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EFICACIA DE UMA VACINA COMERCIAL CONTRA A RAIVA FRENTE A DESAFIOS
COM AMOSTRAS DE VIRUS DE CAMPO
COMPARADOS AO DESAFIO PADRAO NO TESTE NIH

RESUMO - No Brasil, a poténcia das vacinas veterinarias contra a raiva €
avaliada pelo teste NIH (“National Institutes of Health”), no qual o desempenho de uma
vacina, medido pela DEs; em camundongos, € comparado ao desempenho de uma
vacina de referéncia. Sao consideradas aprovadas as partidas com poténcia igual ou
superior a 1,0 Ul. O presente estudo comparou o desafio viral com virus fixo CVS,
utilizado como padréo no teste de poténcia NIH, a desafios com trés amostras virais
isoladas de bovinos naturalmente infectados. O objetivo foi verificar se as amostras de
virus de campo apresentariam viruléncia maior que a do CVS, o que poderia sugerir a
inadequacéao do teste NIH para a avaliagcdo das vacinas contra a raiva e, portanto,
inferir que as vacinas aprovadas por esse teste poderiam nao proteger suficientemente
o rebanho. Apesar da grande variabilidade que o teste NIH pode apresentar, as trés
repeticdbes desafiadas com CVS apresentaram semelhanca em um intervalo de
confianca de 95%, e nos desafios realizados com trés amostras de virus de campo a
vacina utilizada protegeu mais do que nos desafios com CVS. Conclui-se que a
viruléncia das amostras de virus de campo utilizadas nao foi maior que a viruléncia do
CVS, em camundongos, e que o rigor do desafio padrédo mostrou-se adequado para a
avaliacdo da poténcia pelo teste NIH e, portanto, para o controle da qualidade de

vacinas contra a raiva.

Palavras-Chave: teste de poténcia NIH, vacina contra a raiva, virus da raiva
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EFFICACY OF A COMMERCIAL RABIES VACCINE AGAINST CHALLENGES USING
WILD STRAINS IN CONTRAST TO THE STANDARD CHALLENGE OF THE NIH
POTENCY TEST

SUMMARY - The potency of veterinary rabies vaccines in Brazil is evaluated by the NIH
(National Institutes of Health) potency test, in which the ability of a vaccine to induce
protection in mice (EDso) is compared with a reference vaccine. The batches are
approved when the potency is equal or superior to 1.0 IU. The present study compared
CVS strain challenges (standard strain for the potency test) with challenges that used
three wild isolates of natural occurrence in cattle. The aim was to verify if the wild strains
could be more virulent than the CVS. If this occurred, the NIH potency test would prove
inadequate to evaluate rabies vaccines. Therefore, one could infer that the approved
vaccines might not provide sufficient herd protection. Despite the great variability of NIH
test, all three repetitions that were challenged with CVS were similar at a 95%
confidence-level; and when challenged with wild strains, the vaccine provided better
protection than the one achieved at CVS challenge. In conclusion, wild strains virulence
was not greater than CVS virulence in mice. The strictness of standard challenge proved
to be adequate for potency evaluation by NIH test, and consequently, for the quality

control evaluation of rabies vaccines.

Keywords: NIH potency test, rabies vaccine, rabies virus



I. INTRODUCAO

A raiva € uma das mais antigas e temidas doencas de humanos e de animais. E
causada por um virus que ataca o sistema nervoso de todos os mamiferos,
principalmente bovinos, equinos, suinos, cades, gatos e morcegos. Por ser fatal em
praticamente 100% dos casos, a profilaxia é fundamental para o controle da doenca, o
gue demonstra a grande importancia de se utilizar vacinas de alta eficacia. Apesar dos
conhecimentos atuais sobre a ocorréncia de diferentes estirpes do virus da raiva, as
vacinas continuam sendo preparadas e testadas com virus das estirpes classicas, como
o CVS e o PV. Em decorréncia do aumento da disseminacao do virus da raiva pelo
morcego hematéfago Desmodus rotundus, a doenca tem matado milhares de
herbivoros, o que tem causado um grande prejuizo econémico ao pais. Como algumas
dessas mortes ocorrem em animais supostamente vacinados, ndo € raro encontrar
pecuaristas que ndo confiam na eficicia das vacinas.

As vacinas veterinarias contra a raiva, antes de serem liberadas para venda ou
uso, sdo analisadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento em uma
das unidades que compdem sua rede laboratorial, 0 Lanagro/SP, localizado na cidade
de Campinas, Estado de S&o Paulo. Todas as partidas de vacinas produzidas no Brasil
ou importadas, antes da liberacdo ao comércio, sdo submetidas a testes de poténcia,
inativacao viral, inocuidade e esterilidade, entre outros, para verificacao dos padroes de
qualidade exigidos pela legislagédo. O teste de poténcia adotado oficialmente no Brasil é
o teste NIH, no qual a DEsp de uma vacina teste, em camundongos, € comparada a
DEsp de uma vacina de referéncia

O presente estudo comparou o comportamento de uma vacina comercial no teste
NIH frente a desafios padrdo com o virus CVS e a desafios com trés amostras virais
isoladas de bovinos, nas mesmas condicdes em que € realizado o teste oficial no

Lanagro/SP.



ll. REVISAO DE LITERATURA

A raiva é uma doenca infecciosa viral de evolucdo aguda que pode acometer
todas as espécies de mamiferos, inclusive o homem. E de distribuicdo cosmopolita,
mundialmente endémica. E uma doenca conhecida e estudada desde a antiguidade.
Foi observada no Egito antes de 2300 a.C. e descrita no codigo de Eshnunna, na
Babildnia, que determinava multas a proprietarios de caes raivosos que agredissem
pessoas (BAER et al., 1985). A palavra originou-se do sanscrito rabbahs, que significa
violento (STEELE, 1975).

Na Antiga Grécia, Homero e Demdcritus (500 a.C.), assim como Aristoteles (320
a.C.), referiram-se, em seus escritos, a palavra lyssa, que em grego significa loucura. A
associacdo do cdo com a doenca surgiu no antigo Egito, onde o deus Sirius era
representado pela figura de um cé&o raivoso (DIETZSCHOLD et al., 1996). Os povos do
século | ja conheciam a infecciosidade da saliva de caes raivosos, chamando esse
material de virus que, em latim, significa veneno, e recomendavam a cauterizagdo do
local infectado pelo animal raivoso. Nessa época, o romano Cornelius Celsius criou o
termo hydrophobia e descreveu a raiva humana (BAER et al., 1985). No século V, o
também romano Célio Aureliano afirmou ser a raiva do homem causada por mordidas
de cées, raposas, cavalos, macacos, lobos, ursos, leopardos e aves (HATSHBACH,
1989).

Em 1271, na Europa, foi descrita a primeira epizootia de raiva. Lobos raivosos
atacaram um vilarejo na regido da Francobnia (atual Baviera, na Alemanha) causando
pelo menos 30 mortes humanas. No continente americano 0s primeiros relatos da
doenca ocorreram em 1709, no México, e em 1741, em Barbados, e a primeira
epizootia relatada ocorreu entre 1768 e 1771, em Boston (EUA), envolvendo cées e
raposas (BAER, 1991).

Na América Latina, desde a chegada das primeiras expedi¢cdes colonizadoras,
algumas mortes de animais e de homens foram atribuidas a raiva e, supostamente,
cdes trazidos pelos colonizadores foram o0s responsaveis pela introducdo da raiva
canina (LORD, 1980).



Em 1546, o cientista italiano Girolamo Fracastoro fez uma afirmacdo muito
importante sobre a doenca: “Quando os sintomas clinicos da doenga se manifestam,
esta ja é irreversivelmente letal”. Esta afirmacdo, com raras excec¢bes, ainda € valida
(ROSNER, 1974). ApGs Fracastoro, estudos sobre a raiva sé reapareceram em 1804
com o cientista alemao Zinke que demonstrou, através de experimentos em caes, a
transmissédo da doenca pela saliva. Em 1879, o francés Victor Galtier fez a transmisséo
do virus rabico de céo para coelho e de coelho para coelho, e utilizou este material para
imunizar carneiros e cabras. No entanto, seu trabalho ficou esquecido em decorréncia
da fama do seu contemporaneo Louis Pasteur que, em 1881, demonstrou que o SNC
era o principal sitio de replicagdo do virus rabico e, em 1885, desenvolveu uma vacina
contra a raiva e aplicou em um garoto que havia sido mordido por um céo raivoso,
inaugurando a era da prevencdo de doencas virais pela vacinacdo, antes mesmo da
natureza dos virus estar bem definida (DIETZSCHOLD et al., 1996).

Outra descoberta importante foi a de Negri, um médico italiano que, em 1903,
descreveu uma inclusdo citoplasmética relacionada a raiva que foi considerada
patognomdnica para o diagndstico e, em sua homenagem, recebeu o nome de
Corpusculo de Negri (ATANASIU, 1975).

No Brasil, a partir de 1908, uma grave epizootia que ocorreu numa regiao entre a
Serra do Mar e o litoral, em frente a ilha de Santa Catarina, levou os pesquisadores
Antonio Carini e Parreiras Horta a levantarem, em 1911, a hip6tese de serem o0s
morcegos hematofagos os transmissores do virus da raiva para os herbivoros.
Inicialmente, esta hipotese foi rejeitada pela comunidade cientifica internacional e até
ridicularizada por alguns pesquisadores que a chamaram de “fantasia tropical”. Em
1921, Haupt e Rehaag, dois veterinarios alemaes contratados cinco anos antes pelo
governo catarinense, relataram a presenca de Corpusculos de Negri em amostras de
cérebro de bovinos e de morcegos, confirmando a teoria de Carini. Mesmo assim,
muitas contestacdes ainda surgiram, pois, naquela época, Louis Pasteur afirmava que
para ser raiva, havia a necessidade do envolvimento de um céo raivoso, e no episédio
de Santa Catarina ndo havia relatos de ocorréncia da doenga em céaes (KOTAIT, 1996).
Entretanto, a demonstracdo definitiva da transmissdo da raiva por morcegos foi aceita

somente mais tarde, entre 1931 e 1936, por meio de estudos conduzidos



independentemente no Brasil, por Queiroz Lima e Torres, e em Trinidad, por Hurst e
Pawan, que demonstraram que um surto de botulismo em bovinos e de poliomielite
ascendente em humanos tratava-se, na verdade, de raiva transmitida por morcegos
hematofagos (CARNEIRO, 1954).

Atualmente, gracas a medidas profilaticas, dentre elas a vacinagao, varios paises
estdo livres da infec¢cdo: Barbados, Jamaica e vérias outras ilhas do Caribe, nas
Américas; Japdo e a maior parte da Oceania; e Irlanda, Gra-Bretanha, Paises Baixos,
Bulgaria, Espanha, Portugal, bem como varios paises escandinavos, na Europa. Apesar
disso, a raiva continua sendo um problema de saude publica nos paises em
desenvolvimento, principalmente a transmitida por cdes em areas urbanas e pelos
morcegos em areas rurais (ACHA & SZYFRES, 1986).

O agente etiolégico da raiva pertence a ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, a qual compreende mais de 100 virus de vertebrados, invertebrados e
vegetais, 0 que demonstra a diversidade destes virus. Esta familia possui trés géneros
gue infectam mamiferos: Vesiculovirus, que compreende o virus da estomatite vesicular
e relacionados, Lyssavirus, que engloba o virus da raiva e “aparentados”, e
Ephemerovirus, virus da febre efémera dos bovinos (FENNER et al., 1992; VAN
REGENMORTEL et al., 2000).

Os lyssavirus, como outros rabdovirus, consistem essencialmente de RNA (2%
a 3%), proteina (65% a 75%), lipidio (15% a 25%) e carboidrato (3%). S&o virus
envelopados com formato cilindrico, com uma extremidade arredondada e outra plana,
assemelhando-se a um projétil de revélver, com diametro de 45nm a 100nm e
comprimento de 100nm a 430nm. Apresentam projecées no envelope, em forma de
espiculas, que estdo distribuidas por toda a superficie viral, com excecdo da parte
plana do virus (figura 1). O nucleocapsideo é filamentoso, com simetria helicoidal, e
700nm de comprimento e 20nm de diametro (VAN REGENMORTEL et al., 2000).



Figura 1. Esquemas do virus da raiva em cortes longitudinal e transversal

Fonte: http://www.cdc.gov/rabies/virus.html

O genoma é composto por RNA de fita simples, linear, ndo segmentado, com
polaridade negativa complementar ao RNA mensageiro, cujo tamanho varia de 11 a 15
Kb e o peso molecular de 3,5 a 4,6 X 10° daltons. O RNA gendmico é transcrito em
cinco RNAs mensageiros, 0s quais sao traduzidos em proteinas (FENNER, et al.,
1992). As proteinas estruturais do virion, associadas ao nucleocapsideo, incluem a
nucleoproteina “N”, uma fosfoproteina “P” e a proteina “L” (uma RNA-polimerase), e as
do envelope viral, o qual envolve a ribonucleoproteina: a matriz protéica ou proteina

matrix “M” e a glicoproteina “G” (figura 2).
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Figura 2. Esquema do genoma do virus da raiva mostrando as sequéncias

codificadoras de proteinas

Fonte: http://www.cdc.gov/rabies/virus.html



Das cinco proteinas identificadas, duas sdo de especial importancia para a
protecdo imunoldgica contra os lyssavirus: a nucleoproteina (N), do RNA, que é um
antigeno grupo-especifico por apresentar uma pequena diversidade de sequiéncia de
aminoacidos entre os gendtipos, e a glicoproteina (G), das projecdes espiculadas da
superficie do virion, responsavel pela interacao do virus com os receptores da célula na
adsorcdo e essencial na inducdo de anticorpos neutralizantes, alvo das células T-
auxiliares e células citotoxicas especificas, e diretamente ligada a patogenicidade do
virus (VAN REGENMORTEL et al, 2000).

O género Lyssavirus foi classificado inicialmente em quatro sorotipos, de acordo
com caracteristicas antigénicas identificadas através de reacdes com anticorpos
monoclonais (AcMs): Tipo 1, o virus classico da raiva (“Rabies virus”) que, até 1956, era
considerado o Unico tipo (SMITH, 1996); Tipo 2, uma amostra isolada do morcego
frugivoro Eidolon helvum, na Nigéria, denominado de virus Lagos bat (CRICK, 1982);
Tipo 3, virus Mokola, isolado de gatos da Nigéria (SCHNEIDER, 1983); Tipo 4,
Duvenhage, isolado de um caso de raiva humana no sul da Africa (MEREDITH, 1971).

A caracterizagdo antigénica de variantes é realizada por meio de testes de
imunofluorescéncia indireta, onde o virus € multiplicado em camundongos ou em
cultivos celulares, fixado e submetidos a reacédo frente a painéis de AcMs preparados
contra antigenos da proteina N, fornecidos pelo CDC de Atlanta, EUA (DELPIETRO et
al., 1977; DIAZ et al., 1994).

No Brasil, dois painéis de AcMs tém sido utilizados. O primeiro é constituido por
oito AcMs preparados contra diversas amostras do virus da raiva e pré-estabelecido
pela OPAS para o estudo de amostras isoladas nas Américas (DELPIETRO et al., 1977;
DIAZ et al., 1994). Com esse painel foram identificadas no Brasil as variantes 2
(encontrada principalmente em cées), 3 (de morcegos Desmodus rotundus), 4 (do
morcego insetivoro Tadarida brasiliensis), 5 (relacionada a morcegos hematéfagos na
Venezuela, mas isolada de cachorro-do-mato Cerdocyon thous no Brasil), e variante 6
(de morcego insetivoro Lasiurus cinereus), além de algumas amostras que nao
puderam ser enquadradas nesta classificacdo (MORAIS et al., 2000; FAVORETTO et
al., 2002). O outro painel que tem sido utilizado é composto por 14 AcMs anti-N

dirigidos contra antigenos de diferentes lyssavirus (Lagos bat, Mokola, Duvenhage e



Danish bat), preparado na “Central Veterinary Agency”’”, em Weybridge, Inglaterra
(KING, 1991). Uma nova variante do virus da raiva, ndo compativel com os AcMs
existentes, foi identificada em associacdo com casos de raiva humana descritos no
Estado do Ceara, de 1991 a 1998. O sagui (Callithrix jacchus) foi identificado como a
fonte de exposicao (FAVORETTO et al., 2001).

Com o advento das técnicas genéticas, como RT-PCR, adotou-se o termo
genotipo no lugar de sorotipo. Por meio da caracterizacado genética, nos Ultimos anos o
género Lyssavirus passou a incluir sete espécies distintas: o virus classico da raiva,
genotipo 1, que infecta mamiferos terrestres e morcegos nas Américas; o Lagos bat,
genoétipo 2, isolado pela primeira vez de um morcego na Africa, em 1956; o virus
Mokola, gendtipo 3, que foi isolado de mussaranhos (Crocidura sp), de humanos e de
felinos na Etiépia, Nigéria e Zimbabue, também no continente africano (SHOPE et al.,
1970); o virus Duvenhage, gendtipo 4, isolado de humano e, posteriormente, de
morcegos insetivoros da Africa do Sul e Zimbabue (BOURHY et al., 1993); o European
bat Lyssavirus 1, genotipo 5, isolado de um caso de raiva humana na Russia e de
morcegos insetivoros do género Eptesicus no continente europeu; o European bat
Lyssavirus 2, genotipo 6, de um caso humano na Finlandia e de morcegos insetivoros
do género Myotis (BRASS, 1994); e o gendtipo 7, denominado Australian bat
Lyssavirus, isolado na década de 90 de morcegos frugivoros da Australia, da espécie
Pteropus alecto, conhecido como raposa voadora (FRASER et al., 1996). Mais
recentemente, outros quatro lyssavirus “divergentes” foram isolados de morcegos
insetivoros: O virus Aravan, do morcego Myotis blyti, no Kirguistdo, Asia Central (ARAI
et al., 2003); o virus Khujand, do morcego Myotis mystacinus, no Tadjiquistdo, também
na Asia Central (KUZMIN et al., 2003); o Irkut, do morcego Murina leucogaster, em
Irkutsk, na Russia; e o West Caucasian bat, de morcegos Miniopterus schreibersi, das
montanhas do Caucaso (WUNNER, 2002).

Esses sete gendtipos foram divididos em dois filogrupos. O filogrupo I, que inclui
0s genatipos 1, 4, 5, 6, e 7, e o filogrupo Il, com os genotipos 2 e 3. Os isolados mais
recentes, ainda ndo classificados em genotipos, também foram agrupados em
filogrupos. Os virus Aravan, Khujand e Irkut no filogrupo | e o West Caucasian bat no

filogrupo Il. Os virus do filogrupo |, quando inoculados em camundongos, provocam



sintomatologia caracteristica da raiva, enquanto que com os virus do filogrupo Il ndo ha
desenvolvimento de sinais caracteristicos (BADRANE et al., 2001).

A OMS e a OIE consideram como raiva apenas a doenc¢a causada pelo genétipo
1, classificando as demais como “encefalites relacionadas”, e como “aparentados” os
virus pertencentes aos outros genotipos (WHO, 2008). Nas Ameéricas, s6 foram
registrados casos envolvendo o genoétipo 1, acometendo diferentes espécies de
mamiferos e sendo mantidos principalmente em dois reservatorios, canideos e
morcegos. No Brasil, a andlise filogenética da nucleoproteina N, uma regido
conservada do genoma, de amostras isoladas de varias espécies animais e de
humanos confirmou estes dois reservatorios. As amostras foram classificadas como
DRRYV, “dog-related rabis virus”, e VRRV, “vampire bat-related rabies virus” (ITO et al.,
2001). Outros pesquisadores utilizaram esta mesma classificacdo ao analisarem
amostras isoladas de diferentes espécies no Brasil (cinco bovinos, dois equinos, dois
ovinos, um suino, um morcego hematéfago, dois cées, um gato e um humano), porém
elegeram para estudo a regido da glicoproteina G, mais susceptivel a mutacdes e
relacionada a infectividade e patogenicidade do virus. Em ambos o0s casos o0s
pesquisadores fazem parte de um grupo que desde 2000 desenvolve estudos
moleculares com o objetivo de avaliar caracteristicas epidemiolégicas da raiva no Brasil,
no qual estdo envolvidas a Universidade de Nihon, do Japdo, e as brasileiras
Universidade de Sdo Paulo, Universidade Estadual Paulista (campus de Jaboticabal) e
Universidade Federal de Mato Grosso (SATO et al., 2004).

Esse tipo de investigacdo muito contribui para o esclarecimento da epidemiologia
da raiva, principalmente no que se refere a adaptacao do virus ao hospedeiro. A analise
filogenética, com base no gene N, de material genético amplificado de amostras de
morcegos do Estado de S&o Paulo (trés hematofagos, um frugivoro e 13 insetivoros),
revelou que os virus isolados de morcegos, que foram geneticamente divididos em
quatro linhagens, tiveram a tendéncia de depender da espécie de morcego hospedeira.
A primeira linhagem consistiu principalmente de isolados de morcegos hemato6fagos,
incluindo os frugivoros Artibeus spp., as outras trés linhagens foram provenientes de
isolados de morcegos insetivoros, o que indicou a possibilidade de existirem, no Brasil,

variantes do virus da raiva em morcegos que sao espécies-especificas. Considerando o



grande numero de espécies de morcegos da fauna silvestre do pais, € provavel que

existam variantes do virus da raiva ainda desconhecidas (KOBAYASHI et al., 2005).

A distribuicdo geogréfica da raiva bovina relacionada a morcego hematéfago foi
estudada por KOBAYASHI et al. (2006). Foram analisadas, filogeneticamente e
geograficamente, 77 amostras de virus isoladas a partir de bovinos de varios estados
do Brasil. Esses isolados foram divididos em nove subgrupos genéticos, 0s quais estao
amplamente distribuidos em regibes de baixa altitude, com alguns subgrupos
separados uns dos outros por cadeias de montanhas. Além disso, a separacao dos
subgrupos em regides montanhosas foi correlacionada com altitude. Os resultados do
trabalho indicam que a raiva bovina € derivada de diversas variantes regionalmente
definidas, o que sugere que a distribuicdo geogréfica da doenca esta relacionada com a
da populacédo de morcegos hematofagos.

Andlises filogenéticas e geograficas utilizando dados de sequenciamento de 570
amostras de virus isoladas de bovinos oriundos de uma vasta area do Brasil, obtidas de
1987 a 2006, revelaram a existéncia de dezenas de variantes regionais associadas aos
morcegos hematéfagos, cujos padrdes de distribuicdo foram afetados por montanhas e
rios. Os resultados sugeriram que as caracteristicas epidemiologicas da raiva
transmitida por morcegos hematéfagos no Brasil parecem estar associadas com as
caracteristicas geograficas e topograficas das areas nas quais 0s rebanhos sao
mantidos, e com fatores que afetam a ecologia dos morcegos. A elucidagdo dessas
caracteristicas epidemiolégicas é muito importante na avaliacdo da eficacia das
medidas de controle da raiva transmitida por morcegos e devem ser levadas em conta
no planejamento (KOBAYASHI et al., 2008).

O virus da raiva € considerado neurotropico. Progride desde o local da infeccao
até o cérebro, onde causa lesbes irreversiveis provocando paralisias musculares e a
morte por asfixia, em decorréncia da paralisia do diafragma. A penetracdo do virus no
hospedeiro ocorre pelo contato direto. A forma mais comum de transmisséo é por meio
de ferimentos na pele produzidos por mordeduras e arranhaduras de animais que
estejam eliminando o virus pela saliva, mas pode ocorrer também por mucosas integras
gue entrem em contato com saliva ou tecidos contaminados (ALVES et al.,, 2003).

Existem, ainda, relatos de transmissdo pelo consumo de carcacas contaminadas
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congeladas na regido artica (MURRAY et al.,, 2000), pela inalagdo de aerossoéis em
cavernas densamente povoadas por morcegos infectados (FISHBEIN, 1991) e por
transplantes de cérneas e outros 6rgéos (CDC, 1999). Apés a inoculacao, o virus pode
alcancar diretamente as terminagdes sensoriais e motoras ou permanecer algumas
horas nas células musculares do ponto de inoculagdo (BAER, 1972). Os virus replicam-
se no tecido muscular estriado e, nas jun¢gdes neuromusculares, ligam-se a receptores
nicotinicos da acetilcolina e seguem pelos axdnios dos nervos periféricos e neurdnios
motores até os ganglios espinhais, passando entdo a medula e ascendendo até o
cérebro, onde ocorre uma encefalomielite aguda (REAGAN et al., 1985). Alguns autores
observaram outros possiveis receptores para o virus da raiva, como o acido sialico de
gangliosideos e as moléculas de adeséo celular neurais (THOULOUZE et al., 1998),
bem como o receptor de neurotrofinas P75NTR (TUFFEREAU et al., 1998).

JACOB et al. (2000) observaram que a conduc¢ao do virus aos nervos periféricos,
via terminacdes nervosas motoras, parece utilizar o sistema motor celular num fluxo
retrogrado, provavelmente envolvendo a proteina motora dineina, além das juncbes
sinpticas e conexdes intercelulares diretas, até atingir o SNC.

Embora as proteinas do virus da raiva sejam altamente imunogénicas, a
resposta imune contra o virus é fraca durante a fase ascendente desde o local de
entrada até o SNC, o que pode ser atribuido a barreira hemato-encefélica, que mantém
o virus isolado dos anticorpos e células imunes (GONCALVES et al., 2002). Na
resposta imune a apresentacdo dos antigenos pelos macréfagos € crucial para a
producéo de anticorpos pelos linfocitos B e para a estimulacdo de linfocitos T-auxiliares
que, por sua vez, produzirdo as citocinas envolvidas na eliminagéo do virus. Entretanto,
a estimulacdo de linfocitos B e a sintese de imunoglobulinas geralmente ndo ocorrem
até os sinais clinicos aparecerem e o titulo de anticorpos neutralizantes permanece
baixo até a fase terminal da doenca, atingindo seu pico préximo da morte do hospedeiro
(ZANETTI, 1998).

A partir do SNC o virus se dissemina de maneira centrifuga, via nervos
periféricos, em direcdo a diversos 6rgdos. Antigenos virais ja foram detectados em
células da epiderme, foliculos pilosos, retina, cornea, glandulas lacrimais, glandulas

salivares, pulmdo, mdusculo cardiaco, mucosas gastrica e intestinal, pancreas,
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parénquima renal, glandulas adrenais, ureteres, bexiga e uretra (CHARLTON, 1988;
GERMANO et al., 1988). O virus replica-se nas glandulas salivares e sua excrecao
através da saliva é o principal mecanismo de dissemina¢édo (SCHNEIDER, 1991).

A viruléncia, relacionada ao neurotropismo do virus da raiva, pode ser explicada
pela sua capacidade de interagir com 0s receptores da membrana celular, como o
receptor nicotinico e a molécula de adeséo da célula neural (THOULOUZE et al., 1998).
Mutacdes na proteina G da superficie viral, responsavel pela ligacdo a estes
receptores, tém um papel essencial na patogenicidade do virus. Em algumas amostras
selvagens verificou-se que o aminoacido arginina ou lisina na posicdo 333 da
glicoproteina era o responséavel pela viruléncia, e variantes do virus onde ocorria a troca
desses aminoacidos por glutamina, isoleucina, glicina, metionina ou serina
apresentaram pouca ou henhuma viruléncia quando inoculados por via intracerebral em
camundongos adultos (DIETZSCHOLD et al., 1996).

Embora todos os animais vertebrados de sangue quente sejam susceptiveis a
infeccdo experimental, apenas os mamiferos sdo importantes na epidemiologia da
doenca. Existem mais de 4.000 espécies na classe Mammalia, todos teoricamente
susceptiveis e capazes de infectar outros mamiferos (RUPPRECHT et al., 2001),
observando-se dentro deste grupo alguns animais mais aptos que outros na dispersao
do virus rabico e uma variacdo de suscetibilidade entre as espécies (KAPLAN, 1985). O
virus ja foi isolado de quase todas as ordens de mamiferos, porém os que séo
considerados reservatérios pertencem principalmente as ordens Carnivora e Chiroptera
(ACHA & SZYFRES, 2003; RUPPRECHT et al., 2002).

Na América Latina e nas regides onde a raiva em animais domeésticos nao esta
controlada, o cao € o principal transmissor da raiva aos humanos e a outros animais
domésticos. Os morcegos hematéfagos sdo os principais transmissores da doenca para
os herbivoros (QUEIROZ LIMA, 1934), mas as espécies insetivoras e frugivoras
também podem transmitir a raiva (SILVA et al., 1967; ACHA & SZYFRES, 1986).

No Brasil, tem-se observado um aumento na incidéncia de casos de raiva em
animais silvestres, enquanto decresce a incidéncia em caes e gatos. No ano de 1999,
registrou-se 37 casos em silvestres, sendo quatro em morcegos hematéfagos, seis em

ndao hematéfagos, 15 em raposas, trés em cangambds, um em macaco e 0oito em
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espécies nao identificadas. No ano de 2002, o numero de casos elevou-se para 89,
sendo 12 em morcegos hematofagos, dois em ndo-hematéfagos, 55 em espécies nao
identificadas, cinco em cangambas, 13 em raposas e dois em animais de outras
espécies (OPAS, 2002). Em 2005, somente em morcegos foram registrados 196 casos.
Neste mesmo periodo, a incidéncia em caes caiu de 970 casos, em 1999, para 93, em
2005 (OPAS, 2005).

A raiva pode se apresentar, em geral, de duas formas: raiva furiosa e raiva
paralitica ou muda, de acordo com a sintomatologia mostrada pelo individuo infectado
(MURRAY et al., 2000).

Existe uma grande variagcdo no periodo de incubacdo da doenga, tanto em
humanos quanto em animais, geralmente variando de 20 a 90 dias (JACKSON, 2003),
existindo relatos de periodo de mais de um ano. SMITH et al. (1991), por exemplo,
investigaram trés imigrantes nos EUA que morreram de raiva sem historico de
exposicdo a qualquer fonte de infec¢do. Concluiu-se que a infeccdo ndo poderia ter
ocorrido naquele pais, mas sim nos paises de origem de cada um dos imigrantes,
sugerindo entdo que se tratava de longos periodos de incubacdo (11 meses, quatro
anos e seis anos). Esta variabilidade pode ser justificada pela proximidade da mordida
em relacdo ao SNC, variacdo da inervacao do local, severidade da lesdo, quantidade
de virus inoculado e por fatores do proprio hospedeiro (JACKSON, 2003).

Nos humanos, a enfermidade comeca com uma sensacado de angustia, cefaléia,
pequena elevacdo da temperatura corporea, mal-estar e alteragbes sensoriais,
geralmente no local da mordedura. Na fase seguinte ocorre excitacdo, hiperestesia e
uma extrema sensibilidade a luz e ao som, dilatacdo das pupilas e aumento da
salivacdo. A medida que a enfermidade progride, h4 espasmos nos musculos de
degluticdo e os liquidos sao rejeitados violentamente por contracdes musculares. Esta
disfuncdo de degluticdo se observa na maioria dos enfermos, muitos dos quais
apresentam contracdes espasmadicas laringofaringeas a simples vista de um liquido, e
se abstém de deglutir a propria saliva (hidrofobia). Pode-se observar também espasmos
nos musculos respiratorios e convulsdes generalizadas. A fase de excitacdo pode ser

predominante até a morte, ou substituida por uma fase de paralisia generalizada. A
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enfermidade dura, em média, de dois a seis dias, algumas vezes um periodo maior e,
de modo quase invariavel, termina com morte (MURRAY et al., 2000).

Nos cées e gatos, o periodo de incubacao €, em geral, de 10 dias a dois meses.
Na fase prodrébmica estes animais manifestam alteracbes de comportamento, se
escondem em locais escuros ou mostram uma agitacédo inusitada, dando voltas sem
parar (BRASIL, 2007). Na forma furiosa, a excitabilidade reflexa est4d exaltada e
observa-se ainda anorexia, irritacdo na regido da mordedura, estimulacdo das vias
geniturinarias e um ligeiro aumento na temperatura corporea. Depois de um a trés dias,
o0 cdo (ou gato) torna-se agressivo, com tendéncia a morder objetos, animais e o
homem. A salivacdo é abundante, jA que o animal ndo deglute a saliva devido a
paralisia dos musculos de degluticdo, havendo, nos cdes, uma alteracdo do latido
devido a paralisia parcial das cordas vocais, provocando um latido rouco e prolongado.
No lugar da expressdo placida normal, os animais apresentam-se muito atentos e
seguem 0s movimentos e ruidos ao seu redor com os olhos e as orelhas (KOTAIT et al.,
1998). Na fase terminal podem ser observadas convulsdes generalizadas, ap0s as
quais ocorrem incoordenacdo muscular e paralisia dos musculos do tronco e das
extremidades, seguidas de coma e morte (ATANASIU, 1975). A forma muda ou
paralitica caracteriza-se pelo predominio de sintomas paraliticos onde a fase de
excitacdo € muito curta ou ausente. A paralisia comeca pelos musculos da cabeca e
pescoco, o animal tem dificuldade na degluticho e pode-se suspeitar que esteja
engasgado. E quando o proprietério que tenta intervir sem o devido cuidado expde-se a
infeccdo. Logo se manifesta a paralisia das extremidades, em seguida a paralisia geral
e a morte. O curso da enfermidade pode durar de um a 11 dias (RUPPRECHT et al.,
2001).

Em herbivoros, o periodo de incubacdo varia de 25 a 90 dias. Na raiva
transmitida pelo morcego hematofago Desmodus rotundus, ha predominancia de
sintomatologia do tipo paralitico. Os animais acometidos isolam-se do rebanho, alguns
podem apresentar midriase e pélos arrepiados, enquanto outros apresentam
sonoléncia. Pode haver movimentos anormais das extremidades posteriores,
lacrimejamento e corrimento nasal catarral. Os acessos de furia sédo raros e podem ser

notados tremores musculares, inquietude, priapismo e hipersensibilidade no local da
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mordedura do morcego, levando o animal doente a raspar e cocar essa regido até
causar ulceragfes. Muitas vezes hd aumento da libido, os mugidos séo frequentes e
intercortados e o0 tenesmo é bastante frequente. Com a progressdao do quadro
sintomatolégico (dois a trés dias apdés o inicio dos sintomas) aparecem as
incoordenacgdes e contragdes da musculatura do pescoco, tronco e extremidades. O
andar é cambaleante, a ruminacdo cessa e ha dificuldade de degluticdo, dando a
aparéncia de engasgo. Finalmente caem e tentam, sem sucesso, se levantar. Mufla e
labios ficam cobertos por uma baba amarelada e espumosa. A duracdo da doenca &,
geralmente, de quatro a sete dias, terminando, invariavelmente, com a morte que se da
por paralisia da musculatura envolvida na respiragdo (KOTAIT et al., 1998).

Apo6s o aparecimento dos sintomas, a raiva € fatal em praticamente 100% dos
casos (NILSSON, 1970). A divulgacdo da cura de um paciente humano, uma
adolescente de Milwaukee (EUA), cujo tratamento foi baseado na inducdo do coma e
administracdo de drogas antivirais, sem a utilizacdo de produtos imunobiologicos
(WILLOUGHBY et al., 2005), gerou uma grande expectativa em relacdo ao tratamento.
Porém, alguns autores aconselham cautela antes da confirmacdo da eficacia do
tratamento, considerando que o diagnodstico ndo foi definitivo, pois ndo houve
isolamento viral, e foi baseado em evidéncia sorolégica (WILDE et al., 2008). Todavia, o
protocolo de Milwaukee vem sendo utilizado em varios paises e, em novembro de 2008,
0 governo brasileiro anunciou que um jovem do Estado de Pernambuco, no qual foi
diagnosticado raiva, apos ser submetido a esse tratamento apresentou trés resultados
negativos seguidos em exames diagnosticos realizados pelo Instituto Pasteur de Séo
Paulo (BRASIL, 2008).

A prevencdo da raiva animal € o instrumento mais importante no controle da
raiva humana (FENNER et al., 1992). Sempre que possivel uma suspeita clinica de
raiva deve ser confirmada por testes laboratoriais (KING, 1998). Os resultados
laboratoriais influenciam tanto na decisdo de se proceder ou ndo um tratamento como
na decisao de se instituir medidas para controle de uma epizootia em uma comunidade.
Além disso, permitem assegurar a efichAcia e a seguranca de produtos biologicos
usados nos tratamentos de prevencdo em humanos e animais (MESLIN & KAPLAN,
1996a).
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O diagndstico laboratorial da raiva € realizado rotineiramente com materiais
obtidos do SNC, incluindo-se os fragmentos do encéfalo, cerebelo e medula espinhal.
Ao exame microscépico, alguns membros da familia Rhabdoviridae, como o virus da
raiva, sdo distinguidos dos outros membros do grupo pela formacdo de inclusdes
citoplasméticas caracteristicas, os corpusculos de Negri (ATANASIU, 1975).

O teste de Imunofluorescéncia Direta (IFD), descrito por GOLDWASSER &
KISSLING (1958), e modificado por DEAN et al. (1996), ainda permanece como padrao
para o diagnostico de raiva. E uma prova rapida, muito sensivel e especifica. Outra
vantagem € que pode ser utilizado para pacientes ainda com vida (ACHA & SZYFRES,
2003; RUPPRECHT et al., 2002). Porém, permanece ainda a questdo de resultados
falso-negativos, que podem ocorrer com 0 uso desta técnica. Para minimizar esses
erros, os especialistas que contribuem para a OMS recomendam o uso de pelo menos
duas técnicas para o estabelecimento do diagnoéstico: IFD e Inoculacao intracerebral em
camundongos (IIC) (DEAN et al., 1996; KOPROWSKI, 1996).

A pesquisa microscoépica dos Corpusculos de Negri por exame histopatolégico
com coloragéo direta, como no método de Sellers, é um procedimento simples, rapido e
econdmico, porém é um método menos sensivel (ACHA & SZYFRES, 2003).

Os AcMs contra o virus rabico foram produzidos pela primeira vez por WIKTOR
& KOPROWSKI (1978) e atuam na glicoproteina ou no nucleocapsideo viral. Embora
esta técnica seja empregada principalmente em investigacfes epidemioldgicas, tem se
mostrado Util no diagnostico em certas circunstancias, como nos casos de raiva
humana “importada” e em casos sem historico de exposicdo (MESLIN & KAPLAN,
1996a; SMITH et al., 1991).

As provas sorologicas sao aplicadas para se conhecer a resposta imunolégica de
pessoas ou animais vacinados, as evidéncias de infecgbes ndo fatais e também em
experimentos que envolvem a patogenia (CLIQUET et al.,, 1998). As técnicas
moleculares modernas, como o RT-PCR, podem detectar o &cido nucléico dos
Lyssavirus, porém, devido a sua demora, alto custo de equipamentos e mao-de-obra e
alto risco de falsos positivos e falsos negativos, recomenda-se que ndo se utilize esta
técnica para diagnostico de rotina, podendo ser usado como um teste confirmatério
(RUPPRECHT et al., 2002).
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O controle da raiva animal nas areas urbanas baseia-se principalmente na
vacinagdo dos animais domésticos, sendo esta uma atribuicdo dos governos estaduais
e municipais. O Programa de Controle da Raiva, preconizado pela OMS, pela OPAS e
pelo Ministério da Saude do Brasil, define a vacinacdo de cdes e gatos, a apreensao de
caes errantes, o atendimento de pessoas envolvidas em agravos com animais, a
observacdo clinica de cdes e gatos, o tratamento de pessoas expostas ao risco de
infeccdo rabica, a vigilancia epidemioldgica (contemplando, entre outros tdpicos, a
colheita e envio de material para exames laboratoriais e o controle de areas de foco de
raiva) e a educacdo em saude, como atividades para estabelecimento de um sistema
eficiente de controle da raiva canina e humana, tendo em vista que nos paises em
desenvolvimento o cédo é ainda o principal agressor e transmissor da doenca aos seres
humanos, sendo a avaliacdo da circulacao do virus na espécie canina um dos principais
parametros para que a doenca seja considerada controlada (BRASIL, 2007).

A raiva dos animais de interesse econdmico ou, simplesmente, raiva rural ou dos
herbivoros, vem aumentando desde a década de 80 na maioria dos estados brasileiros
e nos paises da Ameérica Latina onde existe o morcego hematéfago Desmodus
rotundus. A raiva bovina preocupa governantes e pecuaristas, tanto por ser uma
zoonose, quanto pelos prejuizos econdémicos que causa. Entre perdas diretas e
indiretas, estimou-se que 0s prejuizos podem atingir 175 milhdes de ddélares/ano na
América Latina, com a morte, s6 no Brasil, de cerca de 40.000 bovinos (ACHA &
MALAGA-ALBA, 1988). Entretanto, esses valores podem ser muito maiores devido a
subnotificacdo. Conforme estimativa do MAPA, para cada caso notificado, dez deixam
de ser, em consequéncia de um servico de vigilancia carente de maiores investimentos
em recursos humanos e financeiros. Na zona rural a acao fundamental € o controle da
raiva bovina, que tem os morcegos como fonte de infeccdo primaria. A profilaxia da
raiva em herbivoros é feita mediante a utilizacdo de programas estratégicos e
continuos, utilizando-se a vacinacdo do rebanho em areas onde haja incidéncia de raiva
e controle populacional dos agentes transmissores, que sdo 0s morcegos hematéfagos.
Para adequado controle da raiva dos herbivoros, segundo o Programa Nacional de
Controle da Raiva dos Herbivoros, do MAPA, trés medidas devem ser adotadas

sistematicamente: atendimento a foco, controle populacional de morcegos e vacinagéo.
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Em relacédo a atendimento a focos, quando ocorre a comunicacdo de um caso suspeito
de raiva em herbivoros, os seguintes procedimentos devem ser adotados: anamnese,
exames clinicos, necropsia, colheita de material e encaminhamento para laboratério
com correto acondicionamento e conservacgao, e colheita de dados epidemioldgicos. Ja
o controle populacional de morcegos é feito por meio de uma medida oficial que se
baseia no uso da pasta vampiricida (a base de substancias anticoagulantes), seja nos
morcegos hematofagos ou nas mordeduras nos animais atingidos (BRASIL, 2005).

A vacinacdo é uma ferramenta importante para o controle da raiva, pois diminui a
ocorréncia nas especies vacinadas (NOGUEIRA, 2003). No meio urbano, a vacinacao
de cdes e gatos rompe eficazmente a cadeia de transmissdo de raiva aos seres
humanos (BERAN & CROWLEY, 1983). No meio rural, a vacinagdo dos herbivoros,
especialmente ruminantes e equinos, diminui consideravelmente a ocorréncia da raiva
transmitida por quirépteros (WHO, 1992).

No Estado de S&o Paulo, o controle da raiva na zona rural é atribuido a
Coordenadoria de Defesa Agropecuaria, O6rgdo da Secretaria de Agricultura e
Abastecimento, que estabeleceu, em 2001, a obrigatoriedade da vacinag¢do anti-rabica
dos herbivoros em alguns municipios considerados endémicos, juntamente com a
vacina de febre aftosa (CDA, 2001).

Apés o sucesso de Pasteur, em 1885, que realizou o primeiro tratamento pos
exposicado utilizando uma vacina produzida a partir de medula espinhal de coelhos
adultos infectados com o virus da raiva, parcialmente inativado pelo fenol, o foco
passou a ser o desenvolvimento de vacinas mais seguras, sem as indesejadas
sequelas neuroldgicas produzidas por essa vacina (DREESEN, 1997). O segundo
passo foi a inativagcdo completa pela associa¢cdo de fenol com aquecimento, e formol, o
gue diminuiu o risco de provocar a doenca, mas manteve as desvantagens do curto
periodo de imunidade e da alta frequiéncia de reacdes neuroldgicas (BLANCOU, 1986).
A seguir, a tentativa foi a de se utilizar outras espécies animais para a inoculacao viral,
como carneiros, bezerros e camundongos, preferencialmente jovens, o que permitiu
constatar as vantagens da utilizacdo de camundongos neonatos, mais sensiveis ao

virus e com menor quantidade de mielina, possibilitando o uso de doses menores sem
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prejuizo a inducdo de imunidade e com menos reacfes adversas (FUENZALIDA &
PALACIOS, 1955).

Outra geracdo de vacinas contra a raiva que surgiu, na década de 50, foi a de
virus vivo modificado, ou simplesmente vacinas atenuadas, obtidas através de varias
passagens em ovo embrionado de galinhas: Flury LEP (“low egg passage”, 70
passagens), Flury HEP (“high egg passage”, 180 passagens), e Kelev (100 passagens),
bem como as de cultivo celular, SAD (“Street Alabama Dufferin”) e ERA (Ellen-Rokitnic-
Abelseth), j& na década de 60, que apresentavam a vantagem de proporcionar maior
periodo de imunidade (CORDEIRO et al., 1990). Porém, eram restritas a determinadas
espécies, além de serem termossensiveis e menos seguras, devido a possibilidade de
reversdo da patogenicidade (BLANCOU, 1986; KOTAIT et al., 1998). Com o advento
das culturas celulares, surgiram grandes avanc¢os na producéo de vacinas (ESPESETH,
1996). Nessa mesma década, o “Wistar Institute”, na Filadélfia (EUA), desenvolveu a
primeira vacina em cultura de células dipléides humanas, produzida com a estirpe PM e
inativada pela 3-propiolactona. Esta vacina foi liberada para uso em humanos em 1976
e apresentou baixo indice de reacdes adversas, mas o preco foi limitante para 0 uso em
larga escala (COSTA et al., 2000).

Por mais de 100 anos, vacinas contra a raiva originadas de tecido nervoso vém
sendo utilizadas para a imunizagcdo de humanos. Estas vacinas sao consideradas
econOmicas e conferem boa protecdo, mesmo sem alcancar poténcias elevadas, mas
estdo associadas a efeitos adversos graves (DIAZ, 1996). Apesar disso, continuam a
ser a Unica opcao para a populacdo de paises subdesenvolvidos, enquanto que as
vacinas originadas de cultivo celular, mais seguras e eficazes, estdo disponiveis ha
mais de 20 anos para as populacdes de paises desenvolvidos, justamente as que tém
menor risco de contrair a doenga (OMS, 2002).

No Brasil, a vacina utilizada nos programas de saude publica, a partir de 2006, é
originada de células Vero, uma linhagem celular derivada do rim do macaco verde
africano, que utiliza a estirpe PM, é inativada e purificada por ultracentrifugacao,
portanto mais segura. Em casos de reacdo de hipersensibilidade, utiliza-se a vacina

produzida em cultura de células diploides humanas.
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Uma variedade de vacinas veterinarias contra a raiva, atenuadas e inativadas,
tem sido usadas no Brasil desde 1911, quando técnicos do Ministério da Agricultura
elaboraram as primeiras, numa tentativa de comecar a imunizar os rebanhos. Em 1966
foi instituido, pelo Ministério da Agricultura, o Plano de Combate a Raiva dos
Herbivoros, sistematizando as ac¢les profilaticas e intensificando as campanhas de
vacinacdo. Vacinas tipo Formidogel, Flury LEP, Flury HEP, Fuenzalida-Palacios
modificada e, mais recentemente, as de cultivo celular, tém sido utilizadas (CORTES et
al., 1993; KOTAIT et al., 1998). A primeira preparacdo em cultivo celular, em células da
linhagem BHK, data de 1960, mas somente em 1978 produziu-se em escala industrial
(CORTES et al.,, 1993). Em 2002, o MAPA editou a Instrucdo Normativa N° 5, que
atualizou o Plano de Combate a Raiva, instituindo o Programa Nacional de Controle da
Raiva dos Herbivoros (PNCHR) e aprovando as Normas Técnicas para o Controle da
Raiva dos Herbivoros no Brasil. Nesta Instrucdo Normativa as vacinas atenuadas foram
banidas. Desde entdo, apenas vacinas inativadas produzidas em cultivo celular séo
utilizadas (BRASIL, 2005). Somente as vacinas utilizadas em campanhas de controle
da raiva canina, sob responsabilidade do Ministério da Saude, continuam sendo
produzidas em cérebro de camundongos lactentes (Fuenzalida-Palacios modificada),
mas em 2008 algumas partidas de vacinas de cultivo celular comecaram a ser
introduzidas na campanha.

Véarios métodos e diferentes substancias quimicas tém sido usados como
inativantes na producdo dessas vacinas. A inativacdo suprime a capacidade de
replicacdo dos virus pela destruicdo de estruturas essenciais como 0 genoma,
mantendo estruturas proteicas imunogénicas. Atualmente sdo utilizados os inativantes
de primeira ordem, que possuem uma cinética de inativacdo constante: a -
propiolactona; a Acetiletlenoimina e a Etilenoimina; a Bromoetilenoamina, a
Bromoetilenoimina binaria e outras iminas e, menos frequentemente, a radiacdo
ultravioleta (VAZ, 1999; COSTA et al., 2000).

O uso de adjuvantes em vacinas inativadas de cultivo celular faz com que a
resposta imunologica seja equiparada a das vacinas atenuadas, desde que
conservadas em condi¢des ideais (SILVA & CUNHA, 1973). Sdo substancias que nao

possuem capacidade imunogénica especifica isoladamente, mas quando adicionadas a



20

vacina potencializam a resposta imune especifica contra o antigeno (BIER et al., 1982).
O mecanismo de acdo dos adjuvantes ndo esta completamente esclarecido, mas
alguns efeitos como o de prolongar a permanéncia do antigeno no organismo, formagéao
de granulomas e inducdo da resposta imune inespecifica ja foram descritos (TIZAR,
2000). Existem cerca de 20 vacinas comerciais diferentes disponiveis no Brasil, entre
nacionais e importadas, sendo que a maioria utiliza células BHK infectadas com a
amostra PV e hidroxido de aluminio como adjuvante. Algumas associam saponina, um
complexo quimico vegetal com poder detergente, ou avridine, um aminolipoide sintético
que aumenta a persisténcia da resposta imune (CORTES et al., 1993).

Existem, ainda, as vacinas recombinantes, produzidas pela inser¢cdo de uma
copia do gene da glicoproteina no genoma do virus vacinal Poxvirus, indicadas
principalmente para imunizacdo por via oral de espécies silvestres, através do uso de
iscas comestiveis. Estas vacinas foram usadas com sucesso em alguns paises da
Europa e América do Norte, mas néo estéo liberadas para uso no Brasil (WHO, 1992;
CORTES et al., 1993; KOTAIT et al., 1998). Atualmente, o uso desta vacina esta sendo
testado em morcegos, através de capturas e aplicacdo de pasta, do mesmo modo que
se faz com a pasta vampiricida e, num futuro proximo, plantas geneticamente
modificadas poder&o induzir imunidade contra a raiva e outras doencas. E possivel, por
exemplo, obter antigenos de raiva em plantas do tabaco (KOPROWSKI & YUSIBOV,
2001; SCHATZMAYR, 2002).

Falhas vacinais podem ocorrer por razdes intrinsecas e extrinsecas a vacina. No
momento da vacinacdo, o animal deve estar higido para que outros processos
metabodlicos e patolégicos nao interfiram na resposta imunolégica. Os cuidados na
vacinacdo devem incluir a via de aplicacdo correta, dose adequada, tipo de vacina e,
principalmente, conservacéo do produto, desde a origem até o momento da vacinacao,
observando-se a manutencao do resfriamento entre 2°C e 8°C (KOTAIT et al., 1998).

A necessidade de avaliacdo da poténcia das vacinas € reconhecida desde a
época de Pasteur. Os testes para avaliar a capacidade de uma vacina contra a raiva de
induzir prote¢do nos individuos vacinados foram desenvolvidos ha décadas, com uso
de modelos animais vivos. No entanto, o uso de animais de laboratério como o
camundongo (Mus musculus) para pesquisa e diagnoéstico da raiva iniciou-se com
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Webster e Dawson, em 1935, que relataram pela primeira vez a grande susceptibilidade
desta espécie animal a inoculacdo intracerebral do virus da raiva. A grande variagéo
nas poténcias das vacinas comerciais foram motivo de pesquisas e desenvolvimento de
varios testes de poténcia, como os de Habel, NIH e Koprowski, entre outros (STEELE,
1975). O teste de Koprowski foi desenvolvido para vacinas atenuadas e utiliza cobaias
(Cavia porcellus) como modelo. O teste de Habel utiliza o conceito da ruptura da
imunidade, onde grupos de camundongos séo vacinados com seis doses da vacina em
teste, via intraperitoneal, e depois sdo desafiados com diferentes diluicbes do virus
CVS, via intracerebral. Grupos néo vacinados recebem o mesmo desafio e a poténcia,
ou indice de Habel, é determinada pela diferenca entre a dose letal capaz de matar
50% (DLsp) dos camundongos vacinados e a DLsy dos camundongos nao-vacinados. A
diferenca, expressa em logaritmo, deve ser maior ou igual a 4 para que um lote seja
aprovado (HABEL, 1976). E um teste confiavel por apresentar alta reprodutibilidade, e
foi adotado como o teste oficial, no Brasil, desde o inicio das atividades da Unidade de
Controle de Vacinas contra a Raiva do Lanagro/SP, em 1988, até ser substituido pelo
teste NIH, em 2002 (VAZ, 1999; BRASIL, 2002). O teste de poténcia NIH, desenvolvido
nos “National Institutes of Health”, em Bethesda (EUA), é o mais adotado
internacionalmente e considerado o mais padronizado (HABEL, 1976). E o teste
preconizado pela OMS (WHO, 1992a). Possui a vantagem de incluir uma vacina de
referéncia nacional (VRN) padronizada através de testes comparativos com uma vacina
de referéncia internacional (VRI). O “5° Padréo Internacional para Vacinas de Raiva”, a
atual VRI, foi estabelecido em 1991 em estudos colaborativos internacionais. E uma
vacina preparada com o virus da estirpe PM replicado em células Vero e inativado por
B-propiolactona. E purificada, liofilizada e envasada em ampolas contendo 16 UlI,
mantidas e distribuidas aos laboratérios de producéo e controle pelo “State Serum
Institute”, em Copenhaguen, na Dinamarca (WHO, 1992b). Dessa maneira,
indiretamente, toda vacina submetida ao teste de poténcia NIH é comparada a VRI e
pode ter o resultado expresso em unidades internacionais.

Diferentemente do teste de Habel, o teste NIH baseia-se no conceito da extincao
do antigeno, onde grupos de camundongos s&o inoculados com diluicdes crescentes da

vacina em teste, enquanto outros grupos recebem a vacina de referéncia, cujo titulo é
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conhecido, nas mesmas diluicbes crescentes, em duas doses com intervalo de uma
semana entre elas. Uma semana apdés a segunda dose, todos os camundongos
vacinados sao inoculados por via intracerebral com uma dose fixa do virus CVS.
Determina-se, entéo, a dose efetiva (DEso) capaz de proteger 50% dos camundongos
vacinados com a vacina em teste, bem como a dos vacinados com a vacina de
referéncia. A partir da comparacgéo estatistica entre a DEsp das duas vacinas, calcula-se
a poténcia relativa da vacina em teste, expressa em Ul (WILBUR & AUBERT, 1996).
S&o0 aprovadas as partidas que atinjam a poténcia minima de 1,0 Ul/dose, conforme
recomendacdo da OMS (WHO, 1992b).

ARITA (2002) comparou os testes de Habel e NIH e obteve percentuais de
aprovacao superiores no primeiro, sugerindo que o teste NIH, por ter aprovado menor
namero de partidas na comparacéo, representa um maior rigor no controle de vacinas.

Apesar das vantagens citadas, o teste de poténcia NIH sempre foi alvo de muitas
criticas, principalmente pela baixa reprodutibilidade, falta de homologia com a infeccéo
natural e com a via de aplicacdo (WUNDERLI et al., 1991). ZANETTI et al. (1998),
utilizando uma vacina Fuenzalida-Palacios de uso humano desafiada com virus CVS e
amostras de virus de campo, obtiveram resultados menores que 1,0 UI/mL no teste de
poténcia NIH com amostras de campo. BARTH et al. (1988) investigaram as possiveis
causas da baixa reprodutibilidade do teste NIH utilizando uma VRI produzida com virus
CVS e uma vacina contra a raiva de uso humano produzida com a amostra Flury LEP, e
verificaram que ambas apresentaram melhor desempenho quando o desafio foi
realizado com virus homologo ao das vacinas.

A OMS coordenou estudos sobre os testes de poténcia de vacinas, investigando
a possibilidade de substituir o teste NIH por um teste in vivo modificado, alterando a
amostra de virus de desafio, nimero de vacinac¢des, via de inoculacdo da vacina e do
virus desafio, mas manteve a indicacao de se utilizar o teste NIH (WHO, 1992b). Testes
envolvendo vacinacdo pela via intramuscular com desafio viral periférico vém sendo
desenvolvidos pelos CDC, de Atlanta (EUA), considerando que o desafio com amostras
de virus de campo pela via intramuscular € o que mais se aproxima da condi¢cdo de
exposicao natural quando comparado ao desafio intracerebral com virus fixo (SIZARET,
1996; BAER, 1997).
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Vérios trabalhos utilizando camundongos como modelo sugeriram falhas vacinais
ou protecdo parcial contra virus da raiva isolados de diferentes areas geograficas
(HAYASHI et al., 1984; ZANETTI et al., 1998). Por outro lado, outros autores defendem
gue as vacinas utilizadas atualmente séo eficazes na protecdo contra as diferentes
variantes (FEKADU et al., 1988; ERBOLATO et al.; LODMELL et al., 1995; BERNARDI
et al., 2005a).

Apesar dos conhecimentos atuais sobre a ocorréncia de diferentes estirpes de
virus em uma mesma regido, as vacinas contra a raiva continuam a ser preparadas a
partir de estirpes classicas (WHO, 1992a). Portanto, assume relevante importancia na
prevencdo da infecg@o rabica, ndo s6 o conhecimento da existéncia de diferentes
estirpes de virus, mas, primordialmente, a eficacia das vacinas frente a essas estirpes
(GERMANO et al., 1990). A constatacdo do aumento da disseminacdo do virus da
raiva pelo morcego hematofago Desmodus rotundus e de casos de 6bito em rebanhos
vacinados corroboram a necessidade de estudos aprofundados sobre a relagédo entre

variantes virais, distribuicdo nos diferentes ecossistemas e eficacia das vacinas.

[ll. OBJETIVOS

1) Avaliar a eficacia de uma vacina comercial frente ao desafio com amostras de
campo do virus da raiva, originarias de diferentes regides brasileiras, e comparar com o
desafio com o virus fixo CVS, padrdo para o teste de poténcia NIH, reproduzindo o

teste oficial de controle de vacinas contra a raiva adotado pelo Brasil.

2) Estabelecer uma relacdo entre os resultados dos testes de poténcia da vacina
e as caracteristicas filogenéticas das amostras de virus de campo utilizadas nos
desafios (a analise filogenética destas amostras sera realizada por pesquisadores que
fazem parte do grupo de estudos moleculares que envolve a Universidade de Nihon, do
Japao, a Universidade de Sao Paulo, a Universidade Federal de Mato Grosso e a

Universidade Estadual Paulista - Campus de Jaboticabal).
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IV. MATERIAL E METODOS

1. Camundongos

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), linhagem albino Swiss, jovens,
pesando entre 11g e 14g, fornecidos pela Unidade de Biotério do Lanagro/SP. Na
producdo do CVS, bem como nas passagens das amostras de virus de campo, utilizou-
se camundongos SPF criados em isoladores. Nas titulagdes e testes de poténcia, os
camundongos vieram da coldnia convencional, cujo padrdo sanitario € monitorado
periodicamente e mantido por boas praticas de manejo. Os animais foram pesados
antes de cada experimento para garantir a uniformidade, evitando-se possiveis
interferéncias advindas da utilizacdo de animais de diferentes tamanhos e idades.

Foram descartados os que estavam com menos de 11g e aqueles com mais de 14g.

2. Virus Padrao

O virus CVS, que remonta desde a época de Pasteur, teve sua origem na
adaptacdo do virus PV a camundongos. O virus CVS utilizado nos experimentos € o
mesmo que se utiliza rotineiramente no controle oficial das vacinas. Foi fornecido pelo
Cepanzo, antigo centro de referéncia da OPAS para padronizacdo de técnicas e
producéo de padrbes bioldgicos, que funcionou até 1990 na Argentina, onde recebeu a
denominacdo Cepanzo 31/2, que significa 31 passagens em camundongos desde a
origem mais 2 passagens realizadas no Cepanzo. No Lanagro, apdés mais uma
passagem em camundongos, o lote produzido recebeu a denominacgéo Virus Semente
Lanagro 31/2/1. A partir deste, outros lotes sao produzidos para o uso na rotina. O lote
utilizado foi produzido em 11/04/08 e é mantido congelado a -70°C em tubos tipo
eppendorf contendo 0,7mL de suspenséo viral a 20%. Como ¢ utilizado na rotina, teve o

titulo médio (DLsp) previamente determinado.
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3. Virus de Campo

Foram utilizadas quatro amostras de tecido nervoso, provenientes de diferentes
regides do Brasil e diagnosticadas positivamente para a raiva pelos métodos de
Imunofluorescéncia Direta (IFD) e Inoculacao intracerebral em Camundongos (lIC) nos
laboratorios credenciados de seus estados de origem e confirmadas no Laboratorio de
Pesquisa em Raiva do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da UNESP -
Campus de Jaboticabal/SP, onde estavam estocadas a -20°C.

3.1 Amostra 616/2002

Proveniente de bovino, fémea, raca Nelore, com idade aproximada de 30 meses,
do Municipio de Livramento, Estado de Mato Grosso, de um rebanho supostamente
vacinado onde morreram quatro vacas no periodo de dois meses, todas com sinais
compativeis com raiva.

3.2 Amostra 2156/2005

Proveniente de bovino do Municipio de Sandolandia, Estado de Tocantins.
Amostra recebida sem informac¢des adicionais.

3.3 Amostra 774/2006

Proveniente de equino do Municipio de Alexania, Estado de Goids. Sem
informacdes adicionais.

3.4 Amostra 1018/2006

Proveniente de bovino do Municipio de Palmeira de Goiés, Estado de Goiés.

Sem informag6es adicionais.
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4. Preparo das suspensdes virais

As amostras foram pesadas, diluidas a 20% em solucao esterilizada de albumina
de sangue bovino 0,75% acrescida de uma solucédo de antibiéticos de modo a conter
uma concentracao final de 1600 Ul/mL de estreptomicina e 500 Ul/mL de penicilina,
trituradas em “mixer” em trés sessées de um minuto a 1500 rpm com intervalo de 30
segundos entre cada sessédo, centrifugadas por 15 minutos a 1500 rpm, e tiveram 0s
sobrenadantes colhidos em aliquotas de 0,7mL em tubos tipo “eppendorf” e congelados
a -70°C. Em todas essas manipulacdes as solugcdes foram mantidas refrigeradas em
banho de gelo ou em equipamentos refrigerados a 4°C.

Posteriormente, uma primeira passagem em camundongos foi realizada pela
técnica de IIC. Os camundongos inoculados foram sacrificados em camara de CO; na
fase final da doenca, quando apresentaram paralisia e prostracdo, e tiveram 0s
cérebros colhidos assepticamente em cabine de seguranca de fluxo laminar e todo o
procedimento de diluicdo, trituracdo e centrifugacdo foi repetido, bem como o
congelamento em aliquotas de 0,7mL. Da mesma forma, uma 22 passagem foi

realizada por IIC a partir da solucdo obtida na 12 passagem.

5. Titulagéo Viral

As suspensdes virais obtidas apds duas passagens em camundongos foram
tituladas em triplicata para a obtencdo do titulo médio. As titulacdes foram feitas
inoculando-se 0,03 mL, via intracerebral, de diluicdes sucessivas da suspensao viral, na
base dez (10™ a 10®), em solucdo a 0,75% de albumina de sangue bovino, em grupos
de dez camundongos jovens (11g a 14g) por diluicdo. Para o célculo da DLsq foi
aplicada a formula de Spearman & Karber, que relaciona o numero de animais mortos
com o de sobreviventes apos 14 dias de observacdo (AUBERT, 1996).

O virus padrdo, antes de ser utilizado na rotina de testes do Lanagro/SP,
também foi titulado em triplicata para a obtencdo da DLsyp média, e depois de ser
utilizado em dez testes NIH seguidos, teve o titulo médio recalculado com os dez

valores obtidos nas titulagbes que acompanharam os testes NIH.
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6. Vacina de Referéncia

Foi utilizada a vacina de referéncia nacional VRN 001/05, a mesma que se usa
nos testes oficiais. E uma vacina liofilizada, produzida na Franca e previamente
validada por comparacao ao 5° Padrao Internacional para Vacinas de Raiva, em testes
colaborativos realizados pelo Lanagro/SP e industrias produtoras de vacinas, onde se

estabeleceu a poténcia de 3,12 Ul/mL.

7. Vacina Teste

Uma vacina comercial foi escolhida para este estudo de maneira aleatoria dentre
as amostras que o Lanagro/SP recebe para o controle oficial, observando-se os
critérios de ter sido recentemente aprovada no teste oficial e estar dentro do prazo de
validade. A vacina utilizada é liquida, inativada, produzida no Brasil com virus fixo PV

multiplicado em cultivo celular, e indicada para bovinos, equinos, ovinos e caprinos.

8. Teste de Poténcia NIH

Seguindo o protocolo do teste de poténcia NIH, foram montados testes em
duplicata (“A” e “B”) para cada amostra de virus de campo, de modo que cada desafio
com virus de campo pudesse ser comparado a um desafio com o virus padrdo. Cada
teste NIH € composto por trés grupos de camundongos. O primeiro grupo € subdividido
em quatro, um para cada diluicdo da vacina teste (1:5, 1:25, 1:125 e 1:625), com 18
camundongos para cada diluicdo. Da mesma forma, o segundo grupo € subdividido em
quatro para ser vacinado com as mesmas diluicdes da vacina de referéncia. Um terceiro
grupo, de 80 camundongos que serdo utilizados como controle e titulacdo dos desafios,
ndo recebe vacinacdo. A figura 3 € uma representacdo esquematica das montagens
dos testes NIH em duplicata, onde “X” é o numero do teste (1, 2 ou 3), e demonstra o
protocolo utilizado para cada amostra de virus de campo nos trés testes realizados. O

grupo reservado para controle e titulacdo dos desafios ndo esta representado.
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X-A X-B
(Desafio com CVS) (Desafio com amostra de campo)
Vacinados com VRN Vacinados com VT Vacinados com VRN Vacinados com VT
(Vacina de Referéncia) (Vacina teste) (Vacina de Referéncia) (Vacina teste)

Diluicdo 1:25 Diluigéo 1:25 Diluigdo 1:25 Diluicdo 1:25
18 camundongos 18 camundongos 18 camundongos 18 camundongos
Diluigdo 1:125 Diluigéo 1:125 Diluigéo 1:125 Diluigdo 1:125
18 camundongos 18 camundongos 18 camundongos 18 camundongos
Diluicéo 1:625 Diluicéo 1:625 Diluicéo 1:625 Diluicéo 1:625
18 camundongos 18 camundongos 18 camundongos 18 camundongos

Figura 3. Representacdo esquematica dos testes NIH, onde cada diluicdo representa uma

caixa contendo 18 camundongos

8.1 Vacinagao

Em cada teste, tanto a vacina de referéncia quanto a vacina teste foram diluidas
assepticamente em salina fisiologica nas propor¢des 1:5, 1:25, 1:125 e 1:625, tomando-
se o0 cuidado de manter todas as solucdes refrigeradas em banho de gelo. Grupos de
18 camundongos por diluicdo foram vacinados com cada vacina, via intraperitoneal,
0,5mL por camundongo, com uma dose de reforco sete dias apos a primeira. Este
procedimento foi feito em duplicata, e um grupo controle de 80 camundongos foi
mantido sem vacinacdo para ser utilizado na confirmacdo dos titulos dos virus no
momento do desafio, sendo 40 camundongos para o virus de campo e 40

camundongos para o virus padrao.
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8.2 Desafio

Em cada teste, todos os camundongos vacinados foram desafiados sete dias
apos a segunda vacinacdo. Como os testes foram montados em duplicatas contendo
um grupo vacinado com a vacina teste e um grupo vacinado com a vacina de
referéncia, uma das duplicatas foi desafiada com uma das amostras de virus de campo
e a outra com virus CVS. Os desafios foram feitos por meio da inoculag&o intracerebral
de 0,03mL das suspensfes virais, utilizando-se seringa de insulina e agulha fina
(13x0,3mm). As suspensoes virais, previamente tituladas, foram diluidas em solugéo de
albumina a 0,75% de modo a conter uma Dose Efetiva (DE) de aproximadamente
32DL5¢/0,03mL, aceitando-se a faixa de 12 a 50 DLsp para esta diluicdo de desafio.
Apos a inoculagdo os animais permaneceram em observacao por 14 dias.

Os 80 camundongos do grupo controle, ndo vacinados, foram separados em dois
grupos de 40 e utilizados para a verificagdo do titulo e, consequentemente, da Dose
Efetiva inoculada em ambos os desafios da duplicata (virus de campo e virus padrao).
Para isso, as diluicdes de desafio dos virus de campo e do virus padrdao de cada teste
sofreram mais trés diluicbes logaritmicas na base 10, além da diluicdo de desafio. Os
dois grupos de 40 camundongos foram subdivididos em quatro grupos de 10, assim
cada grupo de 10 foi inoculado pela via intracerebral com 0,03mL de cada uma das
quatro diluicbes sequenciais, e também permaneceram em observacdo por 14 dias.
Dessa forma, aplicando-se a formula de Spearman & Karber, obteve-se o titulo
confirmativo da suspenséo viral original, bem como a dose efetiva inoculada no desafio,
que deve permanecer entre 12 e 50 DLso para o desafio ser considerado valido, pois
valores acima ou abaixo dessa faixa sdo considerados excessivamente fortes e
excessivamente fracos, respectivamente, impedindo a avaliagdo adequada da eficacia

da vacina em teste.

8.3 Calculo da Poténcia

A poténcia relativa da vacina foi calculada estatisticamente pela andlise de
probito, segundo metodologia indicada na Farmacopéia Européia (COUNCIL OF

EUROPE, 2002), analisando-se separadamente os desafios com os virus de campo e
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os desafios com o virus padrdo. Para realizar o calculo foi utilizado programa de
computador disponibilizado pela OMS, denominado Probit (versdo 96-1), de autoria de
MARSMAN, F.R. (WHO, 1992).

8.4 Comparacao da poténcia relativa entre os testes com VC e com CVS

Para comparar a poténcia relativa entre os testes aplicados paralelamente, um
com virus de campo (VC) e outro com virus padrao (CVS), foi estudada a sobreposicao
dos seus limites de confianca fiduciais a um nivel de probabilidade de 83%, que
corresponde a um teste de hipéteses sob Hop: NIHyc = NIHcys, considerando o nivel de
significancia de 5% e rejeitando-se Hy se os intervalos de confianca nédo se sobrepéem.
Caso haja sobreposicdo dos intervalos de confianca, as médias sdo consideradas

estatisticamente semelhantes.

9. Estudo filogenético das amostras de virus de campo

As quatro amostras selecionadas foram encaminhadas para estudos
moleculares, numa tentativa de se estabelecer uma relacdo dos resultados apontados
nos testes de poténcia da vacina com as caracteristicas filogenéticas das amostras de
virus de campo.

Os &cidos nucléicos foram extraidos no Laboratorio de Zoonoses Virais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, em S&o
Paulo/SP. Os produtos amplificados por PCR foram enviados ao College of Bioresource
Sciences of Nihon University, Fujisawa, Kanagawa, no Japao, para o sequenciamento e
analise filogenética. Foi analisada a regido 203 nt do gene, localizada entre os
nucleotideos 109 e 311 da estirpe PV, buscando demonstrar associagdo com a
divergéncia filogenética de clusters, conforme estudos anteriores. Os dados do

sequenciamento direto foram analisados com o uso da bioinformatica.
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V. RESULTADOS

1. Passagens em camundongos

1.1 Amostra 616/2002

Na 12 passagem, os camundongos inoculados com esta amostra apresentaram
alto indice de mortalidade inicial (até quatro dias pds-inoculacdo), provavelmente
relacionada com acidente de inoculacéo e elevada contaminacdo da amostra. Dos 72
camundongos inoculados, 30 (41,7%) foram descartados nos dois primeiros dias, 0s
restantes comecaram a morrer no 7° dia pdés-inoculagdo sem apresentar sinais
caracteristicos de raiva, apenas encurvamento dorsal, pélos arrepiados e prostracao.
No 9° dia ja estavam todos mortos (espontaneamente ou sacrificados). Os
camundongos encontrados mortos pela manhda eram aproveitados somente se
apresentassem sinais de morte recente, do contrario eram descartados. Foram colhidos
os cérebros de 35 camundongos. Na 22 passagem, os camundongos apresentaram
baixo indice de mortalidade inicial, apenas cinco (6,2%) de 80 inoculados, e foram
observados sinais caracteristicos de raiva como hiperexcitacdo seguida de paralisia.
Foram sacrificados animais paraliticos prostrados do 7° ao 9° dia pds-inoculagdo para

colheita dos cérebros. O teste de IFD confirmou a positividade para a raiva.

1.2 Amostra 2156/2005

Na 12 passagem, os camundongos inoculados com esta amostra apresentaram
baixo indice de mortalidade inicial. Dos 70 camundongos inoculados, quatro (5,7%)
foram descartados nos dois primeiros dias. Os restantes também comegaram a morrer
no 7° dia pos-inoculacdo, sem apresentar muitos sinais caracteristicos de raiva, e no 9°
dia ja estavam todos mortos ou sacrificados. Foram colhidos 65 cérebros. Na 22
passagem, o indice de mortalidade inicial também foi de 5,7% (quatro mortos em 70
inoculados) e os sinais foram um pouco mais acentuados, com evolugdo rapida para
Obito. Foram aproveitados os cérebros dos animais que apresentaram paralisia e
prostracdo, sacrificados entre 0 8° e 0 10° dia pds-inoculagdo, ou com sinais de morte

recente. O teste de IFD confirmou a positividade para a raiva.
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1.3 Amostra 774/2006

Na 12 passagem, os camundongos inoculados com esta amostra apresentaram
alto indice de mortalidade inicial. Dos 80 camundongos inoculados, 39 (48,7%) foram
descartados nos dois primeiros dias. Os restantes comecaram a morrer no 4° dia pos-
inoculacdo, sem apresentar sinais caracteristicos de raiva, mas apresentando
hidrocefalia, provavelmente devido a elevada contaminagcdo da amostra. Foram
colhidos os cérebros de 13 camundongos prostrados no 4° dia pds-inoculagdo e mais
trés até o 7° dia. No entanto, foram descartados 25 animais (31,2%) que nao
apresentaram qualquer sintoma e permaneceram sadios por seis semanas. Dos 16
cérebros colhidos, seis apresentavam aspecto gelatinoso e foram descartados. Na 22
passagem, dos 40 camundongos inoculados nenhum morreu. Permaneceram sadios
por seis semanas e foram descartados. Paralelamente, 20 camundongos foram
inoculados com a mesma suspensédo preparada sem adicdo de antibidticos e 100% dos
animais morreram entre o 1° e o 2° dia pés-inoculagdo, indicando alto grau de
contaminacédo. O teste de IFD apresentou resultado negativo para raiva. Portanto, ndo

foi possivel utilizar esta amostra na sequéncia do experimento.

1.4 Amostra 1018/2006

Na 12 passagem, os camundongos inoculados com esta amostra apresentaram
baixo indice de mortalidade inicial. Dos 80 camundongos inoculados, trés (3,7%) foram
descartados nos dois primeiros dias. Dos 77 restantes, apenas 10 adoeceram,
apresentando poucos sinais caracteristicos de raiva, 0 que sugeriu baixa concentracao
de virus na amostra. No 13° dia pés-inoculagédo, estes 10 animais apresentaram
somente encurvamento dorsal e pélos arrepiados. No 14° dia estavam prostrados e
foram sacrificados para colheita dos cérebros. Os 67 que permaneceram sadios foram
observados por seis semanas e, entdo, descartados. Na 22 passagem, de 70
camundongos inoculados, quatro (5,7%) foram inicialmente descartados e os demais
apresentaram paralisia e prostracdo do 8° ao 10° dia pos-inoculacdo e, portanto,

tiveram os cérebros aproveitados. O teste de IFD confirmou a positividade para a raiva.
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2. Titulacéo viral

As suspensdes virais obtidas apés duas passagens em camundongos foram
tituladas em triplicata para a obtencao do titulo médio. A média obtida na titulacéo viral
(DLso/0,03mL) das amostras 616/2002, 2156/2005 e 1018/2006, foi de 10*%, 10*° e
10", respectivamente.

O titulo do CVS, apods o calculo da média de dez titulagcbes realizadas na rotina
de testes NIH do Lanagro/SP, foi estabelecido em 10”° DLsy/0,03mL.

3. Testes de poténcia NIH

Os testes NIH foram realizados em duplicatas numeradas (1, 2 e 3) e
subdivididas em “A”, para os desafios realizados com CVS, e “B”, para os desafios
realizados com as amostras de virus de campo. Os dados obtidos nos testes de
poténcia NIH em cada diluicdo da vacina de referéncia e vacina teste, de acordo com a
amostra utilizada, estdo nas tabelas 1 e 2. Os dados obtidos nos testes de poténcia
NIH, referentes aos resultados dos titulos virais, poténcia da vacina e doses efetivas
dos virus e da vacina de referéncia e vacina teste, de acordo com a amostra utilizada,

estao na tabela 3.

Tabela 1. Resultados obtidos nos testes de poténcia NIH, em valores absolutos e percentuais
de camundongos sobreviventes por inoculados, em cada diluicdo da vacina de

referéncia (VRN), de acordo com a amostra viral utilizada no desafio

TESTE Amostra Viral VRN 1:5 VRN 1:25 VRN 1:125 VRN 1:625
1-A CVS 16/18 (89%)  10/18 (56%)  7/18 (39%) 3/18 (17%)
1-B 616/2002 14/18 (78%)  9/18 (50%) 4/18 (22%) 1/18 (6%)
2-A CVS 15/18 (83%)  12/17 (71%)  9/18 (50%) 2/18 (11%)
2-B 2156/2005  16/18 (89%)  12/17 (71%)  8/17 (29%) 3/18 (11%)
3-A CVsS 18/18 (100%) 17/18 (94%)  10/18 (56%)  2/17 (12%)
3-B 1018/2006  16/18 (89%)  11/18 (61%)  4/18 (22%) 0/18 (0%)
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Tabela 2. Resultados obtidos nos testes de poténcia NIH, em valores absolutos e percentuais

de camundongos sobreviventes por camundongos inoculados, em cada diluicdo da

vacina teste (VT), de acordo com a amostra viral utilizada no desafio

TESTE Amostra Viral VT 1:5 VT 1:25 VT 1:125 VT 1:625
1-A Cvs* 17/18 (94%)  13/18 (72%)  6/18 (33%) 2/18 (11%)
1-B 616/2002 17/18 (94%)  14/18 (78%)  7/18 (39%) 3/18 (5%)
2-A CVS 18/18 (100%) 10/18 (56%)  5/18 (28%) 2/18 (11%)
2-B 2156/2005  18/18 (100%) 12/17 (71%)  5/17 (29%) 2/18 (11%)
3-A CVSs 18/18 (100%) 17/18 (94%)  7/18 (39%) 2/18 (11%)
3-B 1018/2006  17/18 (94%)  15/18 (83%)  6/16 (38%) 1/18 (6%)

*CVS = “Challenge Virus Standard” (Virus Padréo de Desafio)

Tabela 3. Resultados dos titulos e doses efetivas (DE) virais, poténcias da vacina teste e doses

efetivas das vacinas teste (VT) e de referéncia (VRN), de acordo com a amostra de

virus utilizada, obtidos nos testes de poténcia NIH

Titulo DE Poténcia VT DExs DExs
TESTE (Virus) (Virus) Ul/dose (VT) (VRN)
1-A (CVS)* 10”2 50 DLso 7,62 68,07 56,61
1-B (616/2002) 10%% 40 DLsy 22,72 91,25 24,77
2-A (CVS) 10" 40 DLsy 4,70 53,55 72,31
2B (2156/2005) 10*° 32 DLsy 5,42 70,43 85,54
3-A (CVS) 10" 40 DLsy 4,84 118,67 152,88
3-B (1018/2006) 101 25 DLso 13,84 76,92 34,67

*CVS = “Challenge Virus Standard” (Virus Padrao de Desafio)
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3.1 Teste 1-A (vacina X CVS)

Neste teste a vacina de referéncia e a vacina teste foram desafiadas com CVS.
Na titulacdo concomitante ao teste, o valor obtido para o CVS foi de 10”2 que
correspondeu a uma dose efetiva inoculada de 50 DLso. Na analise de probito, a
poténcia relativa obtida para a vacina teste foi de 7,62Ul/dose, e a DEso foi 68,07. A
DEsp da vacina de referéncia foi 56,61(tabela 3). Os parametros exigidos para validagao
do teste, de sobrevivéncia maior que 70% na primeira diluicho e menor que 30% na
ultima, foram observados tanto para a vacina teste quanto para a vacina de referéncia
(tabelas 1 e 2).

3.2 Teste 1-B (vacina X amostra 616/2002)

Neste teste a vacina de referéncia e a vacina teste foram desafiadas com a
amostra de virus 616/2002. Na titulacdo concomitante ao teste, o valor obtido para esta
amostra de virus foi de 10*°, que correspondeu a uma dose efetiva inoculada de
40DLso. Na andlise de probito, a poténcia relativa obtida para a vacina foi de
22,72Ul/dose, e a DEsg foi 91,25. A DEsp da VRN foi 24,77 (tabela 3). Os parametros
exigidos para validacao do teste, de sobrevivéncia maior que 70% na primeira diluicédo e
menor que 30% na ultima, foram observados tanto para a vacina teste quanto para a

vacina de referéncia (tabelas 1 e 2).

3.3 Teste 2-A (vacina X CVS)

Neste teste a vacina de referéncia e a vacina teste foram desafiadas com CVS.
Na titulacdo concomitante ao teste, o valor obtido para o CVS foi de 10’*, que
correspondeu a uma dose efetiva inoculada de 40 DLso. Na analise de probito, a
poténcia relativa obtida para a vacina foi de 4,70 Ul/dose, e a DEsq foi 53,55. A DEsp da
VRN foi 72,31(tabela 3). Os parametros exigidos para validacdo do teste, de
sobrevivéncia maior que 70% na primeira diluicdo e menor que 30% na Ultima, foram

observados tanto para a vacina teste quanto para a vacina de referéncia (tabelas 1 e 2).
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3.4 Teste 2-B (vacina X amostra 2156/2005)

Neste teste a vacina de referéncia e a vacina teste foram desafiadas com a
amostra de virus 2156/2005. Na titulacdo concomitante ao teste, o valor obtido para
esta amostra de virus foi de 10*°, que correspondeu a uma dose efetiva inoculada de
32 DLso. Na andlise de probito, a poténcia relativa obtida para a vacina foi de
5,42Ul/dose, e a DEs foi 70,43. A DEsy da VRN foi 85,54 (tabela 3). Os parametros
exigidos para validacao do teste, de sobrevivéncia maior que 70% na primeira diluicdo e
menor que 30% na ultima, foram observados tanto para a vacina teste quanto para a

vacina de referéncia (tabelas 1 e 2).

3.5 Teste 3-A (vacina X CVS)

Neste teste a vacina de referéncia e a vacina teste foram desafiadas com CVS.
Na titulacdo concomitante ao teste, o valor obtido para o CVS foi de 10", que
correspondeu a uma dose efetiva inoculada de 40 DLso. Na analise de probito, a
poténcia relativa obtida para a vacina foi de 4,84 Ul/dose, e a DEs foi 118,67. A DEsg
da VRN foi 152,88 (tabela 3). Os parametros exigidos para validacdo do teste, de
sobrevivéncia maior que 70% na primeira diluicio e menor que 30% na ultima, foram

observados tanto para a vacina teste quanto para a vacina de referéncia (tabelas 1 e 2).

3.6 Teste 3-B (vacina X amostra 1018/2006)

Neste teste a vacina de referéncia e a vacina teste foram desafiadas com a
amostra de virus 1018/2006. Na titulacdo concomitante ao teste, o valor obtido para
esta amostra de virus foi de 10>*, que correspondeu a uma dose efetiva inoculada de
25 DLso. Na andlise de probito, a poténcia relativa obtida para a vacina foi de
13,84Ul/dose, e a DEsg foi 76,92. A DEsp da VRN foi 34,67 (tabela 3). Os parametros
exigidos para validacao do teste, de sobrevivéncia maior que 70% na primeira diluicdo e
menor que 30% na ultima, foram observados tanto para a vacina teste quanto para a

vacina de referéncia (tabelas 1 e 2).
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4. Comparacédo da poténcia relativa entre os testes com VC e com CVS

Houve semelhanca entre os valores da poténcia relativa obtidos no teste NIH
com o CVS em comparacado com a amostra 2156/2005 (teste 2). O mesmo nao ocorreu
com a comparacao entre o CVS e as amostras 616/2002 e 1018/2006 (testes 1 e 3).
Quando comparado somente os valores relativos ao CVS nos trés testes, percebe-se
qgue houve semelhanca, o0 que ocorreu também entre as amostras 616/2002 e
1018/2006.

Na figura 4 estéo representados os valores da poténcia relativa e limites fiduciais
obtidos nos testes 1, 2 e 3.

Figura 4. Valores da poténcia relativa e limites fiduciais dos testes de vacinas contra a raiva,
realizados frente a desafios com CVS e com os virus de campo 616/2002,
2156/2005 e 1018/2006
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5. Arvore filogenética

Até o momento, foi enviado pelo Laboratorio Central de Diagnostico do “College
of Bioresource Sciences”, da Universidade de Nihon, Japdo, a arvore filogenética com
resultado parcial, contendo apenas a amostra 616/2002. Esta amostra foi classificada
como virus da raiva relacionado ao morcego hematofago. A figura 4 corresponde a
parte da arvore filogenética baseada no gene N (100-998bp), sendo as posi¢des dos
nucleotideos numeradas de acordo com a sequencia da amostra PV (Gene bank;
Accession No. M13215).

relacionado
ao morcego
hematéfago

> Virus da raiva

Virus da raiva
relacionado
ao cao

\ ) —_

Figura 5. Arvore filogenética baseada no gene N (100-998bp), contendo a amostra de campo
616/2002 (elaborada no Laboratério Central de Diagnéstico do “College of

Bioresource Sciences”, da Universidade de Nihon, Japao, 2009
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VI. DISCUSSAO

Ao realizar a primeira passagem das amostras de virus de campo em
camundongos, 0s sinais caracteristicos de raiva foram fracos ou ausentes. O alto indice
de animais que morreram até quatro dias pos-inoculacdo indicou a possibilidade de
haver elevada contaminagdo nas amostras 616/2002 e 774/2006. Nesta Ultima, a
provavel contaminacdo poderia estar aliada ao fato de ser uma amostra proveniente de
equino, com baixa concentracao de virus, o que explicaria a dificuldade em obter uma
suspenséo viral, na primeira passagem, com concentragdo suficiente para manifestar a
doenca na segunda passagem, motivo da inviabilizacdo dessa amostra para uso no
experimento. Na segunda passagem das trés amostras de virus restantes, todas
provenientes de bovinos, os sinais clinicos se acentuaram, o que pode ser entendido
como adaptacdo dos virus aos camundongos, diminuicdo da contaminacdo e aumento
da concentragdo viral. Os resultados das titulagbes dessas amostras tambéem
apontaram nesta direcgéo.

O teste NIH demonstrou repetibilidade. Além disso, a realizacao dos testes de
poténcia NIH em duplicata, com desafios paralelos com CVS e virus de campo, permitiu
comparar 0o comportamento das amostras de virus de campo a um padrdo. Na
comparacao da relacdo de sobreviventes por inoculados em cada diluicdo da vacina
teste e da vacina de referéncia, ndo ficaram evidentes diferencas de viruléncia entre as
amostras, nem no indice de protecdo da vacina. Porém, na comparacao das poténcias
relativas foram evidenciados valores maiores quando o desafio foi feito com as
amostras de virus de campo. Entretanto, ndo se pode afirmar que a vacina seja eficaz
contra essas estirpes na espécie alvo, mas pode-se afirmar que ndo houve indicios de
gue a vacina poderia induzir protecdo insuficiente contra as amostras virais estudadas.
Um fator limitante foi que os testes foram realizados em duplicata, porém ndo foram
realizadas repeticdes das duplicatas para se obter maior consisténcia nos resultados da
andlise estatistica.

A viruléncia das amostras de virus de campo utilizadas ndo foi maior que a
viruléncia do CVS, em camundongos, como foi possivel observar pela comparagéo da
relacdo de sobreviventes por inoculados. Este resultado esta dentro do esperado, pois

a estirpe CVS é adaptada a camundongos. Entretanto, a pesquisa de possiveis
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variantes de alta viruléncia é uma das razbes de estudos como este, que buscam
causas para falhas vacinais.

A poténcia relativa da vacina frente aos trés desafios com amostras de virus de
campo foi sempre maior que a poténcia com o desafio paralelo com CVS, corroborando
a indicacao do uso do CVS no teste NIH, pela qualidade do desafio que imp&e a vacina
testada, e concordando com conclusdes de outros autores que defendem que as
vacinas utilizadas atualmente sdo eficazes na protecdo contra as diferentes variantes
(FEKADU et al., 1988; LODMELL et al., 1995; BERNARDI et al.,, 2005a). Porém, é
importante destacar que as vacinas continuam a ser preparadas a partir de estirpes
classicas, apesar dos conhecimentos atuais sobre a ocorréncia de diferentes estirpes
de virus. Portanto, € fundamental na prevencdo da infec¢do rdbica a pesquisa da
ocorréncia de diferentes estirpes e o conhecimento das suas caracteristicas, bem como
sobre a eficacia das vacinas frente a essas estirpes (GERMANO et al., 1990).

Outro fator limitante ao presente estudo foi que apenas uma das trés amostras
de virus de campo utilizadas teve sua classificacdo filogenético realizada a tempo de
ser incluida no trabalho, ndo sendo possivel relacionar a variante viral com o indice de
protecdo da vacina. Apesar de identificada como variante relacionada ao morcego
hematofago e de ter resultado na maior poténcia relativa da vacina quando utilizada no
desafio viral no teste NIH, quando comparada as outras amostras de virus de campo e
ao CVS, nao se pode inferir que a vacina é eficaz contra essa variante, pois, para isso,
€ necessario realizar repeticbes do teste e estudos de eficacia na espécie alvo da
vacina (herbivoros). Como houve semelhanca estatistica entre os valores da poténcia
relativa da vacina quando o desafio foi feito com as amostras 606/2002 e 1018/2006, &
de se esperar que pertencam a uma mesma variante. Do mesmo modo, seria
interessante verificar se a variante da amostra 2156/2005 esta localizada préxima ao
CVS, na arvore filogenética, por ter apresentado semelhanca estatistica no teste de
poténcia da vacina.

A existéncia de numerosas espécies, distribuidas amplamente no territério
brasileiro, torna a historia natural da raiva, especialmente em morcegos, uma questao
ainda a esclarecer, assim como a manutencdo de variantes do virus da raiva em

determinadas espécies de morcegos insetivoros permitindo a transposi¢ao para outras
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espécies animais (“spill-over”) (ROMIJN, 2003). KOBAYASHI et al. (2006), realizaram
andlise filogenética de 1335 nucleotideos do gene N, da posi¢cdo 89-1423, em 19
amostras brasileiras de virus da raiva, comparadas com o virus Mokola, o que revelou a
existéncia de variante canina, variante de morcegos insetivoros (com subdivisdo em
variantes 1, 2 e 3), e variante de morcego hematéfago. Considerando o grande niamero
de espécies de morcegos existentes no Brasil, € provavel que existam variantes do
virus rabico ainda desconhecidas, o que fortalece a necessidade de estudos
continuados a respeito da eficacia das vacinas existentes.

A transmissdo do virus relacionado a morcegos hematofagos parece ser mais
prevalente em regides de baixas altitudes e sao limitadas pela distribuicdo de cadeias
de montanhas (KOBAYASHI et al.,, 2008). Esses autores conduziram analises
filogenéticas e geogréficas utilizando dados de sequenciamento de 570 isolados de
virus rabico de bovinos oriundos de uma vasta area do Brasil, obtidos entre 0os anos
1987 e 2006. As variantes genéticas foram plotadas em mapas topograficos do Pais,
sendo que a maioria das amostras analisadas no estudo foi isolada de areas adjacentes
ligadas por rios. O estudo revelou a existéncia de dezenas de variantes regionais
associadas aos morcegos hematofagos, cujos padrdes de distribuicdo foram afetados
por montanhas e rios. Os resultados sugeriram que as caracteristicas epidemiolégicas
da raiva transmitida por morcegos hematéfagos no Brasil parecem estar associadas
com as caracteristicas geogréficas e topograficas das areas nas quais os rebanhos séao
mantidos, e com fatores que afetam a ecologia dos morcegos. Ressaltam os autores
gue o conhecimento sobre as caracteristicas epidemiologicas da raiva transmitida por
morcegos hematéfagos € muito importante para avaliar a efichcia das medidas de
controle contra a transmissdo da raiva por morcegos, e que fatores geograficos e
topogréaficos devem ser levados em conta no planejamento de a¢gBes que visem a
mitigacao do problema.

A érea a que se refere o estudo acima inclui os Estados de Goias e Mato Grosso,
inclusive os municipios dos quais foram originadas as amostras utilizadas no presente
trabalho. Portanto, € de se esperar que a analise filogenética das outras duas amostras
seja compativel com o resultado anterior.
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E importante destacar que todos os isolados estudados até o momento, no
Brasil, pertencem ao gendétipo |, portanto, controlaveis pela vacinagéo.

Quanto a queixa dos pecuaristas relativa ao adoecimento de animais vacinados
contra a raiva, pode nao ter fundamento. Vale ressaltar que falhas vacinais podem
ocorrer por razdes intrinsecas e extrinsecas a vacina. Como ja alertou KOTAIT et al.
(1998), no momento da vacinagdo o animal deve estar higido para que outros
processos metabdlicos e patoldégicos nado interfiram na resposta imunologica. Os
cuidados na vacinacdo devem incluir a via de aplicacdo correta, dose adequada, tipo de
vacina e, principalmente, conservagdo do produto, desde a origem até o momento da
vacinagcdo, observando-se a manutengdo do resfriamento entre 2°C e 8°C. O

congelamento também afeta a qualidade das vacinas (ALBAS et al., 2001).



43

VIl. CONCLUSOES

A vacina comercial testada foi eficaz, em camundongos, frente ao desafio com as
trés amostras de campo do virus da raiva utilizados.

Nado houve diferenca estatistica no grau de protecdo conferido pela vacina
testada quando comparados os desafios com amostras de virus de campo aos desafios
utilizando o virus padréo.

Houve semelhanca na porcentagem de camundongos sobreviventes por
inoculados em todos os desafios, tanto com amostras de virus de campo quanto com
CVS, o que pode indicar que a viruléncia das amostras testadas n&o foi maior que a
viruléncia do CVS em camundongos.

O teste NIH apresentou repetibilidade em condi¢des padronizadas.

A poténcia relativa da vacina frente aos desafios com CVS foi sempre menor que
a poténcia com os desafios paralelos com as amostras de virus de campo, o que pode
indicar que o rigor do desafio padrdo € adequado para a avaliagdo da poténcia pelo
teste NIH e, portanto, para o controle da qualidade de vacinas contra a raiva. Assim,
pode-se inferir que as vacinas liberadas para uso sao eficazes, e que o fato de animais
vacinados contrairem a raiva pode ser explicado por outras falhas no processo de
imunizagdo, especialmente a conservacdo das vacinas desde a fabricacdo até o
momento da aplicacdo, 0 manejo do rebanho e a conversao imunoldgica individual.

Ressalta-se a grande importancia da continuidade dos estudos genéticos para se
conhecer as variantes virais que circulam na rica fauna do Brasil, e o0 seu

comportamento, sobretudo em relagéo a eficacia das vacinas utilizadas.
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