
interacdo dos sitios Ila e I1b presentes em partes diferentes do monémero; e o sitio 111 que € um
sitio conformacional formado por regides adjacentes do monémero (Figura 1) (ASTRAY;
JORGE; PEREIRA, 2017).

A associacdo de trés monémeros da glicoproteina resulta na homotrimerizacdo da
molécula (GAUDIN et al., 1992). A proteina G € o principal antigeno para o desenvolvimento
de anticorpos e vacinas contra o virus da raiva (WAGNER, 1991; MURPHY et al. 1999), as
vacinas contendo esse antigeno podem fornecer protecdo completa contra o desafio viral
(PASTORET e BRONCHIER, 1992; XIANG et al., 1994).

Figura 1 — Representa¢do esquematica do virus da raiva (A) e da estrutura de sua glicoproteina (B).

B

Bicamada
Lipidica

_ Dominiosde ligagdo
- i Sitios antigénicos
M ~

—4____~_ Mondmeros

|
Ectodominio—
170nm |

~ 65kDa
G
Dominio

transmembranico ! Ll L
o) Bicamada Lipidica

Dominiocitoplasma’tiéo

Nota: P, fosfoproteina; L, Polimerase; N, ribonucleoproteina; M, proteina de matriz; G, glicoproteina (adaptado
de ASTRAY; JORGE; PEREIRA, 2017).

O virus (RABV) foi classificado e dividido em 16 genotipos/espécies distintos e uma
subdivisdo em dois filogrupos (ICTV, 2018). O RABV é o mais amplamente distribuido
mundialmente, por isso, 0 mais conhecido e estudado (MARSTON et al., 2007). Dentre esses
gendtipos/espécies, 14 tém morcegos como seus potenciais reservatorios ou espécies mais
frequentemente infectadas (ICTV, 2018).

Acredita-se que a replicacdo do virus da raiva seja semelhante a de outros virus de RNA
de cadeia negativa. O virus se liga as membranas das células hospedeiras através da proteina
G, penetra no citoplasma por fusdo ou pinocitose. O nudcleo inicia a transcri¢cdo primaria dos
cinco RNAs mensageiros monocistronicos complementares, usando a RNA polimerase
dependente de RNA presente no virion. Cada RNA é entdo traduzido em uma proteina viral

individual. Apos a sintese das proteinas virais, a replicacdo do RNA gendmico continua com a
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sintese do RNA de cadeia positiva de comprimento total, que atua como um modelo para a
producdo de RNA de cadeia negativa da progénie (RUPPERECHT, 1996).

Grupos de pesquisa do Instituto Pasteur (Paris) e universidades e institutos dos Estados
Unidos, desvendaram, no final do século XX, a importancia da proteina G para a imunidade a
raiva. Foi demonstrado que a proteina G esta envolvida na inducéo de imunidade celular, e que
esta contribui de forma determinante para a protecdao antiviral (CELIS et al., 1988). Ja foi
demonstrado que a proteina G é reconhecida tanto por linfocitos T CD4 quanto por linfocitos
T CD8. Apbs o processamento, as celulas apresentadoras expdem os antigenos virais aos
linfocitos, ativando os mecanismos adaptativos, que incluem tanto a imunidade humoral como
a mediada por células. A natureza da célula que inicialmente apresenta o antigeno pode
determinar a ocorréncia de resposta imune ou de tolerancia aos epitopos. (MACFARLAN et
al., 1984; CELIS et al., 1990; XIANG et al., 1995)

Assim, a apresentacdo do antigeno por células dendriticas ou macrofagos, com altos
niveis de moléculas co-estimuladoras e de receptores de classe Il do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), resulta em ativacéo eficiente dos linfocitos da linhagem T. Ao
reconhecer o0s epitopos, os linfocitos T e B iniciam um processo de diferenciacdo e
multiplicacdo, produzindo clones T efetores citotoxicos, células T auxiliares (Th) e clones de
plasmadcitos produtores de anticorpos antivirais, instalando a memoria imunologica. Apo6s a
apresentacdo dos antigenos da raiva a linfocitos T CD4 ou CD8, é induzida a producédo de
citocinas. Os linfacitos com perfil Thl secretam IL-2, IFN-y, TNFa e TNFp e estdo envolvidas
com a imunidade mediada por células e com a mudanca de classe de imunoglobulinas para
IgG2a em camundongos (WIKTOR et al., 1984; CELIS et al., 1988; CELIS et al., 1990). J4 os
linfocitos com perfil Th2 secretam as interleucinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 e
condicionam a mudanca de isétipos para IgG1, IgA e IgE (MAWAS et al., 2001).

O padrdo de resposta preferencial de linfécitos T auxiliares, apds a imunizacdo com
virus da raiva inativado é predominantemente do tipo Thl (CELIS et al., 1988; PERRIN et al.,
1988; ERTL et al., 1996). Portanto, para uma abordagem utilizada a fim de acessar o padrao da
resposta imunologica anti-G é a determinacdo da razéo entre IgG1/1gG2a produzidos apés a
imunizacdo. Uma quantidade maior de anticorpos do subtipo IgG1 indica a predominancia da
resposta imune do tipo Th2, enquanto uma maior quantidade de anticorpos 1gG2a indica a
predominancia da resposta imune do tipo Thl (KAUR et al., 2009). A importancia da resposta

Th foi confirmada utilizando animais deficientes em CD4, que apresentaram uma diminuicao
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da producéo de anticorpos neutralizantes e da protecdo (PERRY e LODMELL, 1991; XIANG
etal., 1995).

Embora a resposta mediada por células seja reconhecidamente importante para a
protecdo, ela atua juntamente com a resposta humoral e a maior parte das vacinas licenciadas
hoje se baseia na indugdo da producdo de anticorpos séricos para comprovar sua eficicia
(PLOTKIN, 2001).

1.4 SITUACAO DA RAIVA NO MUNDO E SUA EPIDEMIOLOGIA

A raiva é uma doenca negligenciada, que apresenta ampla distribuicdo mundial
(KOTAIT et al., 2009). E mantida e transmitida por varias espécies de mamiferos, mas
principalmente carnivoros e morcegos (VELASCO-VILLA et al., 2008). Mesmo paises que
conseguem manter seu status livre de raiva, requerem constante monitoramento, quarentena de
animais importados e regulamentacdo para evitar a entrada do virus ou a introducdo de animais
infectados (SINGH et al., 2017).

No mundo, a forma mais comum de transmissdo da raiva a seres humanos é pela
mordida de animais infectados e, de longe, 0 cdo doméstico ainda é a fonte mais importante de
infeccdes para os seres humanos (BAER 1991; BLANTON et al., 2009).

Atualmente morrem cerca de 60 mil pessoas no mundo todo devido a raiva. Por ser uma
doenca negligenciada, a coleta de dados epidemioldgicos é ruim em locais onde ndo ha controle
ou vigilancia organizados. Dessa forma, o nimero de mortes é provavelmente subestimado,
pois a subnotificacdo também é uma caracteristica de quase todas as doencas infecciosas nos
paises em desenvolvimento, que ndo conseguem registrar 100% das ocorréncias (WHO, 2018).
Particularmente na Asia e na Africa, as mordidas de cies s&o responsaveis por quase 99% dos
casos de raiva em seres humanos (HAMPSON et al., 2015; WHO, 2013). A infeccdo pode
ocorrer por lambidas do cdo na superficie da mucosa ou fissuras na pele, porém esta mais
comumente associada a mordidas severas e profundas, principalmente em criangas. Em
contrapartida, morcegos conseguem transmitir o virus eficientemente por mordidas mais

superficiais, que muitas vezes passam desapercebidas pelas vitimas (JOHNSON et al., 2010).

De uma forma abrangente podemos separar ciclo da doenga em ciclo aéreo e ciclo
terrestre. O ciclo terrestre compreende também os animais selvagens, tornando os animais

domeésticos infectados se houver contato. A propagacdo da doenca envolve a propor¢do da
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densidade populacional do vetor principal, que varia de acordo com cada regido, e também
depende de caracteristicas geograficas (KOTAIT et al., 2009).. O tipo de reservatorio e
transmissao, que pode ocorrer entre diferentes espécies animais e por distintas variantes, tém

grande importancia na manutengdo do virus na natureza (WHO, 2018).

Na América do Sul, o principal reservatorio € o morcego hematéfago, Desmodus
rotundus, devido a sua densidade populacional. Esses animais tém se adaptado e feito uso de
abrigos em construcfes urbanas, aumentando a possibilidade de contato desses animais com
pessoas e animais domésticos e, consequentemente, aumentado o potencial risco de transmissao
de raiva (ALMEIDA et al.,2011). Essa espécie de morcego tem elevada importancia também
pelo fato de transmitir mais frequentemente a raiva para os herbivoros (KOTAIT et al.,2009).
A raiva silvestre terrestre ocorre principalmente no cachorro do mato (Cerdocyon thous), 0 méo
pelada (Procyon lotor), o sagui-de-tufo-branco (Callithrix jacchus) e raposas cinzentas
(Urocyon cinereoargenteus) (FAVORETTO et al., 2006; ANTUNES et al., 2018).

A raiva na pecuaria atingiu niveis agravantes nos ultimos anos, com estimativas oficiais
excedendo 50.000 mortes de bovinos no Brasil (FERNANDES et al., 2017). Assim, a
circulacdo macica do virus em areas selvagens/rurais levou a preocupacdo de sua transmissao
a cdes e gatos urbanos. Portanto, a importancia da vacinacdo continua é clara em populactes
urbanas de cées e gatos para minimizar o risco de introducdo e transmissao para 0S seres

humanos.

Em regides onde a raiva transmitida por variante de cdo foi controlada, ha a ocorréncia
de casos de raiva em cédes e gatos com variantes de morcegos, € esses animais, uma vez
infectados, podem transmitir a doenca principalmente para humanos e para outros animais. O
contato dos animais silvestres (véarias espécies, variando de acordo com cada regido) com 0s
animais domésticos é uma situacdo alarmante no mundo todo (KOTAIT et al., 2009). Nos
Estados Unidos, por exemplo, onde o diagndstico é mais eficaz, o nimero de casos em animais
de companhia € alto, na grande maioria animais que ndo foram vacinados e foram infectados
por animais silvestres como coiotes (Canis latrans), raposas cinzentas (Urocyon
cinereoargenteus), guaxinins (Procyon lotor), gambas (Mephitis mephitis) e raposas vermelhas
(Vulpes vulpes), além dos quirdpteros (de diversos géneros) que também ja foram
diagnosticados com a doenga (MONROE et al., 2016). Mesmo com a vacina veterinaria
disponivel, os animais silvestres estdo em constante contato com o0s animais domésticos,

fazendo com que o ciclo da raiva se mantenha. A interacdo de seres humanos com animais
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suspeitos resulta na necessidade de se observar ou de serem testados centenas de milhares de
animais e administracdo da profilaxia pds-exposicdo a raiva. Os EUA sdo um exemplo do
mapeamento e vigilancia, em uma média anual, entre 60 a 70 cdes e mais de 250 gatos sdo
relatados com a doenga nos EUA, gerando custos altos com profilaxia pos exposicao.

Anualmente, os custos variam de 245 a 510 milhdes de délares (CDC, 2017).

1.5 SITUACAO DA RAIVA NO BRASIL

Em 1921 foi relatado e demonstrado no Brasil que as mordidas de morcegos
hemato6fagos transmitiam a raiva aos rebanhos de gado (BERAN, 2000). Além de apresentar
forte impacto econémico a agropecudria, este ciclo representa um risco a satde publica por
causa da possibilidade de transmissdo aos humanos, pela manipulagdo de animais raivosos,

principalmente por médicos veterinarios e tratadores (KOTAIT et al., 2009).

A partir da década de 90, com a utilizacdo da tipificacdo antigénica e molecular para a
denominacdo das variantes, o ciclo de transmissdo da raiva no Brasil ficou mais claro (DIAZ,
1994). No pais, circulam quatro variantes (AgV) do Lyssavirus da raiva: AgV2-cdo, AgV3-
morcego D. rotundus, AgV4-morcego Tadarida brasiliensis e AgV6-morcego Lasiurus
cinereus; além de linhagens especificas do virus adaptadas em espécies de morcegos, como a
Linhagem Myotis Brazil (OLIVEIRA etal., 2010; ALBAS etal., 2011; MENOZZl et al., 2017).

Como em todo o mundo, o Brasil apresenta uma heterogeneidade em relacdo aos
reservatorios e a ocorréncia de casos de raiva que varia de acordo com a regido do pais. Existem
outros reservatdrios importantes no Brasil além dos morcegos. No Nordeste, por exemplo, 0s
canideos silvestres (Cerdocyon thous) e saguis (Callithrix jachus) (ITO, 2008), assumem papel
importante e estdo atuando como reservatério do virus e mantendo uma variante antigénica e

genética bastante distinta das que ja foram isoladas no pais (KOTAIT et al., 2018).

A raiva em morcegos possibilita a circulagdo do virus nas areas urbanas e rurais e 0
diagnostico adquire grande importancia por possibilitar medidas de controle para impedir novos
casos da doenga (QUEIROZ et al., 2009). O controle e a importancia do quiroptero (hematofago
ou ndo) em muitas areas das Ameéricas se relacionam ndo apenas com o controle da infeccdo
em herbivoros, mas também de animais domésticos (SOUZA et al., 2005). H& bastante

discussdo sobre a infeccdo no morcego hematdfago, alguns autores afirmam que a infeccao é
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subclinica e que permanece com as secrecdes respiratorias e saliva contaminada por meses a
anos, além de apresentarem alteracdo de comportamento evoluindo para morte, como em
qualquer mamifero (BERAN, 2000). O papel desempenhado pelos morcegos (hematéfagos ou
ndo) tem muita importancia na epidemiologia da raiva, além de serem muitas vezes
responsaveis pela manutencdo de outros virus emergentes (SOUZA et al., 2005). No Brasil, ha
cerca de 178 espécies de quiropteros (NOGUEIRA et al., 2014), sendo que a lista de espécies
positivas para raiva ja inclui 41 delas (SODRE et al., 2010).

A frequéncia do diagndstico da raiva em morcegos vem crescendo a cada ano no Brasil.
Em 2016, 11 cdes, 8 gatos e 104 morcegos foram diagnosticados, os ndo hematdfagos foram 85
positivos. Em 2017, foram 14 cées, 4 gatos e 288 morcegos positivos, sendo 0s ndo hematdfagos
a grande maioria (265). Ja em 2018, foram diagnosticados casos de raiva em 71 morcegos nao
hematdfagos e 6 hemat6fagos (a grande maioria na regido sudeste do pais). No mesmo ano,
foram constatados 83 casos de raiva canina, 8 casos de raiva felina e um caso de raiva humana
(BRASIL, 2018).

O primeiro registro mundial do ciclo denominado secundario (morcego/felino/homem)
ocorreu em area urbana do municipio de Dracena, interior do Estado de S&o Paulo em
2001(KOTAIT, 2003). Em 2009, novamente um caso de raiva humana do ciclo secundario foi
relatado: uma mulher foi a 6bito por raiva apds ser agredida por sua gata raivosa, que havia
anteriormente capturado um morcego infectado com o virus e que, presumivelmente, ndo era
hemat6fago. Na regido de Ribeirdo Preto, Campinas, Botucatu e Piracicaba o ciclo de
transmissdo da raiva € geralmente verificado em morcegos e em 2016, seis morcegos foram
diagnosticados com a doenga. Na regido de Caminas, em 2017, foram verificados 12 casos de
raiva em morcegos (DEVISA, 2017). Um gato de cinco meses teve sua morte confirmada por
raiva pelo Instituto Pasteur apds entrar em contato com um morcego e a regiao sudeste ja teve
um caso felino em 2014. Em 2015, os dois casos de raiva humana no Brasil ocorreram na
Paraiba transmitido por gato, sendo identificado com a variante de morcego. Em 2016 foram
notificados dois casos de raiva humana, um em Boa Vista/RR, transmitido por felino infectado
com a variante 3 (transmissdo secundaria) e um caso em Iracema/CE por morcego (Desmodus
rotundus), também pela variante 3. Nos casos de infec¢do nos felinos domésticos as variantes
encontradas foram AgV3, AgV2 - C. thous e Linhagem Myotis), (BRASIL, 2018).

Em 2017, em Pernambuco, houve um caso de raiva humana ap0s agressdo de um gato

de rua infectado com a variante 3, demonstrado a importancia dos animais domestico como
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transmissores secundarios da raiva (spillover) e a importancia da vacinacdo também nesta
espécie (BRASIL, 2018).

Em maio de 2019, vimos o ciclo se repetir, quando uma mulher (Gravatal — SC) foi
mordida por um gato e vinte dias depois apresentou sintomas e faleceu. Foi 0 primeiro caso
confirmado em Santa Catarina de raiva humana desde 1981, segundo a Diretoria de Vigilancia

Epidemioldgica (Dive-SC).

Esses casos tendem a se tornar cada vez mais frequentes e sdo um problema de satde
publica, visto que com 0 aumento da frequéncia do nimero de casos em animais, principalmente
os felinos domésticos ndo vacinados, o numero de casos de raiva humana voltou a crescer. O

que reforca ainda a importéancia da relagdo entre felinos e morcegos.

Os felinos domesticos tém baixas taxas de cobertura vacinal e por apresentarem maior
instinto predatorio, sdo mais vulneraveis que os cées a se infectar pelo virus a partir do contato
com morcegos (WOODS et al., 2003). Além disso, um levantamento feito pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e a Associa¢do Brasileira da Industria de Produtos
para Animais de Estimacdo (Abinpet) em 2016, mostrou que o Brasil tem a segunda maior
populacéo de pets do mundo, com 22,1 milhdes de felinos e 52,2 milhdes de cachorros. O ponto
mais interessante € que a populacdo de gatos se multiplica em maior proporcdo e deve

predominar em menos de dez anos.

No ciclo silvestre da raiva no Brasil, 0 aumento da densidade populacional de morcegos
¢ extremamente importante e estd atrelado ao meio ambiente. Fatores que devem ser
esclarecidos sdo: 0 motivo da invasao de morcegos em diversas areas € 0 aumento do nimero
destes animais (e consequentemente dos ataques) em relacdo aos anos anteriores. A densidade
populacional de morcegos hematéfagos costuma ser mais alta em areas com animais
domésticos, especialmente bovinos que sdo animais com comportamento gregario, que vivem
em grupos. O homem modificou ecossistemas naturais para que houvesse cada vez mais espacgo
para 0 gado, que serviu de alimento para 0s morcegos que estavam na area. No entanto, nas
ultimas décadas o Sudeste do Brasil trocou a pastagem pelos campos de cana-de-agucar, e
juntamente com o grave desmatamento da Mata Atlantica, os morcegos tiveram que encontrar
outra fonte de alimento. Na regido do Pantanal e da Mata Atlantica, com a proliferagéo de
javalis e javaporcos (animais resultantes do cruzamento entre javalis e suinos) na regiao, fez

com que 0s morcegos tivessem ainda outra fonte de alimento (GALETTI et al., 2016).
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1.6 SOROLOGIA DE RAIVA

A sorologia permite avaliar o nivel de anticorpos de individuos vacinados contra a raiva,
que é também utilizado para animais. Em seres humanos, segundo recomendacdo da
Organizacdo Mundial da Saude, individuos expostos a situacfes de risco devem receber
tratamento profilatico pré-exposicéo contra raiva e coletar sangue para titulagdo de anticorpos
circulantes e, se necessario, receber reforgco vacinal. A avaliagdo soroldgica deve ser repetida
semestralmente ou anualmente, de acordo com a intensidade e/ou gravidade de risco ao qual
estd exposto o profissional. Pessoas com exposicdo continuada, como pesquisadores,
profissionais de laboratério que manipulam o virus e veterinarios que atuam em areas de
epizootia, devem ser avaliadas semestralmente. Ninguém deve ser exposto conscientemente a

riscos, sem a confirmacao sorolégica de titulos iguais ou superiores a 0,5 Ul/mL.

Dentre o0s testes sorolégicos, a soroneutralizagdo em camundongos ou soroneutralizagao
em células (inibicao de focos fluorescentes) e o teste de ELISA (ensaio imunoenzimatico) sao
0s mais amplamente utilizados. A soroneutralizacdo em camundongos € o teste mais antigo
para a dosagem de anticorpos, porém vem sendo substituida pela soroneutraiza¢do em células.
Neste teste uma quantidade fixa de virus (50 DL50% de CVS) é misturada as dilui¢fes seriadas
de soro teste e apds um periodo de incubacdo para permitir a neutralizacdo viral, aliquotas de
cada diluicdo sdo inoculadas em camundongos, via intacerebral. Quando a dilui¢do dos soros
contiver anticorpos suficientes, o animal sobrevivera (quantidade suficiente de anticorpos
neutralizantes) e poderd ser feita a quantificacdo dos anticorpos presentes no soro. Caso

contrario, os animais apresentardo sintomas e morrerao entre 7 e 21 dias (KOTAIT et al., 2009).

A soroneutralizacdo em células, ainda é o teste mais aceito em substituicdo a tradicional
soroneutralizacdo em camundongos. Consiste na adicdo de células BHK a mistura previamente
incubada de diluices de soro teste e dose fixa de virus. Em algumas horas as monocamadas
sdo formadas e ap6s um periodo de incubacdo sera verificada a replicagdo viral, fixando as
monocamadas e corando com fluoresceina conjugada a imunoglobulina anti-rabica. Na
auséncia de replicacdo a fluorescéncia especifica ndo € observada, sinalizando que anticorpos
especificos existentes no soro teste inibiram a ac¢do do virus, neutralizando-o e protegendo as
monocamadas celulares da infeccdo (KOTAIT et al., 2009). A presenca de fatores inespecificos
que interferem com as células ou com o virus pode resultar em reac6es falso-positivas, como

por exemplo, a hemolise do soro (QUINN et al., 2005).
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Embora o RFFIT tenha sido extensivamente avaliado e aceito para titulacdo de soros
pos-vacinais humanos, o manual da OIE substituiu o uso do RFFIT pelo teste de Neutralizacao
de Virus de Anticorpos Fluorescentes (FAVN) para testar soros animais (CLIQUET et al.,
1996). No entanto, em certos grupos de animais vacinados imunossuprimidos e de fraca reacao,
ambos os métodos podem fornecer respostas de anticorpos “falso positivo” e “falso negativo”

nos casos em que apenas um deles € utilizado (BRIGGS et al., 1998).

A imunidade do animal contra o virus raiva varia conforme a espécie, portanto a
interpretacdo dos resultados dos testes pode ser dificil, uma vez que a resposta imune do
hospedeiro pode variar ainda entre os individuos de uma mesma espécie. Outros fatores como
qualidade da vacina, dose, idade da vacinacdo primaria, estado nutricional, presenca de
infeccbes concomitantes e capacidade imunoldgica individual também podem interferir na
imunidade do individuo (SEGHAIER et al., 1999; ALMEIDA et al., 1997; MORTERS et al.,
2014).

Mesmo o RFFIT ainda sendo considerado padrdo ouro, ele requer méo de obra treinada,
cultura de células e instalacfes de microscopia fluorescente, além de medidas de biosseguranga
adequadas para trabalhar com virus vivo. O RFFIT é sensivel a citotoxicidade em soros de baixa
qualidade e, inibidores inespecificos do virus em soros podem produzir resultados falso-
positivos. A dosagem de anticorpos neutralizantes fornece uma medida laboratorial da
habilidade da amostra de soro do individuo/animal em neutralizar o virus da raiva. Embora o
valor de 0,5 UI/mL seja tradicionalmente considerado protetor, titulos de anticorpos
neutralizantes menores ja foram encontrados em animais que sobreviveram ao desafio. Titulos
inferiores a 0,5 Ul em ensaio de RIFFT s&o considerados insuficientes para a protecdo. (MANI
etal., 2013).

Inimeros testes soroldgicos foram desenvolvidos em varios paises, ja existindo muitos
“kits” comerciais para a realizac¢do do teste de ELISA, que determina a existéncia de anticorpos
anti-rabicos em soros. Para isso utiliza-se como antigeno o virus rabico semi-purificado
produzido em células BHK, realizando a prova em placas de poliestireno. Como conjugado,
utiliza-se anticorpos anti-lgG humana, conjugados com peroxidase. Esse teste apresenta a

rapidez requerida nos testes de avaliagcéo de anticorpos (KOTAIT et al., 2009).

N&o ha como comparar testes que utilizam o virus da raiva inteiro e testes que utilizam
somente a glicoproteina do virus da raiva como o antigeno (como é o caso do ELISA), pois na

maioria das amostras, a maioria dos anticorpos contra 0 VR que estdo sendo analisados sera
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direcionada contra a RVGP, mas 0s anticorpos para 0s antigenos nucleoproteina (N) e
fosfoproteina (P) do virus ndo sdo incomuns e serdo detectados em um ELISA indireto quando
este for baseado no virus inteiro (GRASSI et al., 1989). Na medicdo da poténcia de anticorpos
monoclonais (e neutralizantes), é importante considerar que a especificidade de um anticorpo
para um Unico epitopo de uma cepa de virus de desafio (CVS) pode nédo ser suficiente para
neutraliza-lo por inteiro (MARISSEM et al., 2005; POLONIS et al., 2008).

Os testes sorologicos sdo muito importantes também em animais que estejam saindo ou
chegando a um novo pais. Ele nos da uma ideia se devemos ou ndo manter os animais em
quarentena ou quanto ela deve durar. Esses pequenos desvios nos testes podem ter um impacto
econdmico consideravel para paises onde a raiva ndo ocorre ou foi erradicada (BRIGGS et al.,
1998; ONDREJKOVA et al., 2002). Além disso, deve ser levado em consideraco que os niveis
de protecdo podem diferir entre espécies e pelo teste usado para titulacdo desses anticorpos
neutralizantes, por esse motivo € indicada a utilizacdo de mais de um teste (MOORE et al.,
2017).

1.7 SAUDE UNICA

Alteracdes climaticas, poluicdo, degradacdo ou fragmentacdo de ecossistemas e
aumento da densidade humana invadindo ambientes selvagens podem alterar as relacGes entre
predadores, presas, competidores e recicladores e, consequentemente, a epidemiologia de
enfermidades infecciosas (BOSSART, 2011; WALTZEK et al., 2012). Animais silvestres sao
o principal reservatdrio de novas infec¢des que infectam seres humanos diretamente ou através
de espécies domésticas ou peri-domésticas (animais sinantrépicos), ameacando a salde das
pessoas ou de rebanhos. De maneira inversa, também a vida selvagem é ameacada pelas

doencas de outras espécies, incluindo os seres humanos (LLOYD-SMITH, 2017).

Por isso é de extrema importancia que a salde publica seja encarada de forma ampla, ja
que 60% das doencas humanas emergentes sdo de origem animal e podem ser prevenidas e
combatidas por meio da atuacdo integrada dos profissionais da area da saude. Além do consumo
de produtos de origem animal, o vinculo entre tutores e seus pets cresce a cada dia, ampliando
as possibilidades de disseminacéo de doencas transmissiveis entre animais e seres humanos.

Estudos tem enfatizado a importancia de espécies selvagens, tanto no surgimento de novas
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infeccdes e reemergencia de patdgenos ja conhecidos, quanto na manutencédo desses patégenos
(WALTZEK et al., 2012). O numero de doencas cuja proliferacdo se da por problemas

ambientais e animais sinantropicos é crescente.

Das 1.461 doencas reconhecidas em humanos, aproximadamente 60% sdo devidas a
patdgenos de “multi-hospedeiros™” caracterizados por seu movimento através das espécies
(TORREY & YOLKEN, 2005). Nossa crescente interdependéncia com 0s animais e seus
produtos pode ser o fator de risco mais critico para a satde e bem-estar humano em relacdo as
doencas infecciosas. Nas Ultimas trés décadas aproximadamente 75% das novas doencas
infecciosas humanas emergentes tiveram origem zoonoética (TAYLOR et al., 2001). Nesse
sentido, houve crescimento e preocupacado por parte de diversos paises e 6rgaos internacionais
de salde e conservacdo animais, quanto a necessidade de monitoramento de ocorréncia e da

distribuicdo de enfermidades infecciosas em populacGes de animais silvestres.

Em 2017, Olival et al. acumularam um banco de dados de mais de 2.800 associa¢fes de
animais/virus que abrangem todos os virus conhecidos de mamiferos e todas as principais
ordens de mamiferos terrestres. Usando modelos estatisticos para tentar avaliar todas as
hipdteses de uma vez, conseguiram demonstrar quantos virus sao transportados por hospedeiros
mamiferos. Morcegos, primatas e roedores carregam as maiores proporcGes de virus
zoondticos, mas apenas 0s morcegos carregam significativamente mais do que outras espécies.
Essa analise também solidificou a ideia intuitiva de que aqueles virus que sdo capazes de
infectar uma ampla gama de animais sdo mais propensos a infectar seres humanos. Essa
abordagem rendeu previsdes atraentes das espécies e regifes que mais provavelmente abrigam
Z00oNoses ausentes, como morcegos no norte da América do Sul e carnivoros na Africa Oriental.
Embora existam algumas ressalvas e vieses para algumas regides, essas descobertas podem

orientar futuros investimentos em pesquisas viroldgicas globais.

A saude humana esta intimamente relacionada a saude ambiental e animal. A
manutencdo da saude nas varias esferas requer essa abordagem interdisciplinar, conceito
conhecido como “Uma satide, Uma medicina” (One Health, One Medicine). Isso faz com que
0 contexto fique mais amplo visando o equilibrio que ha entre essas esferas, pois essa é uma
estratégia que visa justamente melhor compreender e abordar as questdes contemporaneas de
salde criadas pela convergéncia dos dominios humano, animal e ambiental (KING, 2008;
BOSSART, 2011).
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1.8 AVACINA CONTRA RAIVA

A vacina contra a raiva visa induzir a producao de anticorpos e células de memdria, evitando
que a doenca se instale (HAGIWARA & MEGID, 2004). O desenvolvimento de vacinas que
previnem a raiva tem uma longa e distinta historia, com a mais antiga compreensao cientifica

dos virus e os mecanismos de protecdo imune contra a doenca (HICKS et al., 2012).

Louis Pasteur desenvolveu a primeira vacina eficaz contra a raiva. O experimento comegou
pela inoculacdo da saliva de um menino doente em coelho, sem muito sucesso. No entanto, o
estudo cientifico da raiva so se iniciaria com a colaboracdo de outros pesquisadores como
Thuillier, Roux e Chamberland que apresentaram em 1881, o isolamento de um
microorganismo. Em 1884, Pasteur declarou que o VR se encontra disseminado nas glandulas
maxilares, parotidas e sublinguais e em todo o sistema nervoso (central e periférico)
(KOPROWISKI, 1996).

Também inoculou coelhos com material proveniente do cérebro de vacas infectadas com
raiva e usou suspensdes da medula destes coelhos para infectar outros coelhos. Depois de
sucessivas experiéncias iguais, os resultados foram coelhos imunizados contra a raiva. Em
1885, Pasteur experimentou esse método de atenuacdo do virus que lhe permitiu tentar o
tratamento preventivo da raiva. A vacina foi usada pela primeira vez para tratar um menino,
Joseph Meister, vitima de ferimentos graves na coxa quando atacado um cdo, em 6 de julho de
1885 (BARDENAVE, 2003). Essa primeira vacina foi derivada de medula espinhal de um
coelho inoculado que morreu de raiva 15 dias antes (DEBRE, 1994). Nos 10 dias que se
seguiram, o garoto recebeu 12 doses adicionais de virus atenuado e progressivamente mais
virulento, a fim de gerar rapidamente uma resposta imune, na tentativa de criar anticorpos antes
que a infeccéo se instalasse (MURPHY, 2013).

A abordagem de Pasteur mostrou-se altamente eficaz e a metodologia se espalhou
amplamente. Dois problemas foram associados & abordagem. A primeira foi a consisténcia da
inativagdo, que em alguns casos levou os pacientes que receberam a vacina a desenvolver a
raiva vacinal e, em segundo lugar, a capacidade de produzir uma vacina suficiente em coelhos
para atender a demanda de tratamento, isto €, era necessario o desenvolvimento de melhores
métodos para produzir uma maior quantidade desta vacina (FLINT, et al. 2004; HICKS et al.,
2012).
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Esses problemas foram resolvidos pela inativacdo do virus extraido do cérebro de ovelhas
ou cabras infectadas, com agentes quimicos como o fenol (SEMPLE, 1911). Essas vacinas
foram bem-sucedidas, mas, assim como a vacina original de Pasteur, continham altos niveis de
mielina que causavam sensibilizagdo em alguns pacientes e, em casos extremos, encefalite fatal
(HICKS etal., 2012). Para isso, buscaram-se alternativas como a inativacao de virus produzidos
em embrides de galinha infectados (KOPROWSKI & COX, 1948) ou produzidos em cérebro
de camundongos neonatos infectados que apresentam um nivel menor de mielina quando
comparado ao cérebro do animal adulto (FUENZALIDA et al., 1964). No entanto, mesmo essas
abordagens ndo foram totalmente livres de reacdes auto-imunes, e a Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) ndo recomenda o uso de vacinas contendo tecido nervoso, embora elas ainda
sejam usadas em varios paises (HICKS et al., 2012). Nos poucos lugares em que as vacinas do
tecido nervoso permanecem em uso, elas contribuem para a falha vacinal e causam efeitos
colaterais graves que podem durar de 4 a 7 meses. Até hoje ha a producéo de vacinas de tecido
nervoso tanto para uso humano (Argentina e Bolivia) quanto para uso animal (na Bolivia, El
Salvador e Honduras) (WHO, 2018).

Na vacinagdo contra raiva, houveram basicamente trés geracOes de vacinas: a primeira
geracdo é a que utiliza cérebros de coelhos, ovelhas, vacas, cavalos e outros animais como
substrato para o cultivo de virus. A segunda geracdo usa culturas de células para a producéo de
vacina contra a raiva. Em 1960, Fenje anunciou a primeira vacina a ser produzida no tecido
renal do hamster, em células BHK (FENJE, 1960).

A segunda geracdo de producdo de vacinas contra a raiva surgiu do desenvolvimento de
cultura celular para propagacédo de virus. A primeira vacina de cultura de tecidos foi derivada
do virus cultivado em células de rim de hamster (células BHK- Baby Hamster Kidney)
(KISSLING, 1958). Isto foi seguido pela multiplicacdo de virus da raiva fixo numa linhagem
celular dipléide humana (WIKTOR et al., 1964). A linhagem celular derivada de pulméo WI-
38 foi usada inicialmente, mas foi posteriormente substituida para a linhagem celular MRC-5,
que resultou no desenvolvimento e licenciamento de uma vacina produzida em células diploides
humanas (HDCV - human diploid cell vaccine) em meados da década de 1970. Uma alternativa
ao HDCV foi o uso de células embrionarias de galinha purificadas (PCEC - Purified chick
embryo cell) (KONDO, 1965).

J&4 a terceira geracdo de vacinas engloba a biotecnologia na producdo de vacinas

recombinantes derivadas da RVGP, amplamente utilizada no controle da doenga em animais
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silvestres. A RVGP tem sido expressa em células de Drosophila melanogaster Schneider 2
(células S2), um sistema amplamente estudado pelo grupo de imunologia viral do Instituto
Butantan. O sistema foi considerado adequado para a expressdo da RVGP imunogénica
(ASTRAY et al., 2008; LEMOS et al., 2009) e se mostrou capaz de proteger animais contra a
infeccdo experimental com o VR, sendo que a imunizacdo foi efetuada com a proteina ndo
purificada (YOKOMIZO et al., 2007).

As vacinas contra raiva, tanto de uso humano como uso em animais, sdo todas de virus
inativado. A vacina utilizada nos programas de satde publica no Brasil é a vacina produzida
em cultura de células Vero (Purified Vero Cell Vaccine) e, em casos de reacdo de
hipersensibilidade, utiliza-se a vacina produzida em cultura de células diploides humanas
(human Diploid Cell Vaccine — HDCV). Ambas sdo bem toleradas e apresentam resposta
semelhantes (COSTA et al., 2000).

Cada lote de vacina contra raiva liberada para uso deve possuir uma poténcia adequada. O
teste de poténcia recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude para a vacina de raiva € 0
National Institutes of Health (NIH), baseado na vacinacdo de grupos de camundongos com
multiplas diluicbes da vacina, com posterior desafio viral com a amostra padrdo CVS
(WILBUR; AUBERT, 1999). Apesar dos inumeros ajustes ao longo de anos de existéncia, o
teste NIH permanece sendo alvo de muitas criticas, por apresentar desvantagens intrinsecas a
sua metodologia, como a via de administracdo da dose do virus desafio em camundongos, que
ndo mimetiza a infeccdo natural pelo VR, a amostra do virus da raiva padrdo CVS apresenta
patogenia e neurotropismo diferentes da maioria das amostras isoladas a campo, a via intra-
peritoneal para a vacinagdo, com intervalo de sete dias, pode levar a uma resposta imune
diferente daquela induzida pela vacinacdo intramuscular realizada e ainda baixa
reprodutibilidade do método (BARTH et al., 1988; WUNDERLLI et al., 2006).

No Brasil, até 2002 era utilizada a vacina tipo Fuenzalida & Palacios modificada. Segundo
0 Ministério da Salde, a partir de janeiro de 2003 passou-se a utilizar somente vacinas em
culturas de células em todo o pais. Como esse imunobioldgico ndo é produzido no Brasil, o
mesmo vem sendo adquirido de laboratorios estrangeiros e embalado no Instituto Butantan,

para entdo ser distribuido pelo ministério da Saude a todos os Estados.
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1.8.1 Vacinas contra a raiva para humanos

Ao contrario de todas as outras vacinas, a vacina da raiva pode ser administrada tanto antes
quanto ap06s a exposicdo ao virus. A vacinagdo pré-exposicdo é apropriada para viajantes a

regides endémicas de raiva, veterinarios e pesquisadores que trabalham com o virus.

A vacinacdo pds-exposicdo é possivel porque o evento de exposi¢do, geralmente uma
mordida, é facilmente identificavel e o periodo de incubacgdo da doencga tem duracgdo suficiente
para que a vacinacdo possa construir uma resposta imune protetora mais rapida. Isto se da
principalmente por meio da producado de anticorpos neutralizantes. A vacinacdo pds-exposicao
pode ser acompanhada pela injecéo de imunoglobulina contra raiva de origem humana (HRIG)
ou equina (ERIG), e é referida coletivamente como profilaxia p6s-exposi¢do (PEP - post-
exposure prophylaxis). A profilaxia pode ser feita ou ndo, a ser decidido pelo nivel de exposicédo
da pessoa (HICKS et al., 2012).

O esquema PEP varia de acordo com a gravidade do ferimento e do animal que fez a
agressao. Em casos graves, o esquema profilatico com soro e 4 (quatro) doses de vacina nos
dias 0, 3, 7 e 14, pela via intramuscular. O esquema utilizado varia de acordo com o protocolo
médico e com analise de cada situacdo. Em geral, 0 esquema de vacinacao pré-exposicdo tem
esquema de 3 (trés) doses, aplicadas nos dias: 0, 7, 28 administrada pela via intradérmica. Apos
0 décimo quarto dia da ultima dose, deve ser feito o controle soroldgico, que deve atingir um
titulo de anticorpos referente a > 0,5 Ul/ml para ser considerado satisfatorio. Em caso de titulo
insatisfatorio, devera ser aplicada uma dose refor¢o e a sorologia avaliada novamente depois de
14 dias (Ministério da Saude, 2017).

1.8.2 Vacinas de raiva para animais domésticos

Em 1921 a vacina utilizada por Pasteur foi adaptada para o uso em cdes domésticos,
porém ainda com alto numero de reagdes adversas nos animais (BAER, 1991). Segundo
Friedberger, Hogyes e Protopopoff, estudos seguintes foram realizados para melhorar a
seguranga e eficécia da vacina contra a raiva em cdes. Em 1927, na 12 Conferéncia Internacional
de Raiva, ficou definido que o virus para a vacina canina deveria ser inativado para que nao
houvesse reversdo da patogenicidade (SCHOEING, 1930).
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As vacinas originadas de tecido nervoso, inativadas com fenol, foram usadas nas
décadas seguintes, sendo que frequentemente causavam reagdes neurologicas pos-vacinais,
inclusive levando & morte o animal vacinado, o que levou a estudos para o desenvolvimento de
melhores vacinas (BRIGGS et al. 2002). Assim, foram desenvolvidas as vacinas low-egg-
passage (LEP), que eram constituidas por virus de baixa passagem (136 passagens) em 0voS
embrionados de galinhas ou “chick-embryo-origin” (CEO), utilizando em passagens seriadas a
cepa Flury (VR humano) até a década de 1950 (KOPROWSKI & COX, 1948). As vacinas LEP
ocasionalmente causavam raiva em filhotes de cdes e gatos, o que levou ao desenvolvimento
das vacinas high-egg-passage (HEP) ou de muitas passagens (205 passagens) em 0voS
embrionados, sendo esta segura para uso em filhotes de cdes com 3 meses de idade, bovinos e
gatos (BRIGGS et al. 2002).

Varios tipos de vacinas podem ser distinguidos entre as vacinas veterinarias de segunda
geracdo, dependendo se séo vivas ou inativadas, de acordo com a cepa do VR utilizada e as
caracteristicas do substrato celular escolhido para a replicacdo viral. As vacinas foram com o
decorrer do tempo sendo aperfeicoadas, visando seguranca e eficacia (ANTUNES et al., 2012).
Muito progresso tem sido feito na producdo de vacinas para uso animal durante as ultimas duas
décadas, com o uso crescente de linhagens celulares continuas como substrato e a adogdo da
tecnologia de biorreacdo para a producdo de antigeno. Estas vacinas sdo produzidas para
administracdo a animais domésticos por via parenteral e também sdo usadas em animais de
producdo (HICKS et al., 2012).

As vacinas de virus vivo modificado (MLV) originadas de “Tissue Cells” (TC)
produzem poucas reagdes alérgicas se comparadas com as de embriGes de galinha, mas a
Organizacdo Mundial da Saude - World Health Organization (WHQO) ndo recomenda 0 uso
destas MLV em animais por via parenteral (WHO, 2004). Mesmo que as MLV tenham provado
o0 seu valor, o uso de vacinas inativadas esta substituindo progressivamente as MLV, muito pela
questdo da seguranca (BRIGGS et al. 2002; ANTUNES et al., 2012).

Vacinas de cultura celular, altamente imunogeénicas, inativadas para imunizacao de cées
por via parenteral, estdo agora amplamente disponiveis no mercado internacional a um custo
acessivel, mesmo em paises em desenvolvimento. Além disso, a tendéncia para a transferéncia
ou aquisicao de tecnologia moderna de cultura celular, para a producdo de vacinas parenterais
veterinérias, estd aumentando nos paises em desenvolvimento, particularmente na Asia. Por

serem inativadas, precisam de altas concentragdes virais, que sdo obtidas pelo crescimento do



33

virus em tecido cerebral de coelhos, células BHK, embrides de galinha ou células VERO
(isoladas de células epiteliais de rim de macaco verde da Africa). As vacinas produzidas em
tecido cerebral, embora inativadas, sdo responsaveis por encefalomielite em animais e embora
autorizadas a serem utilizadas em animais de companhia com minimo de 3 meses de idade
(RECULARD, 1996), ndo sdo recomendadas hoje em dia (ANTUNES et al., 2012).

O aumento do uso de vacinas inativadas para a imunizacdo animal pode ser esperado
como resultado de melhorias recentes nas técnicas de producéo de vacinas (HICKS et al., 2012).
O método mais apropriado para inativagdo do virus é o que se baseia no uso da B-propiolactona.
Apos a inativacdo e adicionado o adjuvante altamente purificado (geralmente hidroxido de
aluminio), o que permite maior estabilidade e seguranca (PRECAUSTA & SOULEBOT, 1991).

Para campanhas de vacinagdo canina em massa, 0 uso da vacina inativada é altamente
recomendavel. O manejo da vacina inativada a campo é mais facil do que o da vacina viva, uma
vez que € menos sensivel a mudancas na temperatura. Além disso, acidentes de auto-inoculacéo
ndo representam risco para o vacinador. A vacinagao parenteral com vacina derivada de tecido
de cultivo celular foi extensivamente utilizada desde 1970 em todos os continentes do mundo
(HICKS et al., 2012).

Mais recentemente, uma terceira geracdo de vacinas utilizando um vetor viral contra
raiva foi desenvolvida usando tecnologia recombinante, para a vacinacao de animais silvestres
e domésticos. Dependendo do sistema de expressao, estas vacinas sao usadas via parenteral ou
oral. A Purevax Rabies, que utiliza como vetor o virus canarypox recombinante é utilizada para
vacinacdo em felinos domésticos a partir e 12 semanas de idade com reforco um ano apés a
primo vacinacao e depois em intervalos de até 3 anos (AMANN et al., 2013). A vantagem dos
vetores virais reside em sua capacidade de entrar nas células alvo, se ligando aos receptores da
célula e estimulando a resposta imune inata. A desvantagem das vacinas com vetores virais é
gue sdo mais custosas, e via de regra, elas s6 podem ser usadas uma vez em um individuo, pois
0s anticorpos neutralizantes induzidos contra o vetor reduzirdo a eficacia das doses de reforco
(FITZGERALD et al., 2003; TATSIS et al., 2009).

1.8.3 Vacinas de raiva para animais silvestres

Para animais silvestres estdo disponiveis vacinas orais contra raiva (ORV). Esse tipo de

vacina comecou a ser utilizado na Suica, com 0 uso de iscas para raposas contendo virus
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atenuado derivado da cepa Street Alabama Duferin (SAD) (WANDELER et al., 1988). As
vacinas orais contra a raiva sao amplamente utilizadas em raposas na Europa e em guaxinins
nos EUA (HICKS et al., 2012). A imunizacgdo oral de animais selvagens foi primeiramente
considerada como uma abordagem potencial para o controle da raiva na década de 1970, ap6s
a manipulacdo genética do VR em condicGes de laboratorio produzir formas menos virulentas.
Avancos posteriores da biotecnologia produziram um vetor de Vaccinia recombinante

expressando o gene da glicoproteina do virus da raiva (ESPOSITO et al., 1987).

Na década de 90, a cepa ERA (Evelyn Rokitnicki Abelseth — virus vivo modificado
derivado da SAD) era utilizada, porém foi substituida por poder causar a raiva clinica em gatos
(ESH et al., 1982). Derivada de ERA, a SAD Bern foi adaptada em cultivo celular e utilizada
como vacina oral. Desta Gltima ainda derivaram outras como a SAD B 19 e SAD 5/88, que
ainda apresentava problemas por ser patogénica para alguns roedores. Ainda derivada da cepa
SAD Bern vieram as cepas SAG-1 e SAG-2 (SAD Avirulent Gif). A SAG 2, que é a cepa de
escolha, € uma cepa de virus vivo modificado selecionado da cepa SAD Bern apos selecao de
anticorpos monoclonais. Embora tenha sido de grande ajuda para controlar a raiva no ciclo
silvestre, ORV sdo sempre baseadas em replicacdo de virus competentes, ou seja, a replicacao
viral primaria é necessaria, 0 virus precisa ser processado e absorvido na cavidade oral para
desenvolver uma resposta imune, uma vez que no trato gastrointestinal provavelmente seria
destruido. Além disso, também podem ser limitadas devido a termoestabilidade dos virus RNA
(FEHLNER-GARDINER et al., 2008; MAKI et al., 2017) e eficacia variavel da imunizacao
oral em algumas espécies-alvo, principalmente reservatérios na América do Norte como o
gamba (Didelphis marsupialis) (RUPPRECHT et al., 1990; TOLSON et al., 1990; VOS et al.,
2017).

A natureza da resposta imune intestinal depende de como o antigeno é apresentado para as
células T CD4+ pelas células dendriticas (MOWAT, 2004). Ao contrario das vacinas
convencionais injetadas, aquelas administradas por via mucosa podem desencadear as respostas
imunes das mucosas como primeira linha de defesa no portal de entrada de patdgenos e
respostas imunes sistémicas que neutralizam os patdégenos que penetraram nessa barreira
(BOYAKA & FUJIHASHI, 2019).

Estudos recentes em animais e em humanos mostraram que o sistema imune de mucosa,
que é caracterizado por anticorpos IgA como o principal fator de defesa humoral, contém

tecidos linfoides especializados onde antigenos s@o absorvidos e induzem respostas de celulas
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B e T. A protecdo efetiva contra patdgenos virulentos na mucosa requer respostas imunolégicas
profilaticas que podem ser alcangadas por meio de vacinas nas mucosas. Este conhecimento
conduziu a abordagens praticas para a construcéo e entrega de vacinas em locais indutivos das
mucosas, a fim de induzir a protecéo do hospedeiro nas superficies das mucosas onde a infec¢do
realmente ocorre (MCGHEE et al., 1992; BOYAKA & FUJIHASHI, 2019).

A viaoral ja ¢ utilizada em paises desenvolvidos; como € o caso da RABORAL V-RG®
onde sua aplicacdo a campo contribuiu para o controle da raiva silvestre de trés paises europeus
(Bélgica, Franca e Luxemburgo) e da variante cdo/coiote dos Estados Unidos da América
(EUA). Um programa de barreira de vacinacdo oral contra raiva (ORV) de longo prazo nos
EUA estd impedindo a expansao geografica substancial da variante do VR de guaxinim. A
RABORAL V-RG também tem sido usada para controlar a raiva na vida selvagem em Israel
por mais de uma década (MAKI et al., 2017). A dificuldade de se estabelecer uma vacina oral
contra a raiva, que se adeque ndo s6 aos animais selvagens, estd na resposta a antigenos
administrados oralmente que geralmente ¢é baixa. A propensao do sistema imune intestinal de
gerar tolerancia a antigenos néo invasivos apresenta um desafio enorme ao desenvolvimento de
novas vacinas oralmente ativas, compreendendo antigenos purificados ou recombinantes.
Muitos estudos consideram o uso de substancias que possam funcionar como adjuvantes orais,
para melhorar (por diversos mecanismos) tanto a imunidade secretora quanto a sistémica
(MCGHEE et al., 1992; MOWAT, 2005).

1.8.4 Adjuvantes

A vacinacdo com antigenos purificados, subunidades ou vacinas virais sintéticas geralmente
resulta na inducdo modesta de anticorpo e resposta de células T e requer multiplas doses para
induzir respostas de anticorpos suficientes (RIESE et al., 2013). Para melhorar a resposta
imunoldgica recorre-se frequentemente a adigdo de adjuvantes a formulacdo vacinal. A adicdo
de um adjuvante a um antigeno vacinal leva a varias vantagens, incluindo a preservagao da dose
e a inducdo de uma resposta imune mais rapida, ampla e forte (PELLEGRINO et al., 2015;
REED et al., 2013). O uso de adjuvantes também pode reduzir a quantidade de antigeno
purificado necessario para uma imunizagao bem-sucedida, tornando a producao de vacinas mais

econOmica e viavel.
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A combinacdo de um imunoregulador sintético de baixo peso molecular com antigenos
pode modular os compartimentos do sistema imunoldgico. Até o momento, a questdo da
seguranga do adjuvante representa o maior obstaculo para o desenvolvimento de novas
formulacdes (EDELMAN, 1980).

O objetivo daqueles que trabalham no campo das vacinas contra raiva é desenvolver uma
vacina satisfatdria que seja capaz de fornecer uma resposta soroldgica mais rapida, mais forte
e duradoura. Ha evidéncias crescentes nos ultimos anos de que as vacinas virais e
recombinantes podem ser significativamente potencializadas pela adigdo de adjuvantes.
Portanto, os adjuvantes devem ser explorados para aumentar a poténcia das preparagdes para

uso veterinario.

1.8.4.1 Monofosforil Lipideo A (MPLA)

O monofosforil lipideo A de Bordetella pertussis (MPLA) foi produzido pelo Instituto
Butantan pela hidrolise acida de LPS que é o componente majoritario nas membranas de
superficie das bactérias Gram negativas. Uma das regides dessa molécula, € a porcao lipideo
A, ancorada na membrana externa, que foi estudada como molécula imunoestimulatéria
combinada com o Al (OH)s (hidroxido de aluminio) em uma vacina de influenza (QUINTILIO
et al., 2009).

O MPLA é 99 % menos toxico que o lipideo A, o que torna interessante seu uso como
adjuvante (ROMERO et al., 2011). Esta molécula também interage com proteinas adaptadoras
e com o receptor TLR4, sem provocar a expressao de citocinas pré-inflamatdrias, mas
mantendo ou aumentando fatores e atividades relacionadas com resposta imune o tipo celular
(COATS et al., 2011; ROMERO et al., 2011). Diferencas estruturais do lipideo A, como o
numero e posicao dos grupos fosfatos ou cadeias lipidicas, determinam diferentes propriedades
imunolégicas (COATS et al., 2011).

1.8.4.2 Silica Nanoestruturada (SBA-15)

A silica nanoestruturada foi produzida pelo Instituto Butantan. As particulas de SBA-

15 tém uma estrutura altamente organizada e, devido a suas propriedades fisico-quimicas,
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apresentam um grande potencial para aplicacdo em diferentes areas. Esses materiais sdo capazes
de interagir com atomos, ions e moléculas, ndo apenas na superficie, mas também dentro dos
nanoporos. Essa silica é sintetizada em meio acido e tem uma estrutura com boa estabilidade
térmica, hidrotérmica e mecénica. Seu potencial ja foi testado como adjuvante e ha vérios
estudos promissores com a vacina da hepatite, em curso no Laboratério de Imunoquimica do
Instituto Butantan, inclusive pela via oral (SCARAMUZZI et al., 2011).

1.8.4.3 Complexos Imunoestimulantes (ISCOMs)

Os complexos imunoestimulantes (ISCOMs) sdo a nova alternativa que mostra
estimulagdo moderada de Thl e Th2 para as vias de administragio mucosa e parenteral e,
portanto, sdo uma consideracdo importante na formulacdo de uma vacina animal. S&o estruturas
“cage-like” compostas por colesterol, fosfolipidios e saponinas (DUEWELL et al., 2011; SUN
et al., 2009) com um tamanho tipico de 40 nm (SJOLANDER et al., 1998). Os adjuvantes a
base de saponina atuam em parte estimulando a entrada de células apresentadoras de antigenos
no local da injecdo e melhorando a apresentacdo de antigenos nos linfonodos locais. Assim,
teoricamente induz uma resposta imune mediada por células e por anticorpo, o que é importante
no desenvolvimento de futuras vacinas. So caracterizadas por um agregado de micelas em
forma de anel formadas por saponinas e colesterol que s&o mantidas juntas por interagoes
hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio (KERSTEN et al., 1991).



38

2 JUSTIFICATIVA

A raiva € uma zoonose viral fatal negligenciada. Globalmente, a raiva transmitida por
cdes mata mais pessoas do que a febre amarela, dengue e encefalite japonesa, sendo que mais
de 7 milhGes de pessoas sdo expostas ao contato com o virus a cada ano (COLEMAN et al.,
2004; KNOBEL et al., 2005; WHO, 2018).

Somente a reducdo da populacdo de cdes ndo se mostra efetiva no controle da doenca
(WHO, 2004; CLEAVELAND et al., 2006). A eliminacdo da raiva em paises como Malasia,
Japdo e 0 sucesso no controle de raiva canina ao longo da Europa e América do Norte, foi
alcancado gracas a vacinacdo em massa de cdes, juntamente com a movimentagdo restrita
desses animais e a remocdao de cdes ndo vacinados (CLEAVELAND et al., 2006). A raiva ainda
€ um problema crescente em regides onde ha réapido crescimento populacional de cées e
vacinacdo ineficiente, em menos de 70% da populacdo canina, como ocorre na Africa
Subsaariana e Asia (CLEAVELAND, 1998; WHO, 2002).

Anticorpos sdo cruciais para a protecao contra a infeccdo do virus da raiva (HOOPER
etal., 1998) e titulos protetores sdo alcangados com a vacina. A maioria das vacinas no mercado
atualmente é inativada. As vacinas vivas atenuadas induzem longa e duradoura imunidade
mediada por células e por anticorpos, porém tem grandes desvantagens, com potencial de
reverter a viruléncia, ndo sendo uma opcdo segura para a imunizacdo de animais domésticos.
Jé as vacinas inativadas sao seguras por nao reverterem a patogenicidade, contudo nao induzem
uma imunidade duradoura (TIZARD, 2002).

Mesmo com o0 sucesso da vacina comercial utilizada hoje em dia contra raiva, ha
inimeras tentativas de se desenvolver alternativas aproveitando as vantagens da revolucao da
manipulacdo genética, visto que as vacinas recombinantes, que representam a terceira geracao,
evitam o uso de particulas que contém o material genético, estrutura responsavel pela replicacéo

viral, priorizando a segurancga do manipulador (HICKS et al., 2012).

As falhas em manter a cobertura vacinal juntamente com a falta de controle da doenca
no ciclo silvestre, levam ao ressurgimento de casos de raiva no pais. A necessidade de retorno
anual para doses de reforco em animais de companhia tem sido apontada como limitante para

muitas pessoas que possuem animais domesticos. Por outro lado, devido ao encontro mais
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frequente entre a fauna selvagem (morcegos e raposas) e a doméstica (cdes e bovinos) a

possibilidade de transmissdo do virus da raiva tende a aumentar (HILDEGUND, 2009).

Além disso, lotes de vacinas produzidos no Brasil ja apresentaram problemas, o que,
entre outras causas, faz com que a taxa de cobertura vacinal fique instavel em varias regides.
Um problema registrado com lotes da vacina em 2010 culminou na morte de dezenas de animais
em todo o Brasil, 0 que fez com que a aderéncia a vacinacao de cées e gatos sofresse uma queda,
que resultou em casos de raiva animal e humana (BRASIL, 2015). Nesses casos e em areas
onde a acessibilidade a vacinacdo parenteral ndo é suficiente, a vacinagao oral pode resultar em
aumento da cobertura vacinal, sem as dificuldades de logistica, demora e programas caros que
envolvem visitas casa-a-casa. A vacinagdo oral sozinha ou combinada com a vacinagdo via
parenteral pode prover uma metodologia eficaz e segura a fim de alcancar a meta de 70% de
cobertura em paises em que a cobertura vacinal sofre oscilagdes. Embora esteja claro que a
raiva em cdes pode facilmente ser controlada por campanhas de vacinagdo em massa, se a
cobertura vacinal ndo for mantida, a doenca pode se reestabelecer rapidamente
(CLEAVELAND et al., 2006).

H& uma grande preocupacdo em manter a cobertura vacinal de raiva no Brasil por dois
motivos: 0 nimero de ocorréncias de animais mortos por conta da vacina, e animais que foram
previamente imunizados com a vacina existente no mercado veterinario, e ndo apresentaram
titulos de anticorpos adequados contra a raiva. Diversos estudos mostram que uma parcela
significativa de cdes previamente vacinados por pelo menos dois anos, ndo atingiram titulos de
anticorpos anti-RABYV compativeis com prote¢ao, ou seja, >0.5 Ul/mL como recomendado pela
OIE. S&o dados preocupantes considerando o estado de vacinagdo dos animais e que indicam
falha na estratégia de vacinacdo e/ou na qualidade da vacina (FERNANDES et al., 2017).
RAMANNA et al. (2007) verificaram que apenas 56% dos caes que receberam uma Unica dose
de vacina desenvolveram niveis adequados de anticorpos. PAEZ et al. (2011) observaram que
48% dos animais que ndo receberam uma vacinagdo de reforco anual ndo desenvolveram
resposta soroldégica adequada a RABV. Num estudo com 432 amostras de caes jovens e adultos
que receberam uma dose Unica da vacina, 21,76% ndo apresentaram niveis adequados de
anticorpos, sendo 67,02% filhotes (SILVA et al., 2014).

Segundo o Sistema de Informacéo do Programa Nacional de Imunizagéo, o Brasil desde
1999 vem mantendo a cobertura vacinal acima de 70%, porém em 2010 houve uma queda, e

ficou em torno de 44% por conta da interrup¢do da campanha de vacinagdo devido a morte de
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muitos animais apos receberem a dose da vacina. Com esse problema, as pessoas deixaram de
aderir as campanhas de vacinacdo. Em 2014 a cobertura foi de apenas 55,85%. Como ¢é sabido,

se a cobertura vacinal ndo for mantida, a doenga pode se reestabelecer extremamente rapido.

Essa realidade faz com que seja interessante, tanto do ponto de vista de saude publica
quanto econdmico, o desenvolvimento de vacinas contra a raiva que sejam imunogénicas,
eficazes e mais seguras, especialmente para 0 uso veterinario, para que a taxa de cobertura
vacinal se mantenha sempre alta. A principal caracteristica dessa preparacdo deve ser a
capacidade de promover altos titulos de anticorpos neutralizantes, capazes de neutralizar o virus
no meio extracelular antes da sua ligacdo com os receptores das células musculares, limitando
sua propagacdo no local da infeccdo e sua progressdo para o sistema nervoso central
(LUBROTH et al. 2007).

As vacinas constituidas de antigenos purificados, subunidades ou vacinas virais
sintéticas sdo mais seguras, porém geralmente resultam na indu¢do moderada de anticorpo e
resposta de células T e requerem multiplas doses vacinais para induzir respostas de anticorpos
suficientes (RIESE et al., 2013). Nesse ponto, a adicdo de um adjuvante traz vantagens,
incluindo a preservacdo da dose e a indugdo de uma resposta imunol6gica mais rapida, ampla
e forte (REED et al., 2013). Ha evidéncias crescentes nos Gltimos anos de que as vacinas virais
e recombinantes podem ser significativamente potencializadas pela adicdo de adjuvantes.
Vacinas recombinantes contra influenza, para-influenza, poliomielite e hepatite, com a adigéo
de adjuvantes induzem uma resposta sorolégica maior do que aquela induzida por vacinas
preparadas sem adjuvantes. Koraka et al. (2014) investigaram a imunogenicidade e eficacia de
vacinacdo com a configuracdo trimérica nativa da proteina G do virus da raiva (tG). Com uma
pequena dose da proteina trimérica em combinacdo com adjuvante (ISCOM), conseguiu-se
obter a inducdo de niveis elevados de anticorpos neutralizantes com boa avidez, que protegeram

todos os camundongos contra o desafio intracerebral com o VR.

Para a obtencdo de uma nova preparacdo vacinal veterindria recombinante contra o VR,
foram padronizados antigenos para imunizacdo, utilizando dois sistemas de expressao

recombinante da glicoproteina do virus (RVGP).

Para a avaliagdo dos antigenos, foram realizados testes de imunizacbes em
camundongos combinando vias e adjuvantes frente ao desafio por inoculagéo intracerebral com

CVS (Challenge Virus Standard), e analise de titulos de anticorpos pelos testes de RFFIT
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(Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test), FAVN (Fluorescent Antibody Virus Neutralization)
e Platelia Rabies Kit®.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacdo da glicoproteina recombinante do virus da raiva a fim de propor

uma nova abordagem vacinal em animais de companhia.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtencado e caracterizacao dos antigenos recombinantes expressos em células S2, pela analise

de epitopos;

- Imunizacdo de animais e analise da resposta imunoldgica, variando vias de administracéo,

namero de doses e quantidade de antigeno;

- Teste de adjuvantes em associacdo com os antigenos recombinantes (Hidréxido de Aluminio,
MPLA, ISCOM e Silica nanoestruturada);

- Verificagédo do efeito de refor¢o vacinal utilizando esquemas de dose-reforco com preparacoes

idénticas ou com diferentes composicdes (vacina + proteina; proteina + proteina, etc...).

- Andlise da resposta imunoldgica da preparagdo mais promissora, incluindo anticorpos

neutralizantes e subclasses, teste de protecdo ao desafio e analise de resposta imune celular.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 OBTENCAO DOS ANTIGENOS

4.1.1 RVGP recombinante de células de Drosophila melanogaster Schneider 2 (células S2)

Para a obtencdo das linhagens de células recombinantes, foram utilizadas células de
inseto provenientes do organismo Drosophila melanogaster, cuja linhagem S2 foi estabelecida
por Schneider (Schneider, 1972).

Células S2 de Drosophila melanogaster foram anteriormente obtidas por transfeccéo de
plasmideo contendo gene de selecdo e cDNA da RVGP sob controle do promotor da
metalotioneina de Drosophila (LEMOS et al., 2009). Posteriormente as células originalmente
obtidas passaram por um processo de enriquecimento das células recombinantes com maior
expressdo da RVGP, resultando no estabelecimento das células S2ZMtRVGP-H-M3 (SANTOS
et al., 2016) que foram utilizadas neste trabalho. As células recombinantes foram mantidas em
meio de cultura SF900II (Invitrogen®) livre de soro fetal bovino, a temperatura de 28°C (+
2°C), sendo subcultivadas em intervalos de 5 a 6 dias. As culturas estaticas foram realizadas em
frascos T 25 cm?, com volume de trabalho de 5 mL. As culturas sob agitacio foram realizadas
em frascos Schott de 100 ml com volume de trabalho de 20 mL e agitag&o orbital a 100 rpm em
incubadora (New Brunswick®).

Frascos Schott foram inoculados com 1x10° células/mL, em um volume de 20 ml. Os
frascos foram mantidos em shaker a temperatura de 28°C durante 48 h para a adaptacdo das
células ao cultivo sob agitacdo. Apds 24h, as células foram induzidas com CuSO4 700uM, para
a inducdo da expressdo da RVGP nas células de inseto e coletadas ap6s 48h. O meio foi retirado,
as células foram ressuspendidas em tampdo de congelamento (tris 25 mM, NaCl 25 mM, MgCl
5 mM, 20% glicerol) e mantidas a — 80°C.

As preparacOes de membrana foram obtidas ap6s ressuspender as células em PBS com
inibidores de proteases (Sigma fast), homogeneizacdo em triturador de células a velocidade
méaxima por 5 minutos, ultracentrifugacdo a 50.000 g por 30 minutos, e suspensdo do pellet

contendo a preparacdo de membrana em PBS estéril.
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4.1.2 Purificacdo da RVGP recombinante a partir de células S2

Foi utilizada a coluna HiTrap NHS-activated HP de 1mL (GE) contendo anticorpo C75
- monoclonal clone RV1C5 contra a glicoproteina do virus da raiva (LS-C75309-1000 da
LSBio, Seattle, WA, USA™) imobilizado na matriz. A coluna foi preparada de acordo com as
instrucdes do fabricante. A amostra foi preparada conforme o item anterior, utilizando 1,2x108
celulas expressando a RVGP recombinante, porém a solubilizag&o foi realizada com 40 mL de
tampéo de solubilizagdo (25mM Tris, 25mM NaCl, 5mM MgCl,, 0.2% NP40, pH 7.4) por 1
hora a 4°C, com agitacdo a cada 15 minutos. A amostra foi centrifugada a 15.000 g, por 10

minutos, e o sobrenadante foi utilizado para a purificacdo (PILATTI, 2019).

4.1.3 Dosagem de RVGP por ELISA

Foi utilizado o kit “Rabies Glycoprotein Enzyme Immunoassay” (Instituto Pasteur,
Paris) para a dosagem de RVGP trimérica em amostras de células S2, conforme descrito por
Astray e colaboradores (2008). Nesse método sdo utilizados anticorpos que reconhecem
especificamente a glicoproteina trimérica (ASTRAY et al., 2008). O anticorpo utilizado nesta
analise é um anticorpo monoclonal (IgG-D1 — Instituto Pasteur, Paris, Franca), especifico para
o sitio 1l da RVGP, um sitio antigénico que depende da correta conformacédo da proteina. Este
anticorpo é utilizado como anticorpo primario e secundario, de maneira que apenas a
glicoproteina na forma trimérica seja detectada, uma vez que o sitio de ligacdo € o mesmo
(MORGEAUX et al., 2017).

Para a realizacdo do teste, a placa é previamente sensibilizada com anticorpo 1gG-D1 na
proporcdo 1:2.000 em tampéo carbonato pH 9,6 e incubada a 4 °C por 16 h. A placa foi entdo
bloqueada com tampé&o de bloqueio, por 30 min a 37 °C. Em seguida foi lavada cinco vezes
com tampéo de lavagem. Apos a lavagem, a placa foi incubada com 200 pL das amostras e da
curva padrédo (1 h a 37°C), preparada a partir do Lyssavirus da raiva cepa Pasteur (presente no
kit na forma inativada, purificada e liofilizada, contendo 10 pg do antigeno referéncia por

ampola), nas concentracdes 7,8 ng/mL, 14,6 ng/mL, 31,2 ng/mL,62,5 ng/mL, 125 ng/mL, 250



45

ng/mL e 500 ng/mL. Em seguida, a placa foi lavada 5 vezes com tampéo de lavagem e o
anticorpo monoclonal anti-RVGP conjugado com peroxidase foi adicionado, e a reacdo foi
incubada por 1 h a 37 °C. Em seguida a placa foi lavada 6 vezes com tampdo de lavagem e foi
adicionado tampao citrato (pH 5,6) contendo substrato peroxido de hidrogénio e composto
cromégeno orthophenilenediamine (OPD). A reacdo foi entdo incubada no escuro (30 min a
22°C), desenvolvendo coloracdo alaranjada ap6s a adi¢do da solugdo de parada (H2SO4, 1 N).
A absorbancia foi lida no comprimento de onda de 492 nm em leitor de microplacas (Multiskan
MJ-Labsystems). Os célculos para a obtencdo da concentracdo de RVGP presente em cada
amostra foram realizados através da comparacdo da absorbancia das amostras com a curva

padréo.

4.1.4 Dot blotting

Amostras da lise de membrana de células contendo RVGP foram utilizadas para a
analise do estado conformacional da RVGP produzida em células de inseto (Tabela 1).

A membrana de nitrocelulose (GE HealthCare Life Science) foi disposta num aparelho
de dot blotting (Bio-Dot™ Apparatus, BioRad) de 96 pogos. Foram utilizados 20 pL de cada
amostra. Como controle positivo foi utilizada a vacina comercial sem adjuvante produzida para
uso comercial em esquema pré-exposicdo (Rijsk Institute — Bilthoven). A membrana foi
hidratada com tampédo TBS (Tris buffered saline) que foi posteriormente removido por vacuo
antes da aplicacdo da amostra. Apos a aplicacdo da amostra, a membrana foi secada por succ¢éo
com auxilio da bomba de vacuo, retirada do aparelho e bloqueada com solugdo TBS contendo
5% de leite desnatado por uma hora a 200 rpm a temperatura ambiente. Em seguida o tampao
de bloqueio foi removido e a membrana foi incubada com o anticorpo primério (Tabela 1) por
uma hora a temperatura ambiente. A solucdo foi retirada e a membrana foi lavada trés vezes
com TBS contendo 0,1% tween por 5 min. O anticorpo secundario conjugado com peroxidase
foi adicionado (1:3000 em TBS com 5 % de leite desnatado) e a membrana incubada novamente
sob agitacdo. Em seguida, as membranas foram lavadas novamente duas vezes com TBS por 5
min e a revelacdo foi realizada com TMB (para membranas — Sigma-Aldrich®) seguindo

instrugdes do fabricante.
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As amostras do cultivo de células foram preparadas de duas maneiras: (1) lise mecéanica
das células por homogeneizador em velocidade maxima por 5 minutos, seguida de
ultracentrifugacdo por 30 minutos a 120.000 g, suspensdo em PBS; (2) lise com tampao T4
contendo detergente (25 mM Tris, 25 mM NaCl, 5 mM MgCI2, 0,05 % NP40 (v/v), pH 7,4).

Tabela 1 — Anticorpos utilizados na caracterizacdo da conformagdo da RVGP recombinante

Anticorpo Concentragdo Diluicéo FO::;ZI:;EE\;SP Referéncia

C2-22-C5 6 mg/mL 1:3125. Epitopo Linear BUNSCHOTEN et al., 1989

C1-11-D6 1,3 mg/mL 1:658. Epitopo Conformacional LAFON et al., 1983
C52418 5mg/mL 1:2500. EstadoTrimérico KORAKA et al., 2014

Nota: Anticorpos cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Byron E. E. Martina, CEO Artemis One Health Research
Foundation — Delft, Holanda.

4.1.5 Obtencéo das particulas de Semliki Forest Virus (SFV-RVGP)

As particulas de SFV recombinantes, carregando a informacéo genética da RVGP (SFV-
RVGP), foram obtidas a partir da clonagem do cDNA da RVGP extraido do plasmideo
RVGP/PV (Institut Pasteur, Paris), no plasmideo de pSFV-2genC (HASSAINE et al. 2006), na
Escola Superior de Biotecnologia da Universidade de Strasbourg (BENMAAR et al., 2009). A
tecnologia baseia-se na divisdo do cDNA correspondente ao genoma do SFV em dois
plasmideos: um auxiliar contendo somente os genes que codificam as proteinas estruturais do
virus (helper) e outro contendo os genes das proteinas ndo estruturais. Neste segundo
plasmideo, sob a regulacdo de um promotor forte subgenémico, foi clonado o gene da RVGP,

substituindo as proteinas estruturais originais do virus.

As amostras SFV-RVGP foram obtidas pela eletroporacdo de RNA de SFV-RVGP e de
SFV-helper em celulas BHK-21, seguida de incubacdo por 24 horas e coleta das particulas
virais no sobrenadante. As particulas virais foram aliquotadas e mantidas a — 80 °C até o
momento de sua utilizacdo. Uma aliquota de cada producdo foi utilizada para a quantificacdo
das particulas virais por RT-gPCR, utilizando um par de primers que amplifica uma regido de
145 pares de bases da regido da proteina ndo estrutural 1 (NS-1) utilizando metodologia
anteriormente descrita (PUGLIA et al., 2013). Imediatamente antes da imunizacéo, as particulas
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foram ativadas com a-quimiotripsina (0.5 mg/mL) por 25 minutos & temperatura ambiente,
seguido da inativacdo da protease com aprotinina (1 mg/mL) por 5 minutos. A quantidade de
SFV-RVGP utilizada foi baseada em estudos prévios in vitro, em que foi determinada a
quantidade de virus suficiente para produzir 1,0 pug de RVGP apds a infecgdao de células de
mamifero (BHK-21) em 24 h (PUGLIA et al., 2013). Portanto, as doses de particulas de SFV
foram de 8,7x10° (dose 1) ou 17,4x10° (dose 2) a cada 50 pL.

4.2 FORMULACOES

Diversas formulagdes foram testadas ao longo do trabalho. Na maior parte das
imunizag6es foram utilizados adjuvantes para auxiliar a resposta ao antigeno. O Monofosforil
Lipideo A de Bordetella pertussis (MPLA, Instituto Butantan) foi utilizado em combinacédo ou
ndo com hidroxido de aluminio, nas quantidades de 0,25mg/dose para hidroxido de aluminio e
5 ng/dose de MPLA. No caso da utilizacdo sem hidréxido de aluminio, o MPLA foi
administrado na mesma quantidade. Quando administrada com o adjuvante MPLA foi utilizada

a quantidade de 1 pg de RVGP por dose.

A silica nanoestruturada (SBA-15, Instituto Butantan) foi utilizada em uma
concentracdo final de 20 mg/mL. A formulacao foi realizada em uma proporc¢édo de 40 pg de
proteina total (contendo 1 pg de RVGP medida por ELISA) para 400 pg de SBA-15. A dose de
RVGP foi estabelecida em 1 pg/dose. A adsorcdo de preparacdo de membrana a silica foi

realizada em homogeneizador de tubos durante 24 horas na geladeira.

O complexo imunoestimulante (ISCOM) foi preparado no laboratdrio pelo método de
injecdo por etanol como descrito por Landemans et al. (2005), formulado com colesterol,
fosfatildicolina e Quil-A® - InvivoGen (derivado da planta Quillaja saponaria Molina). Para
produzir ISCOMs de maneira rapida, simples e eficiente, colesterol e fosfatidilcolina foram
dissolvidos em etanol e a solucdo resultante foi rapidamente injetada em uma solugéo aquosa
de Quil-A® (InvivoGen) sob agitacdo. A agitacdo foi mantida por 48h & temperatura ambiente.

O adjuvante ISCOM foi utilizado na quantidade de 10ug/dose.

O ISCOM comercial Matrix-M ™ ¢ um adjuvante a base de saponina (Novavax), que

fornece um efeito adjuvante potente e € bem tolerado. Saponinas séo glicosideos esteroides que
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ocorrem em muitas espécies de plantas. Na Matrix-M, as fracdes de saponina purificadas sdo
misturadas com colesterol sintético e um fosfolipidio para formar particulas estaveis que podem
ser prontamente formuladas com uma variedade de antigenos de vacina. Matrix-M ™ j3 ¢

utilizado em vacinas veterinarias disponiveis comercialmente.

4.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas, de 8 semanas, e C57BL6/6J também
fémeas de 8 semanas procedentes do biotério CEMIB (Centro Multidisciplinar de Investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério — UNICAMP) ou do biotério central
da Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP — Botucatu. O projeto de pesquisa foi
realizado ap6s analise e aprovacdo pela Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP - Botucatu, com nimero de
protocolo 0147/2017.

Todos os ensaios envolvendo animais foram realizados no Infectério de Raiva da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP, Botucatu. A coleta de sangue foi
sempre realizada da mesma forma, fazendo uso de colirio anestésico e coleta pela via retro

orbital dos camundongos.

Todos os animais sobreviventes ao final das provas foram submetidos a eutanésia por
sedacdo anestésica para coleta de sangue (xilasina + cetamina) seguida de deslocamento

cervical.

4.4 METODOS SOROLOGICOS

Para as provas soroldgicas, as amostras de sangue coletadas foram centrifugadas por 10

minutos a 3000 rpm e os soros coletados foram mantidos a -20°C até a realizagdo das andlises.
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4.4.1 RIFFT (Rapid Fluorescent Foci Inhibition Test)

Os titulos de anticorpos neutralizantes foram determinados pela metodologia de RIFFT
(Rapid Fluorescent Foci Inhibition Test), teste de rapida inibicdo de focos fluorescentes
(SMITH; YAGER; BAER, 1996) modificado por De Moura et al. (2008). Essa técnica foi

realizada em cooperagdo com o Instituto Pasteur de Sao Paulo.

Como soro padrdo, foi utilizado o soro internacional (WHQO) contendo 30 Ul/mL,
diluido para uso a 0,5 Ul/mL. As amostras de soro teste e soro padrdo internacional foram
diluidas em seis dilui¢cbes quintuplas seriadas iniciando-se em 1:2,5 em microplacas de 96
orificios num volume final de 50uL usando meio minimo essencial de Eagle com sais de Earle
contendo 10% de soro fetal bovino (MEM-SFB). O volume de 50uL da suspensdo de virus
padrédo (Challenge Virus Standard — CVS- 132-11A), contendo 100 FFDsg foi acrescentado ao
soro diluido e as microplacas incubadas durante 90 minutos a 37 °C em atmosfera de 5% de
CO,. Em seguida, foram adicionados 100uL de suspensdo de células BHK-21 (2,5 x 10°
células/mL) e incubadas novamente por mais 20 horas, a 37°C em atmosfera de 5% de COz. As
células das placas foram fixadas com acetona 80% a 4°C por 15 minutos em banho de gelo. Em
seguida incubadas por uma hora a 37°C com anticorpos CAR-IP (Instituto Pasteur de Sdo Paulo,
CAPORALE, 2009) contra o virus da raiva conjugados com isotiocianato de fluoresceina
(FITC), diluidos em tampédo Fosfato de Sédio 0,01M pH 7,3 (PBS) contendo 0,001% de azul
de Evans. A leitura foi realizada em microscépio invertido de fluorescéncia em aumento de 200
vezes e em cada orificio da placa foram examinados 18 campos para verificar a presenca de
focos fluorescentes. O célculo dos titulos foi feito utilizando o método de analise Spearman-
Kérber (AUBERT, 1996) por comparagao ao soro padrao.

4.4.2 FAVN (Fluorescent Antibody Virus Neutralization)

No teste FAVN da raiva, foram feitas seis diluicbes em série do soro de teste que séo
incubadas com 100 TCIDso da cepa CVS do virus da raiva em quadruplicatas, de acordo com a

técnica oficial descrita pelo 6rgdo competente, OIE.
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Apos a incubacdo inicial do virus com o soro, células BHK-21 foram adicionadas e a
placa de teste incubada por 48 horas a 37°C. Como a cepa de virus usada no teste causa pouco

ou nenhum efeito citopatico, o teste é lido por imunofluorescéncia.

A leitura € calculada para cada diluicdo do soro de teste e 0s soros de controle
pelo método Spearman Karber. Por convencao internacional, esse titulo é convertido
para um valor em Ul / mL em compara¢do com um soro padrao de titulo conhecido (OIE,
2008).

Este teste foi realizado pela instituicdo Artemis Research Foundation, Delft - Holanda.

4.4.3 Titulagéo de anticorpos anti-RVGP por ELISA - Platelia®

A deteccdo e titulagdo dos anticorpos IgG anti-glicoproteina do virus da raiva foram
realizados com o Kit de ELISA Platelia Rabies Kit® (Bio-Rad, Hercules, California EUA), de
acordo com as instrucGes do fabricante. Esse método possui a glicoproteina viral (extraida de
membrana do virus inativado) aderida a placa, que é reconhecida por anticorpos presentes nos
soros imunes. A imunodeteccdo se da pela reacdo da proteina A de S. aureus conjugada com
peroxidase. Os controles positivos calibrados contra padrfes da Organizacdo Mundial da Sadude
(OMS), permitem uma determinacdo qualitativa ou quantitativa do titulo de anticorpos anti-
virus da raiva em soros ou plasma de animais. Os resultados foram expressos em EU/mL
(unidades equivalentes) que correlacionam com unidades internacionais (Ul/mL). Por definic&o

do fabricante, uma Ul do soro de referéncia incluido no teste, corresponde a uma EU.

Os reagentes padrdes para validacdo do teste inclusos no kit sdo diluidos e 0s soros testes
também em uma diluicéo de 1/100. Essa diluicdo é entdo distribuida na placa, com 100 pL por
poco. A placa é coberta com adesivo plastico e incubada a 37°C por 1 hora. Apds essa incubagdo
a placa é lavada 3 vezes e é adicionado o conjugado (100 pL/poco) e ap6s a vedagdo com o
adesivo plastico é incubada por mais 1 hora a 37°C. A solugdo enzimética reveladora é
praparada e mantida no escuro, e ao final de mais um ciclo de lavagem (5 vezes), é adicionado
rapidamente 100 pL da solugéo para nova incubacao, protegida de luz, durante 30 minutos sem
0 adesivo plastico. A solucéo de parada € adicionada (100 pL/pogo) e a placa é lida a 450 - 620

nm, em um periodo de até 30 minutos.
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4.5 DESAFIO INTRACEREBRAL

Foi utilizada a amostra padrdo CVS-31, cedida pelo Instituto Pasteur, mantida por
passagens em camundongos e utilizada na rotina da prova bioldgica do Laboratorio de
Diagnostico de Diagndstico de Zoonoses do Departamento de Higiene Veterindria e Salude
Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista,
campus Botucatu em sua 11662 passagem. Todos 0s ensaios que envolviam o desafio
intracerebral foram realizados no Infectorio de Raiva da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia — UNESP, Botucatu.

O desafio intracerebral com dose letal 10° DLso /0,03mL que resulta em

aproximadamente 10° virus/0,03mL da cepa CVS-31.

A prova de inoculacao intracerebral em camundongos foi realizada segundo protocolo
descrito por Koprowski (1996), que consiste na inoculacao via intracerebral em camundongos
com suspensdo de material encefalico colhido de outro animal previamente infectado. Para o
preparo da suspensdo de inoculo, foi colhido o material total do SNC camundongos, macerado
em graal estéril, adicionando-se 1:5 (peso: volume) de solucdo diluente estéril preparada com
agua filtrada, obtida em aparelho de osmose reversa (Merck®, EUA), além de soro equino
(Laborclin®, Brasil) e antibiotico (Frademicina, 600mgml, Pfizer®, USA). A suspensao foi
centrifugada a 1000 x rpm por 10 minutos, e o sobrenadante separado e inoculado nos

camundongos por via intracerebral.

Nos ensaios mais longos, o desafio viral por inoculagéo intracerebral é arriscado pelo
fato de animais mais velhos possuirem o0 0sso do cranio mais rigido, dificultando sua perfuracédo
sem atingir o cérebro dos animais. Para ndo comprometer as analises estatisticas para a
comparacdo de grupos, o desafio intracerebral foi realizado apenas nos experimentos com

menores intervalos de doses (semanais).

Os camundongos foram alojados em caixas de polipropileno identificadas, mantidas em
estante ventilada (Alesco®, Brasil), com agua e racdo ad libitum. Foram utilizadas fichas de
avaliagdo individual para o registro de alteracbes clinicas, com observacdo diaria dos

camundongos por 30 dias. Ao apresentarem os sinais clinicos da doenca, os camundongos
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foram submetidos a eutanasia em camara de CO., procedendo-se a retirada do encéfalo e

submetendo-o ao teste de imunofluorescéncia direta, para a confirmagao diagnostica.

4.6 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Para a analise da resposta imune do tipo celular foi realizada a proliferacdo de células
de baco ap0s extracdo dos animais. Para isso, ap0s a etapa de imunizacao e coleta de sangue,
os camundongos foram anestesiados e os bagos foram removidos para serem tratados e 0S
esplendcitos cultivados. Neste experimento ndo houve o desafio intracerebral com o virus da

raiva.

Os bagos dos animais de um mesmo grupo foram macerados conjuntamente em placa
de Petri com meio RPMI 1640 (Merck®) e macerados no cell strainer (100um Nylon — BD
Falcon™). As células recuperadas e tratadas com ACK (NH4Cl, KHCO3, EDTA) para a lise
das hemécias. As células restantes foram contadas e plaqueadas em 3x10° células por pogo, em
uma placa de cultura em triplicatas, com excec¢édo do controle negativo que foi feito em duplicata
(RPMI). Para estimulos das células foram utilizados os seguintes reagentes:

- Vacina contra raiva: Vacina inativada, liofilizada, sem adjuvante, produzida na Holanda —

Artemis. Foi ressuspendida em meio RPMI sem soro (50uL por poco).

- Concanavalina A (Sigma - Aldrich®): 5 mg/mL. Liofilizada; ressuspendida em 1 mL de meio

RMPI sem soro, concentracao final de 15 pg/mL.

- Meio RPMI: meio RMPI 1640 (Merck®) foi suplementado para atender as necessidades do
cultivo de células de bago. Portanto foi adicionado 2-Mercaptoetanol 5x10° M (Sigma),
piruvato de soédio 1mM (Gibco), L-glutamina 2mM (Gibco), solu¢do de aminoacidos nédo
essenciais (1% vol/vol) (Gibco), 10% vol/vol de Soro Fetal Bovino e os antibioticos

Gentamicina (40ug/mL) e Peflacin (20pug/mL).

O restante de células foi congelado (60% meio RPMI suplementado + 20% Soro fetal
bovino + 20% DMSO).

Uma vez que as células foram contadas, plaqueadas e estimuladas, foi usado um kit de

medida da proliferacdo celular: BrdU Cell Proliferation Assay Kit #6813, gentilmente cedido
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pelo Dr. Byron Martina. O método consiste em dosar a incorporacdo da 5-bromo-2’-
desoxiuridina (BrdU), um anélogo da pirimidina, que € incorporado no lugar da timidina no
DNA recém-sintetizado das células em proliferacdo. A deteccdo da BrdU incorporada ao DNA

celular durante a proliferacao celular é realizada com um anticorpo anti-BrdU.

Dessa forma, as células foram colocadas em cultivo por 48 horas na presenca ou ndo do reagente
para estimulo e entdo foi adicionado o BrdU (concentracdo final 1X) e incubado overnight.
Ap0s a incubagdo com o BrdU, as células foram centrifugadas (300g por dez minutos) e foi
feita a remocdo do meio, fixagdo e desnaturagdo do DNA com a solucdo de
fixacdo/desnaturacdo. Em seguida, foi adicionado o anticorpo anti-BrdU e anticorpo
secundario, ligado a HRP. A reacdo foi concluida pela adicdo do substrato TMB e leitura da

placa a 450nm.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As anélises estatisticas e graficos de sobrevivéncia foram realizados com auxilio do
aplicativo GraphPad Prism 8.3.0. Para andlise da diferenca estatistica no tempo de
sobrevivéncia ao desafio viral, foi utilizado o teste de Log-rank (Mantel Cox) para trés amostras
ou para duas amostras pareadas para confirmar ou ndo a diferenca estatistica. Para a analise dos
titulos de anticorpos foi utilizado o teste de ANOVA moncaudal seguido do teste de Tukey para

as comparagdes maltiplas.

5 RESULTADOS
5.1 IMUNIZACAO COM SFV-RVGP

As preparacgdes de SFV-RVGP foram utilizadas para a imunizagao de camundongos por
diferentes vias e esquemas de administracdo para a padronizacao da preparacdo. A quantidade
de SFV-RVGP utilizada como base para a definicdo das doses utilizadas nos experimentos
(8,7x10° particulas) foi aquela necessaria para produzir 1jug de RVGP em 24 h ap6s a infeccio

de células BHK-21 em cultura.

5.1.1 Imunizagdo via intraperitoneal:
Camundongos Balb/c SPF fémeas de 8 semanas foram imunizados com trés doses, em

intervalos de 07 dias, pela via intraperitoneal, seguidos por desafio viral no 21° dia (Figura 2).
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A via intraperitoneal foi escolhida para a padronizacdo da dose por ser uma via classica de

avaliacdo de vacinas contra a raiva.

Figura 2 - Cronograma de imunizacdo via intraperitoneal
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Esquema de imunizacdo semanal pela via intraperitoneal. Depois de sete dias da Ultima dose (D21) foi feita a coleta de sangue
e 0 desafio intracerebral. Os animais foram observados 21 dias apds o desafio para verificagdo do aparecimento de
sintomatologia.

Foram testadas duas dosagens de SFV-RVGP: 8,7x10° particulas (dose 1); e 17,4x10°
particulas (dose 2). Um grupo foi imunizado nas duas primeiras doses com proteina RVGP (1
Hg) e recebeu o segundo reforco com SFV-RVGP (dose 1) Os animais foram observados
durante 21 dias apds o desafio viral, sendo eutanasiados ao apresentar sinais tipicos da infeccao
pelo virus. Os titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados por ELISA (Platelia Rabies
Kit®, Bio-rad) e os titulos de anticorpos neutralizantes do VR foram determinados por RFFIT
(Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test), no Instituto Pasteur SSP/SP (Tabela 2).

Tabela 2 — Resultados da imunizacdo com SFV — RVGP via intraperitoneal

GRUPO PREPARACAO REFIT (Ul/mL) Platelia® (EU/mL)
Gl |SFV-RVGP (dose 1) 123,01 2,1+0,76
G2 SFV-RVGP (dose 2) 86,6 2,47 +1,20
G3 RVGP de células S2 (2 doses) + reforgo com SVF-RVGP dose 1 187,7 1,64+1,27
G4 Vacina contra raiva 239 5,15+0,59
G5 Salina 2,1 0,02

Ndmero de animais por grupo = 5. As doses de particulas de SFV foram de 8,7x10° (dose 1) ou 17,4x108 (dose 2). Titulos de
anticorpos dos testes Platelia® e RFFIT coletados no D21 e porcentagem de sobreviventes apds 21 dias do desafio (%). Os
titulos de anticorpos sdo expressos em (EU/mL) e (UI/mL) pra as medidas por ELISA (Platelia®) e soroneutralizagdo (RFFIT).
Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo. Controle negativo: salina. Controle positivo: vacina
comercial veterinaria de raiva Defensor® — Pfizer. Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo.

Os resultados desse experimento apresentaram grande discordancia entre os valores

dosados pelos métodos de ELISA e RFFIT. De fato, o valor de 2,1 Ul/mL encontrado no soro
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dos animais imunizados com salina, sendo 0,5 UI/mL o limite inferior de prote¢do contra a
raiva, indica que o teste de RFFIT apresentou algum problema. Isso é confirmado pelo resultado
do desafio viral, em que nenhum animal desse grupo sobreviveu (Figura 3). Os resultados de
sorologia por ELISA (Platelia®) apresentaram uma coeréncia maior. De maneira geral, 0s
dados mostraram que os grupos 1, 2 e 3 foram eficazmente protegidos contra o desafio viral,
sobrevivendo aos 21 dias e estatisticamente diferentes do controle ndo vacinado (Figura 2). Os
titulos de anticorpos anti-RVGP encontrados foram superiores ao limite considerado protetor
pelo ensaio de ELISA (0,5 EU/mL), nos trés grupos em teste, sendo estatisticamente iguais
entre si, porém diferentes do titulo encontrado para o grupo imunizado com vacina, que foi
superior (Tabela 3).

Figura 3 — Curva sobrevivéncia frente ao desafio viral em animais imunizados pela via intraperitoneal com SFV -
RVGP
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Nota: curva de sobrevivéncia de Log-Rank (Mantel-Cox). Todas as prepara¢bes foram estatisticamente
(***P<0,001) capazes de aumentar o tempo de vida dos animais imunizados em relacdo ao controle.
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Tabela 3 — Andlise estatistica dos titulos de anticorpos com SFV via intraperitoneal

Teste de Tukey multiplas comparagdes Significativo? Valor ajustado de P
Vacina vs. SFV (dose 1) Sim 0,0002
Vacina vs. SFV (dose 2) Sim 0,001
Vacina vs. Salina Sim <0.0001
Vacina vs. RVGP + SFV Sim <0.0001
SFV (dose 1) vs. SFV (dose 2) Nao 0,9655
SFV (dose 1) vs. Salina Sim 0,0114
SFV (dose 1) vs. RVGP + SFV Néao 0,9192
SFV (dose 2) vs. Salina Sim 0,0027
SFV (dose 2) vs. RVGP + SFV Nao 0,591
Salina vs. RVGP + SFV Sim 0,0136

5.3.2 Imunizacdo pela via subcutanea

Foi avaliada a eficacia da imunizacdo pela via subcutanea, bem como a capacidade da
protecdo por tempos mais prolongados apds a imunizacgdo. Para isso, camundongos Balb/c SPF
fémeas de 8 semanas foram imunizados pela via subcutanea em esquema dose-reforco, em
intervalos de 30 dias. Um més ap6s o reforco vacinal os animais foram desafiados e observados

por 21 dias (Figura 4).
Figura 4 — Cronograma de imunizacdo SFV — RVGP via subcutanea
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Esquema de imunizacgao semanal pela via subcutanea. Depois de trinta dias da dose de reforco (D60) foi feita a coleta de sangue
e 0 desafio intracerebral. Os animais foram observados 21 dias apds o desafio para verificagdo do aparecimento de
sintomatologia.

Seguindo os dados do experimento anterior, foi utilizada a dose 2 (17,4x108 particulas
de SFV) em que se observou o maior valor de anticorpos anti-RVGP. Neste experimento, 0s
titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados apenas por ELISA (Tabela 4).
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Tabela 4 — Resultados da imunizacdo com SFV — RVGP via subcutanea

GRUPO PREPARACAO Platelia® (EU/mL)
D30 D60
G1 SFV-RVGP (dose 2) 17,59+ 14,34 99,06 + 31,10
G2 Salina +ISCOM + MPLA 0,26 + 0,006 0,3+0,041
G3 Vacina contra raiva 0,26 £ 0,002 32,8+31,81

NUmero de animais por grupo = 5. No controle negativo foi usado salina e no controle positivo foi administrada a vacina
comercial veterinaria de raiva Defensor® — Pfizer. Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo. O
controle negativo consistiu de salina com adjuvantes pois o ensaio foi realizado em paralelo com outros antigenos, no caso
demonstra-se que o ensaio de desafio viral foi letal para todos os animais do grupo controle.

Os resultados mostram uma clara superioridade da preparacdo de SFV-RVGP frente a
vacina de raiva na imunizacao pela via subcutanea. Utilizando a preparacdo recombinante, 100
% dos animais foram protegidos contra o desafio viral, contra 55,5 % daqueles que receberam
a vacina (Figura 5). Além disso, os titulos de anticorpos foram muito mais elevados para o
grupo SFV-RVGP, com marcante diferenca na primeira coleta, 30 dias ap6s a primeira dose
(Tabela 4). Alguns animais imunizados neste experimento apresentaram altos titulos de
anticorpos, contribuindo para os resultados médios com altos valores. No entanto, a
variabilidade dos titulos de anticorpos foi muito grande dentro dos grupos fazendo que no D60

ndo seja possivel avaliar estatisticamente as diferencas entre os grupos.

Figura 5 — Curva sobrevivéncia frente ao desafio viral em animais imunizados pela via intraperitoneal com SFV-
RVGP
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Tabela 5 — Andlise estatistica dos titulos de anticorpos com SFV via subcutanea (D30)

Teste de Tukey maltiplas comparag6es Significativo? Valor ajustado de P
SFV (dose 2) vs. Salina + Adjs Sim 0,0301
SFV (dose 2) vs. Vacina Né&o 0,125
Salina + Adjs vs. Vacina Né&o 0,6255

5.3.3 Imunizacao pela via oral:

Uma vez que existem no mercado pelo menos duas opgdes de vacinacgdo via oral contra
a raiva utilizando vetores virais (Vaccinia e Adenovirus), foi testado o poder imunizante do
SFV-RVGP pela via oral, na estratégia de utilizacdo desse vetor como reforco vacinal. Dessa
maneira, camundongos Balb/c fémeas de 8 semanas foram imunizados com trés doses
combinando vias, sendo a primeira dose de vacina de raiva via intraperitoneal (que demonstrou
ser a melhor via para essa preparacao) e as duas doses de reforgco com SFV-RVGP dose 2 pela
via oral. Neste experimento as doses de reforco foram realizadas em 60 e 75 dias apds a primeira
imunizacdo (Figura 6), pois para verificar o efeito de refor¢o era necessario que o titulo de

anticorpos estivesse em queda apos a primeira.

Figura 6 — Cronograma de imunizagdo SFV — RVGP via oral
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Esquema de imunizagéo (DO e D75) pela via oral combinada com a intraperitoneal. Amostras de sangue coletadas ao longo do
experimento (D15, D30, D75 e D90).

Os titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados por ELISA em quatro pontos
de coleta, para acompanhar a queda do titulo e o possivel efeito de reforco vacinal pela via oral
(Tabela 6).
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Tabela 6 — Resultados da imunizagdo com SFV — RVGP via oral

13®
GRUPOS PREPARACAO Platelia® (EU/mL)
D15 D30 D75 D90
G1 Vacina contra raiva + salina 1,84+0,09 1,85+,038 0,57+0,49 0,43+0,51
G2 Vacina contraraiva+SFVRVGP | 1,48+0,19 1,13+0,32 0,36x0,41 0,13%0,1

Numero de animais por grupo = 5. Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo. Nos dois grupos foi
utilizada a vacina comercial veterinaria contra raiva Defensor® — Pfizer.

Os dados mostraram que o reforco via oral com SFV-RVGP néo resultou em aumento
do titulo de anticorpos anti-RVGP ap06s 15 dias da administracdo, dessa forma ndo foi aplicada
andlise estatistica aos dados. A queda do titulo de anticorpos para ambos 0s grupos demonstrou
que 0s animais permaneceram pouco tempo com niveis adequados de imunidade (acima de 0,5
EU/mL), o que pode estar associado a uma debilidade imunol6gica, uma vez que ndo é um
quadro esperado para esse modelo, o que poderia ter influenciado o experimento. No entanto,
como nao ha descricdo do uso desse vetor viral pela via oral e ndo ha evidéncia cientifica

associada a essa via de infec¢cdo para Alphavirus, essa estratégia ndo foi retomada.

5.4 IMUNIZAQAO COM RVGP PRODUZIDA EM CELULAS S2
5.4.1 Caracterizacdo e quantificacdo do antigeno

Levando em consideracdo que a RVGP pode apresentar diferentes conformac6es pos-
traducionais e existem amplas evidéncias de que, para fins de vacinacao, as caracteristicas da
RVGP nativa (trimero) devem ser mantidas (ASTRAY et al., 2017), foi realizado o ensaio de
dot blot com anticorpos especificos para confirmacdo da presenca da forma trimérica. As
amostras de RVGP foram preparadas a partir de células S2 tanto por lise mecénica como por
solubilizacdo com detergente e se mostraram reagentes para a conformacado trimérica, bem
como apresentaram epitopos linear e conformacional, assim como apresentado pelo virus
presente na amostra de vacina (Figura 7). Para este experimento ndo havia células S2 nédo
recombinantes disponiveis no momento, uma vez que foi realizado durante estagio no Instituto
Artemis (Delft, Holanda), dessa forma, apenas para ter um controle negativo baseado em lisado

celular, foi aplicado a membrana um lisado de células HEK 293T.
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Figura 7 — Dot blot da preparacdo de RVGP de células S2
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Nota: C52418: Anticorpo que reconhece trimeros de RVGP; C1-11-D6: Anticorpo que reconhece a forma conformacional da
RVGP; C222C5: Anticorpo que reconhece a forma linear da RVGP.

Para 0s primeiros ensaios de imuniza¢do com a RVGP produzida pelas células S2, foram
utilizadas preparacfes de membrana das células S2, devido a indisponibilidade no momento de
um protocolo adequado para a purificacdo da RVGP produzida. Dessa forma, foram utilizadas
amostras de preparacio de membrana de células S2, provenientes de 1x108 células
recombinantes, preparadas por lise mecéanica das células, seguida de centrifugacdo para a
remocdo dos debris celulares e ultracentrifugacdo para a coleta da fragdo membranaria. As
preparacdes de membrana foram ajustadas para uma concentracdo de RVGP de 0,5 pg/mL
(dosada por ELISA). As amostras de RVGP purificada de células S2 apresentaram
concentragéo de 5,432 pg/mL.

As preparacgdes foram formuladas com base na quantidade de antigeno determinado pelo
teste de ELISA quantitativo para dosagem de RVGP trimérica. Assim, foi preparada uma
quantidade de 1,0 pg de RVGP (em sua forma trimérica) para ser administrada em cada dose,

na forma de preparacdo membranaria.

5.4.2 Imunizagéo com preparacdo membranaria de S2 contendo RVGP

Diversas estratégias vacinais e vias de imunizagdo foram testadas para avaliar o

potencial uso da RVGP produzida em S2 para fins de vacinacao.
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5.4.2.1 Via intraperitoneal

Camundongos Balb/c SPF fémeas de 8 semanas foram imunizados com trés doses, em
intervalos de 07 dias, pela via intraperitoneal (Figura 8). Para a avaliacdo da imunogenicidade
do antigeno foi testada como adjuvante a associacdo de MPLA e hidroxido de aluminio. Essa
associacdo foi sugerida pelo Laboratorio de Vacinas Aerdbicas do Instituto Butantan.

Figura 8 — Cronograma de imunizacdo com preparacdo de membranas de S2 contendo RVGP pela via
intraperitoneal
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Esquema de imunizacdo semanal pela via intraperitoneal. Depois de sete dias da ultima dose (D21) foi feita a coleta de sangue
e o desafio intracerebral. Os animais foram observados 21 dias ap6s o desafio viral para verificagdo do aparecimento de
sintomatologia.

Ap6s o periodo de observacdo dos animais, 0s que apresentaram sinais tipicos da

infecgdo pelo virus foram eutanasiados.

Neste experimento, os titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados por ELISA
(Platelia Rabies Kit®, Bio-rad) e os titulos de anticorpos neutralizantes do Lyssavirus da raiva
foram determinados por RFFIT (Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test), no Instituto Pasteur
SSP/SP.

Tabela 7 — Resultados da imunizacdo pela via intraperitoneal com preparacdo de membranas de S2 contendo
RVGP

GRUPO PREPARACAO RFFIT (UI/mL)  |Platelia® (EU/mL)
Gl RVGP de células S2 + MPLA + Al 49,7 1,09+0,92
G2 RVGP de células S2 79,8 2,94 +0,47
G3 Vacina contra raiva 239 5,15+0,59
G4 Salina com MPLA+ Al 2,1 0,02+0,0
G5 Células S2 selvagens - 0,04+0,0

NUmero de animais por grupo = 5. Nota: no controle negativo foi usada salina e no controle positivo foi administrada a vacina
comercial veterinaria de raiva Defensor® — Pfizer. Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo. G5
controle negativo adicional, as células S2 selvagens ndo possuem em sua membrana a glicoproteina recombinante do virus da
raiva (RVGP).
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Os resultados mostram que a preparacdo de membrana de células S2 contendo RVGP
foi capaz de gerar anticorpos em niveis adequados e suficientes para a protecdo contra o desafio
letal com o virus da raiva. Ha diferencas evidentes de titulo de anticorpos entre a preparacao e
a vacina comercial (Tabela 7). Isso potencialmente se deve a presenc¢a do adjuvante na vacina
comercial e justifica a tentativa de utilizar adjuvantes associados a preparacdo contendo RVGP.
No entanto, a associagdo de MPLA e hidroxido de aluminio 8 RVGP demonstrou ser prejudicial
a resposta imunoldgica, gerando menor gquantidade de anticorpos especificos anti-RVGP e
protegendo apenas parte dos animais imunizados. Apesar de haver apenas protecdo parcial na
amostra contendo adjuvantes, tanto esta quanto a RVGP sem adjuvantes foram capazes de
aumentar o tempo de sobrevivéncia dos animais imunizados (Figura 9).

Tabela 8 — Andlise estatistica dos titulos de anticorpos com preparacdo de membrana de S2 contendo RVGP pela
via intraperitoneal

Teste de Tukey miltiplas comparagdes Significativo? Valor Ajustado de P
Vacina vs. Salina Sim <0.0001
Vacina vs. RVGP+Adj Sim <0.0001
Vacina vs. RVGP Sim 0,0006
Vacina vs. S2 selvagens (G5) Sim <0.0001
Salina vs. RVGP+Ad] Néo 0,1498
Salina vs. RVGP Sim <0.0001
Salina vs. S2 selvagens (Gb) Néo 0,9203
RVGP+Adj vs. RVGP Sim 0,0035
RVGP+Adjvs. S2 selvagens (G5) Néo 0,5142
RVGP vs. S2 selvagens (Gb) Sim <0.0001
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Figura 9 — Curva sobrevivéncia frente ao desafio viral em animais imunizados pela via intraperitoneal com
preparacdo de membrana de S2 contendo RVGP
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Curva de sobrevivéncia de Log-Rank (Mantel-Cox). Prepara¢fes de RVGP foram estatisticamente (*** P<0,001) capazes de
aumentar o tempo de vida dos animais imunizados.

5.4.2.2 Via subcutanea

Como o uso do adjuvante ISCOM néo € recomendado pela via intraperitoneal segundo
o fabricante de Quil-A® (um dos produtos que compdem o ISCOM), foram utilizadas as vias
subcutanea e oral para a avaliagdo da imunogenicidade da RVGP utilizando esse adjuvante.
Neste experimento também foi testado o adjuvante MPLA, porém sem a associacdo com o
hidroxido de aluminio, uma vez que resultados prévios do grupo mostraram que a utilizacéo
desse adjuvante com a RVGP em geral resultava em resultados inferiores de titulos de

anticorpos, provavelmente devido a alguma incompatibilidade fisico-quimica.

Para a realizacéo do experimento, camundongos Balb/c SPF fémeas de 8 semanas foram

imunizados com duas doses, em intervalos de 30 dias, pela via subcutanea (Figura 10).
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Figura 10 — Cronograma de imunizacdo com preparacdo de membranas de S2 contendo RVGP pela via subcutanea
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Esquema de imunizagdo semanal pela via subcutanea. Depois de trinta dias da Ultima dose (D60) foi feita a coleta de sangue e
o0 desafio intracerebral em todos os grupos. Os animais que foram desafiados foram observados 21 dias apds o desafio para
verificacdo do aparecimento de sintomatologia.

Os animais foram observados durante 21 dias ap6s o desafio viral, sendo que os que
apresentaram sinais tipicos da infec¢do pelo virus foram eutanasiados. Neste experimento, 0s
titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados apenas por ELISA (Platelia Rabies Kit®,
Bio-rad).

Tabela 9 — Resultados da imunizacao pela via subcutdnea com preparagdo de membranas de S2 contendo RVGP

GRUPO PREPARACAO % de sobrevivéncia Platelia® (EU/mL)
D30 D60
G1 RVGP de células S2 + ISCOM 60 0,28 + 0,03 0,78 £0,38
G2 RVGP de células S2 25 0,25+0,0 0,68 £ 0,63
G3 RVGP de células S2 + MPLA 20 0,253 +0,0 0,51+0,37
G4 Salina + ISCOM + MPLA 0 0,26 + 0,0 0,3+0,05
G5 Vacina contra raiva 55 0,26 £ 0,0 32,8 £44,99

O numero de animais por grupo (N) no controle positivo e negativo é n = 9. Em todos 0s outros grupos n=5. Exclusivamente
no G2, n = 4 devido a morte de um animal antes da imunizagdo. No controle negativo foi usado salina e no controle positivo
foi administrada a vacina comercial veterinaria de raiva Defensor® — Pfizer. Os valores representam a média dos titulos
verificados em cada grupo.

A andlise estatistica dos titulos de anticorpos anti-RVGP retornaram auséncia de
diferenca estatistica entre todos os grupos (Anova monocaudal, seguida de teste de comparacao
multipla de Tukey, com p > 0.05). Isso se deve ao grande desvio padrdo observado em todos 0s
grupos. As taxas de sobrevivéncia, no entanto mostram uma clara diferenca entre as
preparacdes, sendo que 0s animais que atingiram niveis de anticorpos anti-RVGP superiores ou
iguais a 1,06 EU/mL sobreviveram ao desafio. Os animais que ndo sobreviveram apresentavam
em sua maioria titulos inferiores a 0,5 EU/mL. Esses dados mostram uma grande variabilidade

na sorologia dos animais quando imunizados pela via subcutanea com essas preparacoes.
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Figura 11 — Curva sobrevivéncia de Log-Rank frente ao desafio viral em animais imunizados pela via subcutanea
com preparacdo de membrana de S2 contendo RVGP
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Nota: apenas G5 sobreviveu mais tempo que o controle negativo (G4) (P = 0,0045).

5.4.2.3 Via oral:

Camundongos Balb/c SPF fémeas de 8 semanas foram divididos em grupos contendo 5

animais (n=5) e imunizados com duas doses combinando vias, sendo a primeira dose de vacina

de raiva via intraperitoneal e segunda dose pela via oral.

Figura 12 — cronograma de imunizagdo de RVGP de células S2 via oral
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Esquema de imunizagdo (DO e D75) pela via oral (refor¢o) combinada com a intraperitoneal (1% dose). Amostras de sangue
coletadas ao longo do experimento (D15, D30, D75 e D90).

Neste experimento, os titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados apenas por
ELISA (Platelia Rabies Kit®, Bio-rad).
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Tabela 10 — Resultados da imunizacdo de RVGP de células S2 via oral

in®
GRUPOS PREPARACAO Platelia® (EU/mL)
D15 D30 D75 D90
G1 Vacina contra raiva + RVGP de células S2 0,81+0,24 0,93+£0,23 1,17+x0,55 0,98+0,28
G2 Vacina contra raiva +salina 1,84 + 0,09 1,85+0,38 0,57+0,57 0,43+0,51

O numero de animais por grupo (N) é n = 5. Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo. Nos dois
grupos foi utilizada a vacina comercial veterinaria contra raiva Defensor® — Pfizer.

Os dados mostram que o G2 apresentou o efeito esperado de queda do titulo de
anticorpos apos 75 dias da imunizacdo (P < 0.01). Nesse ponto a aplicacdo do reforgo seria
ideal para verificar se haveria um aumento no titulo de anticorpos. No entanto o grupo em
estudo (G1) apresentou comportamento distinto, permanecendo com niveis de anticorpos
semelhantes durante todo o experimento. Curiosamente e contrariamente ao que ocorreu no G2,
todos os animais do G1 apresentaram manutencdo do nivel de anticorpos, como pode ser visto
pelos baixos valores de desvio padrdo (0,55 e + 0,28 para D75 e D90 de G1, respectivamente).
Como ndo houve aumento no titulo de anticorpos do grupo G1 no tempo 90 dias, pode-se

concluir que o reforco via oral ndo foi eficaz.

Na tentativa de oferecer alguma protecdo ao antigeno e de associar algum efeito
adjuvante para a imunizacao, foi testada a silica nanoestruturada (SBA-15), combinando a via
subcutanea com a via oral. Esse experimento, exclusivamente, foi realizado no Instituto

Butantan em colaboracdo com o Prof. Osvaldo Sant”Anna, em seu laboratério.

Camundongos Balb/c SPF fémeas de 8 semanas foram divididas em grupos contendo 3
animais por grupo. O esquema de imunizagdo foi de uma dose inicial pela via subcutanea e

booster pela via oral.

Figura 13 — Cronograma de imunizagdo com preparacdo de membranas de S2 contendo RVGP + silica, pela via
oral
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Esquema de imunizacdo com duas doses pela via subcuténea (DO e D30). A primeira e a segunda dose foram iguais para cada
grupo.
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Os titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados por ELISA (Platelia Rabies
Kit®, Bio-rad).

Tabela 11 — Resultados da imunizacdo com preparacdo de membranas de S2 contendo RVGP + SBA15

GRUPOS PREPARACAO VIA N Platelia® (EU/mL)
G1 Silica Oral 3 0,0025
G2 RVGP de células S2 + silica Oral 3 0,1
G3 RVGP de células S2 Oral 3 0,004

Nota: Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo.

As analises estatisticas revelaram que apesar dos valores serem muito abaixo do
esperado, com o maior titulo no grupo RVGP + SBA15 de apenas 0,1 EU/mL, esse grupo teve
resultados estatisticamente diferentes (P < 0,0001) dos seus controles (salina e RVGP).

Tabela 12 — Anélise estatistica dos titulos de anticorpos da preparacdo de membrana de S2 contendo RVGP com
silica

Teste de Tukey maltiplas comparacdes Significativo? Valor Ajustado de P
RVGP+SBA15 vs. SBA15 Sim <0.0001
RVGP+SBA15 vs. RVGP oral Sim <0.0001
SBA15vs. RVGP oral Ndo 0,9753

Finalmente, foi realizado um ensaio de reforco com preparacdo de membrana contendo
RVGP associada a ISCOM pela via oral. Nesse experimento a primeira dose foi realizada com

vacina ou RVGP via intraperitoneal e o reforco com RVGP + ISCOM pela via oral.

Tabela 13 — Refor¢o vacinal via oral com membrana de S2 contendo RVGP

i7®
GRUPO PREPARACAO Platelia® (EU/ml) Valor de P
D14 D21 D28
Gl |Vacina contraraiva (ip)+ RVGP de células S2 +ISCOM (oral) | 15,64+4,89 14,85+590 17,42+5,16 0,85
G2  |RVGP de células S2 (ip)+ RVGP de células S2 + ISCOM (oral) 3,08+1,26 4,5+2,24 9,37+3,39 0,04

Nota: ip: via intraperitoneal. Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo. O nimero de animais por
grupo (N) é 5. A vacina contra administrada foi a vacina comercial veterinaria de raiva Defensor® — Pfizer.

No reforco via oral com trimero + ISCOM, em camundongos que receberam apenas
trimero (sem adjuvantes) na primeira dose, houve aumento significativo (Anova monocaudal,
P = 0,04) na quantidade de anticorpos. Esse dado apresenta a possibilidade de reforco via oral.
Ficou claro pelo experimento que o estudo de reforgo vacinal via oral deve ser conduzido em
condicOes de nivel basal de anticorpos, uma vez que a presenga de titulos elevados prejudica a

visualizagdo do aumento da quantidade de anticorpos.
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5.4.3 Imunizacdo com RVGP purificada de células S2

Depois de purificadas conforme protocolo estabelecido, as preparacdes foram
formuladas com base na quantidade de antigeno determinado pelo teste de ELISA quantitativo
para dosagem de RVGP. A fim de testar as doses da proteina pura que seriam necessarias, o
primeiro experimento foi feito com trés doses de 5ug/animal. O adjuvante ISCOM (Matrix-
MT™™) foi, dessa vez, gentilmente cedido pelo Dr. Byron Martina e utilizado em Delft — Holanda,
durante estagio (FAPESP/BEPE).

5.4.3.1 Via intramuscular

A disponibilidade de uma preparacdo purificada possibilitou a utilizacdo da via
intramuscular para a imunizacdo pela disponibilidade de uma preparacdo mais concentrada,
possibilitando o uso de menores volumes de inoculagéo e também por ser uma prepara¢do mais
pura, com menor probabilidade de ocorréncia de reacdes de toxicidade ou inflamacéo
decorrentes de contaminantes. Para esse experimento, camundongos C57BL/6 de 4 semanas de
idade, fémeas, foram divididos em 5 grupos (n = 6) e imunizados pela via intramuscular nos
dias DO, D14 e D28. O soro dos animais foi coletado no dia 40. Foram utilizadas as preparacoes
de RVGP purificada, com e sem adjuvante (Matrix-M™), controle negativo PBS e controle

positivo vacina de virus inativado para uso humano (Artemis), com ou sem adjuvante ISCOM.

Figura 14 — Cronograma de imunizagdo com RVGP purificada pela via intramuscular
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Esquema de imunizagéo (DO, D14 e D28) pela via oral combinada com a intraperitoneal. Amostras de sangue coletadas (D40)
antes do desafio.

Apbs a coleta do soro (D40), os camundongos foram desafiados com 100 TCIDsg de
CVS pela via intracerebral e observados durante 21 dias. A selecdo da linhagem de
camundongos e o0 esquema vacinal e de desafio proposto seguiram os protocolos ja utilizados

na instituicdo e que possuiam aprovacao do conselho de ética em pesquisa animal. Também
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seguindo os protocolos da instituigdo, os soros dos animais foram analisados, desta vez, pelo
FAVN e os titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados por ELISA (Platelia Rabies
Kit®, Bio-rad).

Tabela 14 — Resultados da imunizacdo com RVGP purificada pela via intramuscular

. . SOROLOGIA
GRUPOS PREPARACAO % de sobreviventes .

FAVN (Ul/mL) Platelia (EU/mL)
Gl RVGP purificada 50 45,9+61,36 3,23+2,4
G2 RVGP purificada + ISCOM 100 442,6 + 148,23 54+1,4
G3 Vacina contra raiva 66,6 118,2+13,43 2,617
G4 Vacina contra raiva + ISCOM 100 203,1+37,85 3,75+2,5
G5 PBS 0 <0,5 0,12+0,0
G6 ISCOM - - 0,12+0,0

Nota: A vacina utilizada foi a vacina contra raiva liofilizada, sem adjuvante, de virus inativado produzida na Holanda e utilizada
no laboratério (Artemis). ISCOM utilizado foi o Matrix — M™ disponivel no laboratério. A proteina pura, assim como a vacina
foram testadas com e sem o adjuvante. Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo.

Este experimento mostra claramente o potencial protetor da preparacdo de RVGP
produzida em células S2. A RVGP purificada associada com ISCOM foi capaz de proteger 0s
animais contra o desafio viral de maneira semelhante a vacina inativada com o mesmo
adjuvante. Na auséncia do adjuvante, ambas as preparacgdes tiveram performances semelhantes.
Os dados de sorologia por ELISA (Platelia®) mostram diferenca entre as preparacdes com e
sem adjuvante, porém sem relevancia estatistica (Tabela 15). Vale informar que a presenca de
ISCOM na preparacdo de RVGP fez com que todos os animais tivessem titulos superiores a
3,46 EU/mL, enquanto entre os imunizados com RVGP apenas, alguns animais apresentaram

titulos menores.
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Figura 15 — Curva sobrevivéncia de Log-Rank frente ao desafio viral em animais imunizados com preparacéo de

RVGP purificada
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Nota: todos grupos tém tempo de sobrevivéncia estatisticamente maior que 0s grupos controle negativo (P <
0,001), porém ndo sdo estatisticamente diferentes entre si.

Tabela 15 — Curva sobrevivéncia de Log-Rank frente ao desafio viral em animais imunizados pela via

intramuscular com RVGP purificada

Teste de Tukey multiplas comparagdes

Significativo?

Valor Ajustado de P

RVGP purif vs. RVGP purif + ISCOM
RVGP purif vs. Vacina

RVGP purif vs. Vacina + ISCOM
RVGP purif vs. PBS

RVGP purifvs. ISCOM

RVGP purif + ISCOM vs. Vacina
RVGP purif + ISCOM vs. Vacina + ISCOM
RVGP purif + ISCOM vs. PBS

RVGP purif + ISCOM vs. ISCOM
Vacina vs. Vacina + ISCOM

Vacina vs. PBS

Vacina vs. ISCOM

Vacina + ISCOM vs. PBS

Vacina + ISCOM vs. ISCOM

PBS vs. ISCOM

Né&o
Né&o
Né&o
Nao
Né&o
Né&o
Né&o
Sim
Sim
Né&o
Né&o
Né&o
Sim
Sim

Néao

0,4785
0,9949
0,9977
0,1396
0,1396
0,222
0,7436
0,0024
0,0024
0,9268
0,3363
0,3363
0,0079
0,0079
>0.9999

5.4.3.2 Reforgo pela via oral

Com o antigeno bem definido e resultados promissores pela via intramuscular, foi feito

um teste combinando esta via com a via oral para o reforgo vacinal.
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Neste experimento, a via oral foi combinada com a intramuscular em um protocolo
experimental mais longo, a fim de aguardar a queda do nivel de anticorpos dos animais
vacinados, possibilitando a observacdo do efeito de reforco da preparacdo. Esse novo
experimento foi desenhado variando doses de RVGP combinando as duas vias. Grupos de
camundongos Balb/c de 6 semanas (n = 5/ grupo) foram imunizados em um esquema vacinal
de 2 doses, conforme o cronograma a segulir.

Figura 16 — Cronograma de imunizacdo com RVGP purificada combinando vias (IM+oral)
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Doses foram administradas na primeira dose (DO) pela via intramuscular e a segunda dose (D80) variou entre 0s grupos (via

oral ou intramuscular).

Os animais foram imunizados primeiramente pela via intramuscular com amostras de
vacina veterinaria adjuvantada, salina ou RVGP purificada em duas doses diferentes. A dose
de reforco foi administrada pela via intramuscular ou oral, segundo o grupo experimental,

utilizando as mesmas preparagdes descritas (Tabela 16).

Tabela 16 — Relacdo de grupos e prepara¢fes com combinacéo de vias

GRUPOS PREPARACAO VIA PREPARACAO VIA
1a DOSE 2a DOSE

G1 Vacina contra raiva intramuscular |Vacina contra raiva Intramuscular
G2 Salina intramuscular |Salina Intramuscular
G3 Vacina contra raiva intramuscular [RVGP purificada 3ug/dose +1SCOM oral
G4 Vacina contra raiva intramuscular |RVGP purificada 3ug/dose oral
G5 RVGP purificada 1ug/dose ISCOM intramuscular |RVGP purificada 3ug/dose +1SCOM oral
G6 RVGP purificada 3pg/dose +ISCOM | intramuscular [RVGP purificada 3ug/dose +1SCOM | Intramuscular

Nota: No controle negativo foi usado salina e no controle positivo foi administrada a vacina comercial veterinaria de raiva
Defensor® — Pfizer. Os valores representam a média dos titulos verificados em cada grupo. Os animais foram mantidos durante
um periodo de 115 dias; doses DO e D80; coletas de sangue nos D15, D37, D60, D95 e D115.

Os titulos de anticorpos anti-RVGP foram determinados por ELISA (Platelia Rabies
Kit®, Bio-rad).
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GRUPOS SOROLOGIA - Platelia® (EU/mL)
D15 D37 D60 D95 D115
Gl 2,09+1,19 3,24+1,81 5,01+2,43 4,9+2,90 4,49 + 2,06
G2 0,12+0,0 0,12+0,00 0,06 +£0,00 0,06 £0,00 0,05+0,00
G3 0,21+0,4 1,29+ 01,05 1,33+1,46 1,81+1,77 1,58+1,51
G4 0,1510,04 0,7610,52 1,05+0,87 1,03+£0,86 1,12+1,63
G5 0,12 +0,00 0,06 +0,00 0,07 +0,00 0,07 +0,00 0,07 £0,00
G6 0,14+0,04 0,31+ 0,29 0,36+0,33 0,31+0,29 0,75 +0,08

Nota: No controle negativo foi usado salina e no controle positivo foi administrada a vacina comercial veterinaria
de raiva Defensor® — Pfizer. As coletas de sangue foram feitas nos D15, D37, D60, D95 e D115.

Este experimento apresentou uma variabilidade inesperada na imunizacdo com vacina
de raiva. Enquanto o G1 apresentou altos niveis de anticorpos ap6s 15 dias da primeira dose de
vacina (P < 0.001), os demais grupos que receberam vacina (G3 e G4) passaram a apresentar
niveis de anticorpos mais altos apenas mais tardiamente, a partir da segunda e terceira coleta.
Todos os animais utilizados tiveram a mesma origem e foram separados no momento da
primeira dose, sendo assim, cada grupo respondeu com bastante homogeneidade internamente.
Como os animais geralmente respondem rapidamente & vacina de raiva, com niveis de
anticorpos elevados em 07 dias ap6s uma dose, os resultados de titulos baixos levantam a
questdo sobre a correcdo dos resultados encontrados também para as preparacées com ISCOM,
uma vez que os titulos de anticorpos também foram abaixo do esperado. O efeito de reforgo
também apresentou resultado inesperado, sendo visto apenas um pequeno aumento no titulo de

anticorpos no grupo imunizado com 3 pug de RVGP+ISCOM via intramuscular.

Em suma, o experimento ndo foi capaz de demonstrar o efeito de reforco via oral da
preparacdo RVGP+ISCOM. Como obtivemos apenas um resultado anterior em que essa

possibilidade se mostrava promissora, optamos por ndo prosseguir com essa abordagem.

5.6 ENSAIO EX VIVO DE PROLIFERACAO CELULAR

O ensaio foi realizado mais de uma vez, variando técnicas, protocolos e concentracfes
tanto de concanavalina (ConA) como celular. Em todos os experimentos foram utilizadas as
mesmas células que foram previamente congeladas a partir de uma réplica do ensaio de
imunizacdo com RVGP purificada pela via intramuscular (5.4.3.1). Apos o descongelamento

as células apresentaram viabilidade superior a 50 %, tendo sido brevemente expandidas antes
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da preparacdo das placas para a analise da proliferagdo. Os resultados iniciais ndo permitiram
ver diferengas entre os grupos. Foram entdo introduzidas diversas modificagdes no protocolo
em busca de melhorar a aderéncia das células as placas de cultura no momento da fixacdo. As
modificacdes foram testadas com os grupos controle para a verificacdo da melhoria potencial.
No entanto os valores de absorbancia encontrados ndo permitem uma clara distin¢do das células
com e sem proliferacdo induzida por estimulo especifico (RVGP) ou inespecifico (ConA)

(Tabela 18), ndo sendo possivel chegar a uma concluséo.

Tabela 18 — Resultados do ensaio de proliferacdo celular (BrdU)

ESTIMULO GRUPOS

Gl G2 G3 G4 G5 G6
0,45 0,246 0,32 0,31 0,268 0,322

VACINA 0,74 0,323 0,309 0,383 0,238 0,29
0,3 0,327 0,295 0,386 0,257 0,269
0,316 0,208 0,236 0,241 0,186 0,244
ConA 0,226 0,202 0,315 0,248 0,184 0,247
0,331 0,202 0,237 0,261 0,161 0,208
vEIORPMI| 9274 0,197 0,318 0,273 0,177 0,301
0,257 0,206 0,338 0,283 0,221 0,27

Resultados obtidos no ensaio de proliferagdo celular com o kit BrdU. Leitura de 450nm. Vacina: virus inativado, liofilizado
produzida na Holanda — Atremis. Con A: concanavalina A é uma proteina que contém apenas folhas f em sua estrutura e
pertence a familia das lectinas de leguminosas, usada em ensaio de proliferacdo celular in vitro, na proliferacéo linfocitaria e
na cultura de esplendcitos. RMPI: meio de cultivo (RPMI 1640) suplementado utilizado no cultivo das células de bago.
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6 DISCUSSAO

Embora as vacinas classicas contra a raiva sejam eficientes e com metodologia de
producdo bem estabelecida, ainda existe o interesse em desenvolver novas tecnologias para
obtencéo de vacinas mais seguras e imunogénicas, visando o desenvolvimento tecnolégico com
justificativa em fatores como biosseguranca e eficiéncia vacinal (SAKAMOTO et al., 1999;
ZHU et al., 2015).

As vacinas recombinantes, que representam a terceira geracdo, evitam 0 uso de
particulas que contém o material genético, estrutura responsavel pela replicacdo viral,
priorizando a seguranga do manipulador durante a sua produgdo. Essas vacinas se baseiam
essencialmente na utilizacdo da glicoproteina do virus da raiva, que é o antigeno responsavel
pela inducdo da producdo de anticorpos neutralizantes pelo sistema imune do hospedeiro,

protegendo-o contra a infeccado viral.

Com base nisso, neste trabalho algumas formas de apresentacdo da RVGP foram
avaliadas para a imunizag&o de animais de laboratorio. As estratégias utilizadas visaram avaliar
as preparacOes recombinantes para a imunizacdo dos animais, com e sem 0 uso de adjuvantes.
Também foi abordada uma estratégia de utilizacdo das vacinas recombinantes para o reforco
vacinal apds a imunizacdo com vacina veterindria comercial. Essas estratégias foram
estabelecidas tendo em consideracdo que o problema associado a queda da vacinacdo de
animais domeésticos, se deve também a necessidade de vacinacdo anual e, portanto, uma vacina
mais potente poderia trazer beneficios e, por outro lado os casos de reacdo a vacinagdo contra
raiva em animais domeésticos pela via parenteral, o que poderia ser contornado pelo uso da via

oral, ja utilizada em animais silvestres.

Em relacdo as preparacdes utilizadas, o sistema SFV-RVGP se mostrou imunogénico,
conferindo protecdo ao desafio viral, com bons niveis de anticorpos anti-RVGP e
neutralizantes. Também apresentou versatilidade de vias: resultou em 100% de protecédo
quando administrado pela via subcutanea, sendo superior & protecdo conferida pela vacina
comercial (55.5%) nesta mesma via. Por outro lado, quando administrado pela via oral ndo

mostrou bons titulos de anticorpos, diferentemente do que ocorre com outros vetores virais
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como Vaccinia e Adenovirus utilizados na imunizacgao de animais silvestres (WIKTOR et al.,
1986; MAKI et al., 2017). Além disso, possui uma manipulagdo mais dificil (vetor viral) para
a rotina de vacinacdo em animais de companhia. Mesmo assim, testes com esse sistema de
expressao juntamente com um adjuvante devem ser levados em consideracao, principalmente

pela via oral.

Para a avaliacdo da imunogenicidade da RVGP foram utilizadas preparaces de
membrana ou RVGP purificada, diferentes vias de administragdo e utilizacdo ou ndo de

adjuvantes.

A RVGP de células S2 foi primeiramente utilizada apenas com a lise mecénica das
células, permitindo que a glicoproteina viral fosse administrada ancorada em fragmentos de
membrana celular, ainda na forma trimérica. Essa preparacdo se mostrou imunogénica quando
administrada pela via intraperitoneal, protegendo os animais frente ao desafio intracerebral
(100%). Os animais imunizados com essa preparacdo apresentaram bons titulos de anticorpos
dosados tanto por RFFIT (>0,5 Ul/mL) como por Platelia® (>0,5 EU/mL). O fato de os animais
que receberam membrana de células S2 selvagens (ndo recombinantes) terem morrido
igualmente aos que receberam salina, demonstra que a administracdo da preparagdo de
membrana em si ndo resultou em qualquer grau de protecdo. lgualmente, esses animais ndo

apresentaram titulos de anticorpos especificos no teste soroldgico (Platelia®).

Quando a preparagdo de membrana contendo RVGP foi combinada com o adjuvante
MPLA (tanto associado ao aluminio como sem associacdo) os resultados de protecao e titulo
de anticorpos foram inferiores aos obtidos com a RVGP sem adjuvantes, além de ter causado

alopecia em alguns animais no local de aplicacéo.

O melhor adjuvante testado com a RVGP foi o ISCOM. Esse adjuvante foi utilizado
pela via subcutanea, ja que a via intraperitoneal ndo era recomendada pelo fabricante de Quil-
A® (um dos componentes do ISCOM). A utilizacdo de RVGP com ISCOM foi claramente
superior em termos de protecdo e titulo de anticorpos em relagéo a preparagdo sem adjuvante.
Os niveis de anticorpos e a protecdo foram semelhantes a vacina comercial utilizada pela mesma

via.
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Como o0 ISCOM ja vem sendo utilizado com éxito pela via oral (SANDERS et al., 2005;
CHAUHAN et al., 2017), ele foi avaliado em combinacdo com a RVGP de células S2, na
tentativa de se ter uma boa resposta quando utilizado como booster. Porém dado os resultados

apresentados, ele ndo atendeu a essas expectativas como esperado.

Quando a RVGP de células S2 foi obtida purificada, esta foi utilizada combinada ou ndo
com o ISCOM (Matrix-M™, Novavax) para avaliar seu potencial imunogénico. Como néo
havia ensaios préevios realizados com a proteina pura, utilizou-se a dose maxima possivel
(5ug/dose) em relagdo a concentracdo da proteina e o volume de aplicacdo adequado a via
intramuscular. Dessa forma, a RVGP pura sem adjuvantes apresentou titulos altos na sorologia
(45,9 Ul/mL no FAVN e 3.23 EU/mL no Platelia®) e apenas 50% de sobrevivéncia ao desafio,
enquanto que a RVGP associada ao ISCOM apresentou melhores resultados tanto no FAVN
(442,6 Ul/mL) como no Platelia® (5.4 EU/mL), com 100% de sobrevivéncia no desafio
intracerebral. Mesmo a vacina de virus inativado quando em combina¢do com o Matrix-M™
apresentou melhor resultado (100% de sobreviventes) que a vacina sem adjuvante (66,6% de

sobreviventes).

A avaliacéo do reforgo vacinal pela via oral utilizando RVGP pura associada ao ISCOM
foi realizada ap6s 80 dias de imunizagdo pela via intramuscular, seja com vacina comercial ou
a propria RVGP em duas doses (item 5.4.3.2). Ao contrario do que ocorreu em experimentos
anteriores, 0s grupos imunizados ndo apresentaram queda no titulo de anticorpos conforme o
esperado, sendo assim, o refor¢o vacinal realizado em D80 ndo apresentou resultados validos,
pois ndo houve variagdo para cima dos titulos de anticorpos anti-RVGP nos animais ap6s a dose
de reforco. O grupo que recebeu reforgo intramuscular ainda experimentou um ligeiro aumento
na quantidade de anticorpos, porém ainda em titulos inferiores aos atingidos em outros ensaios
deste trabalho. Por outro lado, fica claro em D37 (G5 x G6) que a quantidade de 1 pg/dose foi
inferior que 3 pg/dose para a primeira imunizagdo, sugerindo que a quantidade ideal para

imunizacéo esta em torno ou acima de 3 pg/dose.

A escolha das vias de administragdo com cada preparacdo se fundamentou tanto nos
conhecimentos tedricos quanto praticos: a via subcutanea é a via de elei¢do para a maioria das

vacinas comerciais veterinarias disponiveis. Ja a via intraperitoneal é sabidamente mais
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imunogénica quando se trata da glicoproteina recombinante como ja mostrado em testes prévios
in vivo (ASTRAY et al., 2014).

No desenvolvimento de uma vacina, é importante estabelecer o tipo de resposta imune
desejada e entdo selecionar o adjuvante, sem efeitos adversos. Os adjuvantes sdo
predominantemente usados para permitir que uma vacina induza uma forte resposta imune,
incluindo uma maior producdo de anticorpos e protecdo mais duradoura contra infec¢oes virais
e bacterianas. As diferentes propriedades dos vérios adjuvantes existentes indicam a
necessidade de estratégias de formulagdes individuais para cada vacina especifica com base no
uso pretendido, tipo de resposta imune desejada, via de administracdo e populacdo alvo
(SHARMA & HINDS, 2012).

Os adjuvantes utilizados neste trabalho sdo considerados adjuvantes novos com efeitos
imuno-estimulantes moderados e menores efeitos colaterais. O adjuvante de Freund, que é uma
solucéo de antigeno emulsionado em éleo mineral e usado como um imunopotenciador, € muito
conhecido na veterinaria e muito utilizado, porém frequentemente induz efeitos adversos
quando administrados em animais. Qualquer vacina que apresente efeitos adversos tem pouca
probabilidade de ser aceita ndo s6 pelas agéncias reguladoras, mas também pelos préprios
tutores de animais de companhia (SHAH et al., 2001).

A utilizacdo inicial de MPLA e hidréxido de aluminio foi sugerida pelo laboratério
desenvolvedor do adjuvante no Instituto Butantan, baseando-se em dados preliminares de
ensaios utilizando a hemaglutinina do virus Influenza (QUINTILIO et al.,, 2017). Os
experimentos iniciais demonstraram que o MPLA associado a RVGP ndo apresentou bons
resultados nos ensaios in vivo. No primeiro experimento, a utilizacdo da preparacdo de
membrana contendo RVGP juntamente com o composto de adjuvantes MPLA + Al resultou
em 60% de sobreviventes, enquanto que a administracdo da mesma preparacdo sem a presenca
do MPLA e Al resultou em 100% de sobreviventes. Mesmo quando foi avaliado sem a
associacdo com o aluminio, os resultados ndo foram positivos, uma vez que no experimento de
administracao pela via subcutanea apresentou apenas 20% de sobreviventes enquanto a mesma
preparagdo quando combinada com o ISCOM pela mesma via apresentou 60% de sobreviventes
(item 5.4.2.2).
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Também quando avaliamos a silica (SBA-15), ndo foram obtidos titulos de anticorpos
suficientes independentemente da via de administracdo ou preparagédo. A adsor¢do com a SBA-
15, foi feita utilizando a preparacdo de lisado celular de S2. Como a proteina ndo estava
inteiramente pura (restos de lise celular) pode ter havido prejuizo da sua adsor¢éo a silica. Com
a disponibilidade da RVGP pura, outros testes utilizando a SBA-15 para a imunizagéo oral ou
por outras vias poderdo ser realizados pelo grupo.

Diferentemente dos adjuvantes anteriormente comentados, o ISCOM apresentou bons
resultados, tanto no aumento da sobrevivéncia dos animais como no aumento dos titulos de
anticorpos neutralizantes (seja pelo RFFIT, FAVN ou Platelia®). O ISCOM que possui
apresentacdo eficiente de antigeno e propriedades imunoestimulantes, levou a niveis maiores
de protecdo em relagdo ao antigeno sem adjuvante. Este adjuvante ja é bem descrito na literatura
(SUN et al., 2009) e além de ser comercializado ja é usado na medicina veterinaria em vacinas
para equinos e bovinos (MOREIN et al., 2004). Sempre que utilizado nos experimentos

conferiu bons niveis de protecéo.

Os resultados sorologicos foram avaliados de acordo com o que é recomendado pela
OIE. O RFFIT, FAVN e Platelia® séo testes reconhecidos que neste trabalho apresentaram
resultados que devem ser discutidos.

O teste de RFFIT significa Teste Rapido de Inibicio de Focos Fluorescentes. E um teste
de neutralizagdo (inibicdo) sérico, que mede a capacidade de anticorpos especificos da raiva em
neutralizar o virus da raiva e impedir que o virus infecte as células. Esses anticorpos sao

chamados anticorpos neutralizantes do virus da raiva.

Nos experimentos realizados, os resultados do RFFIT sdo incompativeis com o que foi
visto no ensaio in vivo de protecdo ao desafio viral. Foi apresentado um nimero superior a 0,5
Ul/mL no grupo de controle negativo, o que ndo condiz com o que foi visto no ensaio in vivo
onde todos animais desse grupo apresentaram sintomas clinicos da doenca e foram
eutanasiados. Por esse motivo essa ferramenta ndo foi mais utilizada nos experimentos
posteriores. Ja os resultados obtidos pelo Platelia®, foram mais coerentes com o que foi
observado no ensaio de desafio. Na dosagem pelo Platelia®, esse mesmo grupo controle
apresentou niveis inferiores a 0,5 EU/mL, que segundo o fabricante ndo é nivel suficiente para

protecdo. As unidades expressas no Platelia® em unidades equivalentes por ml (UE/ml)
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equivalem as unidades internacionais definidas por soro neutralizagdo, também segundo o

fabricante.

A comparagdo de testes para deteccdo e quantificacdo de anticorpos anti-RABV
demonstrou ndo haver diferencas significativas entre RFFIT e FAVN, ambos recomendados
pela OIE para exame de soros. O FAVN é realizado no Brasil por laboratorios particulares, para
a emissdao de laudo para o proprietario que deseja viajar com o animal (seja cdo ou gato).
Diversos estudos mostram que ndo ha diferenca significativa entre os dois testes, apesar de o
FAVN ser utilizado para amostras animais e 0 RFFIT para amostras humanas (BRIGGS et al.,
1998; ONDREJKOVA et al., 2002).

A mensuracao de titulos de anticorpos frente a diversos tipos de testes tem que ser feita
cautelosamente. Ao comparar 0s métodos sorologicos utilizados no diagnéstico de qualquer
doenca infecciosa, € importante avaliar particularmente sua sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade. Para evitar erros nos resultados obtidos por varios procedimentos analiticos,

é inevitavel a utilizacdo de padrdes de referéncia totalmente caracterizados, reagentes, etc.

O controle mais importante para resultados de testes soroldgicos reprodutiveis entre
laboratdrios € o virus de desafio bem definido, obtido a partir de uma Unica fonte. O virus da
raiva CVS é um produto de multiplas passagens em animais e células e a variagédo clonal dentro
dos estoques de CVS é bem documentada. As diferencas entre os virus de desafio podem
facilmente afetar os testes comparativos entre laboratérios. Embora ndo frequentes, mutacGes
ja foram encontradas em virus obtidos de laboratérios, independentemente da passagem do
virus obtido do CDC (BRIGGS et al., 1998). Portanto, se as medidas de controle de qualidade
forem mantidas para todos os reagentes usados nos testes sorolégicos para a raiva, Varios
métodos diferentes podem fazer a mensuracgéo de anticorpos em resposta a vacinagao contra a
raiva (MOORE et el., 2017).

Por sua vez, o teste de ELISA Platelia® é indicado para a deteccéo e titulacdo de 1gG
contra a glicoproteina do virus da raiva em soros de cdes, gatos e raposas. Por ndo utilizar
anticorpo secundario especifico e sim streptavidina conjugada, ele foi utilizado no trabalho para
a quantificacdo de IgG anti-RVGP em amostras de soro de camundongos. Pode-se questionar
até que ponto os anticorpos de ligacéo testados por Platelia® se correlacionam com anticorpos

neutralizantes, avaliados nos testes RFFIT e FAVN. No entanto, a técnica do Platelia® que é
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baseada em ELISA foi adotada pela OIE para titulacdo de anticorpos contra raiva hd mais de
uma década (CLIQUET et al., 2003; BAHLOUL et al., 2005). Nesse sentido, como foi
observado que os titulos de anticorpos mensurados pelo ensaio de Platelia® tiveram maior
correspondéncia com o perfil de protecdo encontrado no ensaio de desafio, optou-se por usar

os resultados do Platelia® como método de dosagem de anticorpos anti-RVGP.

O desenvolvimento de uma vacina contra raiva veterinaria bem-sucedida ndo é somente
influenciada por fatores imunoldgicos, mas também pelo tipo de antigeno, formulagédo e
aspectos de entrega. Esta Gltima inclui a necessidade de um vetor ou um sistema especifico de
entrega, a escolha da via de administracdo e a natureza da espécie — alvo (populacéo e seu
habitat). Uma vacina, seja ela destinada para os humanos ou animais, induz uma resposta imune
efetiva, apresenta minimos efeitos colaterais e deve ser produzida com um bom custo beneficio
em larga escala. Além desses requisitos, muitos dos problemas em relacdo a uma entrega efetiva
dos antigenos das vacinas, estdo na situacdo em que o animal se encontra. A vacinagdo de
animais silvestres, de producdo ou de companhia tem cenarios totalmente diferentes e requerem

estratégias especificas para controle de doencas infecciosas.

A raiva é uma doenca de epidemiologia variavel quando se compara os diferentes
nichos. Animais selvagens sdao problematicos quando se trata de vacinagdo justamente por néo
se ter facil acesso a esses animais. Se a vacina for administrada pela via parenteral, fica
praticamente impossivel manter a cobertura vacinal, ainda mais com vacinas que exijam

reforco.

Teoricamente, animais de companhia podem ser facilmente acompanhados e podem ser
individualmente manipulados, mas especificamente para a raiva, ainda temos grandes falhas na
cobertura vacinal devido a grande populacdo de animais criados soltos, animais errantes e a
necessidade de revacinacdo anual. Em ambos os casos (de animais selvagens e domésticos) a
vacinacdo oral seria ideal, porém exige o desenvolvimento de sistemas de entrega especificos
para cada espécie. Vos et al. (2017), verificaram grandes diferencas nos titulos vacinais
necessarios para se induzir resposta imune protetora contra raiva apds vacinacdo oral em
diferentes espécies reservatorias. Ha espécies que sdo suscetiveis a vacinagdo oral e outras que
sdo refratarias a esse tipo de imunizacdo, como o gamba listrado. Esses desafios, juntamente

com os obstaculos comerciais e de regulamentacao no desenvolvimento de vacinas veterinarias,
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acabaram restringindo o nimero de produtos desenvolvidos para animais, especialmente 0s
animais selvagens (SHARMA & HINDS, 2012).

Os problemas relacionados a formulacdo de vacinas veterinarias ndo s6 variam com a
espécie — alvo, mas também sdo significativamente influenciados pelas caracteristicas dos
antigenos selecionados a serem formulados. No presente estudo apresentou-se dois tipos de
preparagdes vacinais: um vivo e um ndo vivo. As vacinas vivas, de um modo geral, sdo capazes
de induzir tanto uma resposta imune celular como humoral pelo fato de o organismo conseguir
infectar a célula hospedeira. Porém, ha alguns fatos ligados a seguranca de vacinas vivas que
devem ser considerados, como a viruléncia residual, reversdo da patogenicidade, entre outras
(TIZARD, 2002). O sistema SFV — RVGP utiliza um vetor viral e apresenta a vantagem de nao
ser replicativo, mesmo sendo considerado um sistema vivo onde suas particulas sdo infecciosas
(RIEZEBOS-BRILMAN et al., 2006).

Jé as vacinas ndo-vivas sdo mais seguras que as vacinas vivas, mas a incapacidade delas
de infectar células usualmente resulta na inducdo de uma resposta imune humoral com pequena
inducdo da resposta mediada por células, tornando-as menos efetivas quando comparadas as
vacinas vivas ou atenuadas (ROTH & HENDERSON, 2001). Consequentemente, as vacinas
ndo-vivas geralmente demandam a adicdo de adjuvantes e multiplas doses para alcancar e
sustentar o nivel desejado de prote¢cdo (SHARMA & HINDS, 2012).

Por serem mais seguras, a vacinologia junto a biotecnologia abriram caminho para o
desenvolvimento de vacinas com antigenos nao vivos, esses avancos na biotecnologia e
biologia molecular promoveram a capacidade de utilizacdo de subunidades, tal proteinas

imunogénicas, peptideos ou ainda as vacinas de DNA ou RNA.

No caso da raiva, a seguranca na manipulacéo do virus é parte fundamental da producao
vacinal, uma vez que se trata de uma zoonose quase 100% fatal. O sistema de expressdo da
RVGP em células S2, é um sistema seguro que expressa eficientemente a RVGP que é a
responsavel por induzir a producdo de anticorpos pelo hospedeiro. Dessa maneira, tem-se um
antigeno de facil manipulagdo no laboratdrio, e cultivo celular bem descrito. Nos experimentos
in vivo, ndo apresentou nenhum tipo de reacdo adversa e apresentou bons titulos de anticorpos

para a raiva, melhorados quando adicionou-se o0 adjuvante ISCOM.
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Idealmente, uma vacina de sucesso requer uma consideracdo cautelosa na sua
formulacdo e um mecanismo de entrega a diferentes animais, que vivem em diferentes
ambientes. A vacinacao oral € a opcao que atende tanto os animais silvestres como o0s animais
domésticos. Hoje, todas as vacinas contra raiva pela via oral sdo baseadas em replicacdo de
virus competentes capazes de se replicar inicialmente na cavidade oral para gerar algum tipo de
resposta imune pois devido a instabilidade do virus da raiva, o trato gastro intestinal causa
rapida degradacdo o antigeno. A via oral parece estar sendo o problema da falta de eficacia
dessas vacinas, que quando recebem o0 mesmo antigeno pela via intramuscular, apresentam altos
niveis de anticorpos neutralizantes (VOS et al., 2017). Esse mesmo resultado foi visto no
presente estudo onde preparacGes administradas pela via oral produziram um titulo menor de
anticorpos do que as administradas pela via parenteral, seja ela intramuscular ou subcutanea. A
via oral ainda levanta questdes se as espécies suscetiveis responderiam uniformemente, uma
vez que a dieta de cada espécie é diferente: ndo é possivel dizer se um gato que se alimenta
exclusivamente de carne respondera da mesma maneira que um cao que tenha uma outra dieta

e um pH diferente (mais acido, por exemplo).

A utilizacdo do antigeno recombinante pode ser feita tanto para a imunizagao primaria,
como para o reforco vacinal, que também apresentou potencial em ensaios preliminares para
ser administrado pela via oral. Mesmo assim, os ensaios pela via oral ainda devem ser

explorados para conclusfes mais precisas.

Com o presente estudo, foram apresentados fortes candidatos a uma nova abordagem
vacinal, que é mais segura e se mostrou eficiente frente ao desafio intracerebral, protegendo os
camundongos no teste de desafio. Ainda é necessario finalizar os estudos celulares ex vivo, pois
a avaliacdo da eficacia da vacinacdo depende também de qual tipo de resposta imune foi

produzida, se as células foram devidamente estimuladas e quais citocinas foram produzidas.

Os desafios de se obter uma nova vacina veterinaria de subunidade sdo muitos. Esse estudo
mostra de uma forma preliminar que ha candidatos com potencial para serem utilizados como
vacinas no futuro. Porem muitos estudos referentes a dose e via de administragdo ainda devem

ser feitos em laboratdrio para permitir testes finais em espécies especificas.
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7 CONCLUSOES

1-

2-

Com esse trabalho foi possivel concluir que:

O sistema SFV-RVGP foi capaz de imunizar camundongos pela via intraperitoneal
e subcutanea gerando altos titulos de anticorpos anti-RVGP e protegendo os animais
contra o desafio letal com o virus da raiva.

A RVGP de células S2 foi capaz de proteger camundongos contra o desafio viral
(CVS), tanto na sua forma ancorada a membrana das células, como na sua forma
purificada. Os titulos de anticorpos e protecdo ao desafio foram melhores quando a
RVGP foi associada ao adjuvante ISCOM.

O estudo das diferentes vias de imunizagdo demonstrou superioridade para as vias
intraperitoneal e intramuscular, frente as vias subcutanea e oral. A via subcutanea
apresentou grande variabilidade e a via oral ndo apresentou resultados satisfatérios

em esquema de vacinacdo e reforco ou apenas de reforco.
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