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RESUMO

A eficiéncia das vacinas anti-rabicas inativadas comerciais de uso animal, no Brasil,
sfo avaliadas pelo teste de Habel, considerando o indice =10*%/DL 50 para aprovacio oficial
das partidas.

O objetivo do presente estudo é comparar os testes NIH (“National Institute of
Health”) € o ELISA mdireto com o teste de Habel e produzir experimentalmente a vacina de
referéncia nacional (VRN), para uso no NIH.

Foram testadas 210 partidas de vacinas, paralelamente pelos testes de Habel e NIH. O
teste de Habel aprovou 82.38% de partidas, enquanto o NIH, segundo os limites de 0,9; 0,97;
0,98; 1,0 e 1.1 aprovou, respectivamente, 77,62%; 75,71%; 75,23%; 73,81% e 71,90%. O
valor discriminante encontrado para o NIH foi acima de 0,98, sugerindo o uso oficial de 1,0
Ul

O teste ELISA indireto foi aplicado a soros de camundongos imunizados com 70
partidas de vacinas, com diferentes indices no Habel. Os pontos de corte, a sensibilidade (S), a
especificidade (E), os valores preditivos de resultados positivo (VPRP) e negativo (VPRN) e a
razio entre o soro controle positivo e soro de camundongos ndo vacinados foram
determinados, sendo entfo, recomendado o uso da diluigio 1/400, que apresentou ponto de
corte de 0,225; §=97%; E=100%; VPRP=100% e VPRN=78%, nesse método.

A vacina de referéncia nacional (VRN) foi produzida experimentalmente em células
BHK-21, C 13, infectadas com o virus Pasteur (PV). As suspensdes virais (5* BHK)
apresentaram titulos 107*DL 50/mL em camundongos lactentes ¢ 10™7 DL 50/mL em
camundongos adultos jovens e 3,10 pg/mL de glicoproteina total. O material foi dividido em
duas amostras (A ¢ B) e inativado, respectivamente, pela bromo etilienoimina bindria (BEI) e
pela P-propiolactona (BPL). Para ambos os inativantes houve decréscimo rapido da
infectividade e o contetido de glicoproteina (¢G) total apresentou lenta redugfo da degradacio
viral. As amostras A (BEI-12 horas) e B (BPL-6 horas) apresentaram cG insolivel de 1,92
pg/ml e 2,02 pg/ml, respectivamente e apresentaram resultados satisfatorios nos testes de
inativagdo viral, toxicidade e esterilidade. Para o teste de poténcia A e B foram sub-divididas
em A; € Br (5x concentradas) ¢ A e By (10x concentradas), que apresentaram bom
desempenho nos testes de controle de qualidade e foram capazes de estimular a resposta imune
em camundongos, manifestada pela quantificacfio de anticorpos IgG e pela prote¢do ao desafio
viral, sugerindo que a metodologia de producdo foi adequada a obtencfo de uma VRN,
compativel com a Vacina de Referéncia Regional do INPPAZ, podendo ser ampliada para
atender & demanda nacional, no NIH.
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COMPARATIVE STUDY BETWEEN QUALITY CONTROL TESTS OF ANTI-
RABIES INACTIVATED VACCINES FOR ANIMAL USE AND EXPERIMENTAL
PRODUCTION OF THE NATIONAL REFERENCE VACCINE FOR NIH

ABSTRACT

The efficiency of anti-rabies inactivated vaccines that are commercialized for animal
use, in Brazil, is evaluated by the Habel test, considering >10**/DL 50 for official approval of
the lots.

The goals of the present study is to compare the NIH (“National Institute of Health™)
and the indirect ELISA tests to the Habel test and produce the National Reference Vaccine
(VRN) experimentally, to be used in the NIH.

Two hundred and ten lots of vaccine have been tested by the NIH test parallel to the
Habel test. The NIH test, followmng the Lmits 0,9UI; 0,97UI; 0,98UI; 1,0U1 and 1,1U1
approved, respectively, 77,62%; 75,71%; 75,23%; 73,81%; 71,90%, while the Habel test
approved 82,38% of the lots. The cut off value determined for the NIH was more than 0,98 Ul
so 1,0 Ul is recomended as the official cut-off value.

The indirect ELISA was applied m seras of mice immunized with 70 lots of vaccines
with varied results in the Habel. The cut off values, the sensibility (S), the specificity (E), the
predictable values for positive (VPRP) and negative (VPRN) results and the ratio between
positive standard sera and no vaccinated mice sera were determined, so it was decided to adopt
in this method the dilution of 1/400 that presents cut-off value of 0,225; $S=97%; E=100%;
VPRP=100% and VPRN=78%.

The National Reference Vaccme (VRN) was produced in BHK cells, C 13, with the
Pasteur virus (PV). The viral suspensions (5% BHK) had been titres of 107%*DL 50/ml in
lactents mice and 10”7 DL 50/ml in young adult mice and 3,10 ug/mL of total rabies
glycoproteins (). The final volume was divided into samples A and B, that were inactivated,
respectively, by binary ethyleneimine (BEI) and by $- propiolactone (BPL). For both
inactivants there was a fast decrease of the infectivity and a slow decrease of viral degradation
in G content. Sample A (BEI-12 hours) and B (BPL-6 hours) presented insoluble G=1,92
pg/mL and 2,02 ug/ml, respectively, as the contents. Both presented satisfactory results in the
viral inactivation, in toxicity and in sterility tests. For the potency test, samples A and B were
sub-divided into A; and B; (5x concentrated) and into A; and B, (10x concentrated), that
presented good response in quality control tests and were capable of inducing immune
response in mice, mesured through IgG quantification and protection against the viral
challenge, suggesting that the production methodology was adequate to the VRN obtention,

compatible to the Regional Reference Vaccine -INPPAZ-, able to be amplified to supply the
national request, in the NIH.
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1 INTRODUCAO

A raiva é uma doenga infecciosa viral de evolugfo aguda, que se manifesta sob as
formas paralitica e furiosa. E de distribuicio cosmopolita, mundialmente endémica. Atinge
todas as espécies de mamiferos, inclusive o homem. A transmissdo ocorre dos animais para o
homem (antropozoonose). E uma doenca conhecida e estudada desde a antigiiidade. A sua
descricio, em animais domeésticos, foi atribuida a Demdcritus (500 a.C.) e a Aristoteles (320
a.C.). Os povos do século I ja conheciam a infecciosidade da saliva de cles raivosos,

chamando esse material de “virus”, que significa veneno, em latim (BAER ef al., 1985).

1.1 Agente etiologico

O agente viral pertence & familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus. O virus rabico
possui um genoma contendo RNA de fita simples, ndo segmentado, com polaridade negativa
complementar a0 RNA mensageiro (BAER et al., 1985). Através da caracterizagdo genética
de muitas regides do virus os genotipos foram divididos em genotipo 1, virus rabico; 2, virus
isolados de morcegos da regido de Lagos (LBV); 3, virus Mokola (MOKV); 4, virus
Duvenhage (DUVV); 5, isolados de morcegos europeus (EBVL-1); 6, isolados de morcegos
europeus (EBVL-2) e 7, lissavirus isolados de morcegos da Australia (ABLV) (Fig. 1.A)
(REGENMORTEL ef al., 2000 ed.; RUPPRECHT et al., 2002),

O virus da raiva é sensivel a solventes lipidicos (detergentes, éter, cloroformio, acetona
etc), etanol a 45% — 70% °GL, preparagGes a base de iodo e compostos de amdnia quaterndria;
apresenta resisténcia & dessecacdo e a repetidos congelamentos e descongelamentos; tem
estabilidade relativa a pH entre 5 e 10, sensibilidade & pasteurizagdo, luz ultravioleta e
inativantes quimicos (KAPLAN, 1996).

As particulas virais sdo cilindricas, com um final cdnico arredondado e outro plano
convexo, com aspecto de projétil ou bala de revélver, didmetro médio de 50 a 90 nm e
comprimento aproximado de 130 a 300 nm. O virus pode ser dividido em duas unidades
estruturais; uma central e densa formada pelo ribonucleocapsideo helicoidal (RNP) e uma fina
camada circundante, recoberta por projegdes na superficie, sob forma de espiculas, no
envelope. No interior do RNP localiza-se o genoma, constituido de uma molécula de RNA de

aproximadamente 12 Kb, com uma seqiiéncia “leader” de 50 nucleotideos e cinco genes que



codificam as cinco proteinas estruturais (Fig. 1.B e C) (REGENMORTEL ef al., 2000 ed.;
RUPPRECHT et al., 2002).

As cinco protefnas do virus da raiva sio: RNA - polimerase (L), nucleoproteina (N),
glicoproteina (G), fosfoproteina (P) e proteina matriz (M), sendo a estrutura viral determinada
pela ordem e tamanho relativo dos genes no genoma (Fig. 1.B) (BAER ef al., 1985; TORDO
1996; REGENMORTEL et al., 2000 ed.; RUPPRECHT et al., 2002).

A proteina L ¢ uma RNA polimerase, com peso molecular (PM) de 180 Kd, que
apresenta de 20 a 150 moléculas por virion e fica localizada no ribonucleocapsideo (TORDO,
1996). Entre as fungBes incluem a transcri¢do e a replicagdo da RNA-polimerase dependente,
com associagio do mRNA final 5°, 3° poli A, e a atividade de proteinaquinase
(REGENMORTEL et al., 2000 ed.).

A nucleoproteina N € fosforilada, com PM de 57 Kd e contém 1.750 moléculas por
virion. E a principal proteina da estrutura do virus, e encontra-se associada ao genoma e &
proteina L. Exerce a fungdo de proteger o RNA, ¢ importante na imunidade celular, por
induzir um aumento significativo da resposta de células T auxiliares, na vacinago anti-rabica.
Apresenta uma menor variabilidade antigénica, sendo a proteina mais conservada do virus.
Estimula a produgdo de anticorpos (Ac) detectiveis por fixacio de complemento,
imunofluorescéncia e precipitagio, mas nfio apresenta atividade bioldgica (TORDO, 1996).

A glicoproteina (G) ¢ a unidade antigénica basica das espiculas do virus, existe sob
duas formas, a glicoproteina insoldvel (GI), com PM de 66 Kd, e a glicoproteina solavel (GII),
com PM de 56 Kd (SAKAMOTO e al., 1999), num total de 1.800 moléculas, que formam
aproximadamente 400 espiculas triméricas arranjadas compactamente na superficie do virus.
Tem importante papel na patogénese da raiva, por ser a responsavel pela adsorcdo virus-célula
e exerce um papel crucial na indugfo da resposta imune humoral, através da producio de
anticorpos neutralizantes ¢ na resposta imune celular, através da estimulacdo das células T

auxiliares e T citotoxicas, sendo considerado o mais importante antigeno para a imunizacio
(BOURHY et al., 1990; TORDO, 1996).
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Figura 1: Representacdo esquematica dos sete genotipos do génerc lissavirus, baseado na
comparacdo de seqiiéncias obtidas do gene da ribonicleoproteina (A). Genoma do
virus rabico, mostrando os genes que codificam as proteinas estruturais (B).
Diagrama de um lissavirus tipico, mostrando uma visdo estilizada do genoma e dos
antigenos virais {C).

Fonte: (hitp//www cde govincided/dvrd/rabies). Acesso em 10 de setembro de 2002

(hitp:/finfection.thelancet com). Acesso em 05 de outubro de 2002; RUPPRECHT er a/., 2002
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A proteina P apresenta-se com diferentes extensBes de fosforilagio, peso molecular 41
e 38 nm e com 950 moléculas por virion. Faz parte do nucleocapsideo viral, sendo requerida
para transcri¢do, encontrando-se ligada a proteina L. Apresenta-se sob forma sollvel no
citoplasma de células infectadas, podendo prevenir a agregagdo da protefna N, auxiliar a
mesma na encapsidaglo do RNA e mostra capacidade de induzir resposta imune mediada por
células (TORDO, 1996; REGENMORTEL et al., 2000 ed.).

A proteina M (proteina matriz) apresenta duas conformacdes diferentes relativas ao
namero de pontes dissulfeto internas, a M I, com PM de 24 Kd, e a M I, com PM de 25 Kd.
Estd associada a proteina G, fazendo parte da estrutura externa do envelope viral, tendo por
isso importdncia na indu¢fo da resposta imune, parecendo ter influéncia na morfogénese viral
e sendo considerada a proteina central de ligacio dos rabdovirus (TORDO, 1996;
REGENMORTEL et ¢l., 2000 ed.).

1.2 Patogénese

A transmissdo da raiva ocorre através da penetragdo do virus presente na saliva do
animal contaminado, durante a mordedura, arranhdo ou ferimento. Muito menos fregiiente do
que a transmissdc por mordedura, pode ser também pelo consumo de carcagas congeladas
contaminadas (Regifo Artica) ou pela inalacio de aerosdis, em cavernas densamente povoadas
por morcegos infectados (MURRAY er al., 2000),

O neurotropismo ¢ o principal fator associado com a infecgdo, porém ndo estd
totalmente esclarecido se o virus penetra diretamente nos nervos periféricos, antes de migrar
para o sistema nervoso central (SNC), ou se isto ocorre através de um mecanismo indireto,
apos replicagdo em tecidos fora do mesmo. Varios autores comprovaram que, no periodo
anterior a invasdo neural, o virus se multiplica nos midcitos, no local da incculacdo,
persistindo 3 a 4 dias nas placas motrizes, antes de penetrar nas terminagdes nervosas
periféricas, o que pode representar um passo de amplificaciio, aumentando a persisténcia do
virus e prolongando o periodo de incubaciio (ACHA, 1981; ATANASIU & SUREAU, 1987;
MURRAY ef af., 2000),

A penetracio do virus através do sistema nervoso periférico (SNP) se da pelo
axoplasma, ao nivel de receptores especificos, sendo sugerido, em particular, um co-recepior

do receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR). Ha indicagdes de que fosfolipidios,



gangliosideos e residuos de carbohidratos sejam componentes de um complexo receptor.
Estudos moleculares confirmam a similaridade estrutural entre um segmento da glicoproteina
do virus rabico e as neurotoxinas do veneno curare (a-bungarotoxina). No entanto, a
capacidade de infectar termina¢des sensoriais e culturas de células, que ndo expressam 0
receptor de acetilcolina, indica que esse virus pode usar outros receptores de superficie
(ACHA, 1981; ATANASIU & SUREAU, 1987; MURRAY et al., 2000). A penetracdo pode
ocorrer tanto por adsorgio, através de endocitose, como por fusfo direta com a membrana
celular. Em seqiiéncia, particulas virais, com ou sem envoltdrio, tém sido visualizadas cerca de
5 minutos apds a infecgdo, dentro de vesiculas. Nos lisossomos, ocorre uma troca funcional
(pH-dependente), seguida da liberagdo do nucleocapsideo viral para o citoplasma, onde a
replicago ocorre (ACHA, 1981; ATANASIU & SUREAU, 1987, MURRAY ef al., 2000).

Uma vez atingido o SNC, a replicagdo viral ocorre inicialmente nos neurdnios e a
propagagéio se da através dos mesmos. O virus ligado nas terminagles peuronais, apds o
brotamento na membrana plasmética e inclusive na membrana pds-sinaptica, € propagado, via
transporte axonal retrogrado, através das fibras sensoriais e motoras para os dendritos e para as
células do corpo do neurdnio subseqiiente. Este tipo de tramsporte tem sido visto,
predominantemente, nos estagios iniciais da infecgio cerebral e permite que o virus infecte
todas as areas do cérebro (ACHA, 1981).

Em adigio ao movimento centripeto por fluxo axoplasmico o virus se move
centrifugamente a quase todos os nervos do corpo. Essa disseminagdo viral segue a infecgdo
do tecido periférico, como as fibras musculares, glindulas salivares, cornea, medula adrenal,
glandula lacrimal, miocardio, rins, pulmdes, pancreas e epiderme. A infeccdo das glindulas
salivares, onde tém sido detectados titulos virais mais altos que no cérebro, ¢ de importéncia
fundamental porque favorece a transmissio da doenca para muitas espécies animais. Na
maioria dos casos, a eliminacfio de virus pela saliva se inicia com a enfermidade, porém em
muitas espécies se tem comprovado o aparecimento antes da manifestacdo dos sintomas
climicos, constituindo um importante fator de perpetuacio do virus na natureza (CECCALDI,
et al., 1993; ALAN, 2002).

Tém sido isolados virus em diferentes drgios e tecidos, tais como pulmdes, glandulas
supra-renais, gordura parda dos morcegos (glindula sub-escapular), rins, bexiga, ovarios,

testiculos, glandulas sebéaceas, células germinativas dos bulbos pilosos, cornea, papilas da
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lingua, parede intestinal e outros. Convém ter em conta que a distribuiciio do virus ndo &
uniforme, a freqliéncia da infecc@io de diferentes 6rgdos é variavel e a disseminagdo através do
liquido cérebro-espinhal pode ocorrer, mas somente nos estgios finais da infecgdo
(CECCALDI, et al, et al., 1993; ALAN, 2002).

Geralmente ndo sfo observadas, através de microscopia comum, anomalias no cérebro,
exceto uma variacdo do grau de edema cerebral (ACHA, 1981).

Constatou-se que muitos dos neurdnios do cérebro sio infectados, sendo encontrados
antigenos virais em corpusculos de Negri e fora deles. Na verdade, as alteracdes
histopatologicas mais surpreendentes sio sempre observadas no corddo espinhal, onde ocorre
infiltragdo linfocitaria, degeneracdio neuronal do corno de Amon, trompa e corneto anterior,
proliferagdo de células microgliais, especialmente na forma paralitica da raiva. LesGes
espongiformes do SNC tém sido relatadas durante a infecgio natural em animais, sendo estas
sempre localizadas no nicleo talimico e no envoltério interno do cértex cerebral (ALAN,
2002). A meningite também pode estar presente, em diferentes graus (ACHA, 1981;
CECCALDI, e al., 1993).

Os corpuasculos de Negri séo formados por neurdnios em degeneracsio, circundados por
macrofagos e, ocasionalmente, por outras células inflamatdrias. As estruturas internas desses
corpusculos t€m sido atribuidas as organelas celulares e particulas virais, bem como aos
ribossomos, visto que sdo prontamente corados por corantes baséfilos. Esses corpisculos tém
sido observados na cérnea e células ganglionares da retina, sendo sua presenca demonstrada
por imunofluorescéncia no cornea-teste (ATANASIU & SUREAU, 1987).

Em varias ocasiGes pode-se comprovar uma viremia breve, fugaz e de baixo titulo,
porém ndo tem sido possivel demonstrar de forma eficiente a ocorréncia de uma disseminacio
hematégena do virus, nem que a mesma exerga alguma funcio na patogenia da doenga. O
“estado de portador” em raiva pode ser conmsiderado raro, de pouca importincia na
epidemiologia e um fendmeno que poderia ndo ser levado em consideracdo para as praticas de
saude publica (BERAN & CROWLEY, 1983).

Importantes aspectos ainda devem ser considerados na patogénese da raiva, que
incluem: o papel do nucleocapsideo como um superantigeno no homem e em camundongos; a
indugfio de imunossupressio; o fendmeno da morte precoce e a imunopatogénese periférica,

que € responsavel pela paralisia dos membros posteriores. No entanto, é ainda dificil



correlacionar esses eventos com a disfunciio neural e os sinais clinicos. Por outro lado, relatos
recentes, que mencionam alteragdes na sintese de citocinas (IL-1), do fator de necrose tumoral
(TNF-a) e nos ligantes de receptores de citocinas, oferecem novas perspectivas na infecgéo
experimental, que evidenciam manifestacbes prejudicias ao sistema imune e ao sistema

nervoso (CECCALDI, er al., 1993; MURRAY et al., 2000).

1.3 Resposta imune

A resposta imune constitui uma das formas de controle da infecgéo pelo virus rabico,
envolvendo mecanismos imunes inespecificos e especificos. A incapacidade de controlar a
infeccio viral pode resultar na morte do individuo infectado (JOFFRET er al, 1991;
MORGEAUX, 1992).

Como mecanismos imunes inespecificos podem ser considerados: a fagocitose, a lise
espontinea de particulas virais ou de células infectadas pelos virus, através da agdo de células
do sistema mononuclear fagocitico, representadas, principalmente, pela acfo citotoxica das
céiulas “natural killer” (NK) e das células “killer” (funcio nfo dependente de anticorpos); a
ativacdo do sistema complemento (via alternativa); a indugfio de producfio de interleucinas,
dentre outros fatores, Estes mecanismos podem atuar de forma isolada ou sinergicamente com
os componentes da resposta imune especifica (SISSONS & OLDSTONE, 1980; BOURHY ef
al., 1990; JOFFRET ef al., 1991; TIZAR, 2000).

A imunidade especifica representada, principalmente, pelas respostas imune celular e
humoral, é de grande importincia no controle da infeccdo viral. Os virus sdo complexas
misturas antigénicas, cujo grau de complexidade é dado pelo ndmero de proteinas que
codificam. Pela sua estrutura, o virus da raiva é fortemente imunogénico, em particular a
glicoproteina G expressa na superficie das particulas virais, e de células infectadas, exerce
importante papel na imunogenicidade, sendo a mais acessivel estrutura alvo para o sistema
imune (BOURHY ef af., 1990; TORDO, 1996).

A resposta imune humoral compreende a formac8o de imunoglobulinas ou anticorpos
especificos (BOUHY ef al., 1990; TORDO, 1996).

As imunoglobulinas, capazes de neutralizar o virus, so sintetizadas pelos linfocitos B,
apos a expansdio clonal e diferenciacio destes em plasmocitos, sendo produzidas,

primariamente, as da classe IgM (detectaveis de 3 a 7 dias) ¢ as IgG, entre os dias 8 a 16 pos-



vacinagdo. A glicoproteina G de superficie € capaz de induzir a sintese de anticorpos
neutralizantes, que impedem a invasdo do SNC pelo virus, tendo em vista que, apos a difusdo
no SNC, o virus fica isolado do reconhecimento imune. Acredita-se que os anticorpos dirijam-
se a superficie da glicoproteina, bloqueando as regides da superficie viral necessarias para a
ligagdo as células susceptiveis e, através do processo de neutralizagio, implementa a
fagocitose, além de provocar possivel lise direta das particulas virais, via ativacio do
complemento (SISSONS & OLDSTONE, 1980; MORGEAUX, 1992).

A ribonucleoproteina (RNP) também induz a produgo de anticorpos, que podem
contribuir na prote¢do contra a infecgdo, porém os mecanismos de inibicdo da replicacfio viral
no sdo bem conhecidos (SISSONS & OLDSTONE, 1980; LODMELL et al., 1993).

Apds o processo de infeccdo, a resposta imune frente ao virus ribico, em animais e no
homem, ¢ rara, sendo detectada apenas no ciclo final da doenga. Geralmente a dose infectante
¢ insuficiente para induzir uma resposta imune, podendo a amplificacdio viral nas células
musculares ser adequada para infectar os nervos terminais, mas nio o suficiente para ser
imunogénica. Além disso, a disseminagdo e a replicagio no tecido nervoso permitem que este
agente escape e se refugie das células efetoras do sisterna imune do hospedeiro (TURNER,
1985). Por isso, a recuperagio da doenca € extremamente rara no homem e em espécies
selvagens, e ocasional em cées, cobaias e camundongos (SMITH, 1981). Os aspectos da
resposta imune envolvidos na recuperagio nfio foram, ainda, determinados, embora se saiba
que sdo dependentes da resposta humoral, uma vez que, nestes casos, titulos altos de
anticorpos sdo observados (TURNER, 1985; DELLEPIANE & DIAZ, 1986; KING &
TURNER, 1993).

A resposta imune celular compreende, principalmente, o desencadeamento de
linfocitos T auxiliares (LTh) e de linfocitos T citotoxicos (LTc). Os LTh (CD4+), que
reconhecem o antigeno quando apresentado, apds ligagdo e processamento pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs), principalmente macréfagos, no contexto do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), classe II, exercem um papel importante na
imunidade contra o virus rabico. Uma das funces desses linfocitos é cooperar com 0s
linfocitos B para a secrecdio de anticorpos. As células apresentadoras de antigeno secretam
uma variedade de mediadores quimicos soliveis (citocinas), sendo o principal fator a

Interleucina 1 (IL-1), que envia um segundo sinal a célula T, ativada para proliferacdo e



ativagdo de outras céhulas da resposta imune, dentre as quais os linfocitos B (BOURHY et al.,
1990; TORDO, 1996; LAFON, 2002).

Os linfocitos LTe (CD8+), apds o reconhecimento de peptideos do virus, sdo expressos
na superficie celular, em associacdo &s moléculas da classe I, do MHC, e responsaveis pela
eliminacdio das células infectadas, o mesmo ndo ocorrende com o virus livre (DOHERT,
1985). A resposta de LT¢ também é gerada em resposta a vacinagéo. Como para outros virus,
a imunidade anti-rabica tem encontrado varias respostas complexas dependentes notadamente
da atividade das células T (JOFFRET et ¢, 1991; MORGEAUX, 1992; LAFON, 2002).

A interleucina-2 (IL-2) e o interferon y (IFN-y), também com funcfo de ativar
macrofagos, LTe, células NK e outras células da resposta imune, sdo importantes para
eliminacdo do virus presente na superficie das células infectadas (JOFFRET er al., 1991;
MORGEAUX, 1992). Experimentos “in vitro” demonstraram, que o [FN-y inibe a replica¢ao
do virus, sendo também induzido “in vivo™ por amostras de rua e por amostras fixas. Esta
presente mais abundantemente, imediatamente antes da morte, no tecido cerebral de animais
experimentalmente infectados (KING & TURNER, 1993). SMITH (1981} verificou que
titulos de IFN-v corresponderam a titulos virais no cérebro, contribuindo para a sobrevivéncia
do animal apds a infecgdo rabica. Além disso, a habilidade que o IFN-y apresenta de aumentar
a atividade citotoxica de linfdcitos podera ser benéfica para o hospedeiro, auxiliando na
eliminacdo do virus do SNC, apesar de este poder surgir, para protecdo, tardiamente na doenca
(KING & TURNER, 1993; LAFON, 2002).

1.4 Sintomatologia

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

No homem, o periodo de incubagfo ocorre de 2 a 8 semanas, podendo variar de 10 dias
até oito meses ou mais. O maior ou menor tempo de incubacio depende da dose de virus
inoculada pela mordedura ou arranhadura, do local da mesma, da amostra viral e da gravidade
da lesdio. O periodo de incubagdo é mais longo quanto maior for a distincia entre as lesOes € 0

SNC (MURRAY et al., 2000; RUPPRECHT et al., 2002).



A enfermidade comeca com uma sensagio de angustia, cefaléia, pequena elevacdo da
temperatura corporea, mal estar e alteragdes sensoriais, geralmente no local da mordedura. Na
fase seguinte, ocorre excitag@o, hiperestesia e uma extrema sensibilidade 2 luz e ao som,
dilatagdo das pupilas e um aumento da salivaciio. A medida que a enfermidade progride, ha
espasmos nos musculos de degluticdo e os liquidos sio rejeitados violentamente por
contragbes musculares. Esta disfuncfio da degluticio se observa na maioria dos enfermos,
muitos dos quais apresentam contragdes espasmodicas laringofaringeas 4 simples vista de um
liquido, e se abstém de deglutir sua propria saliva (hidrofobia). Também se podem observar
espasmos dos musculos respiratorios e convulsdes generalizadas. A fase de excitacdo pode ser
predominante at¢ a morte, ou substituida por uma fase de paralisia generalizada. A
enfermidade dura, em média, de 2 a 6 dias, algumas vezes um periodo maior e, de modo quase
invariavel, termina com a morte (MURRAY e al., 2000).

Nos cées e gatos, o periodo de incubagio ¢, em geral, de 10 dias a 2 meses. Na fase
prodrdmica, estes animais manifestam alteracdes de comportamento, se escondem em locais
escuros ou mostram uma agita¢o inusitada, dando voltas, intranqiiilos (BRASIL, 2002b).

Na forma furiosa a excitabilidade reflexa esta exaltada e o animal se sobressalta ao
menor estimulo. Observa-se que ocorrem anorexia, irritacio na regido da mordedura,
estimulagdo das vias genito-urinarias e um ligeiro aumento da temperatura corpérea. Depois
de 1 a 3 dias, acentuam-se, de forma notdria, os sintomas de excitagio e agitagdo. O co ou o
gato se torna agressivo, com tendéncia a morder objetos, animais e o homem, inclusive o seu
proprietario, e muitas vezes morde a si mesmo, provocando graves feridas. A salivagio &
abundante, jd que o animal nfo deglute a saliva, devido a paralisia dos musculos da degluticdo,
havendo, nos cées, uma alteragdo do latido, pela paralisia parcial das cordas vocais, com um
latido rouco e prolongado. Os caes raivosos tém propensio a abandonar suas casas e percorrer
grandes disténcias, quando podem atacar outros animais. Na fase terminal da enfermidade,
com freqiiéncia, podem ser observadas convulsdes generalizadas, apos as quais ocorrem
incoordenagdo muscular e paralisia dos mmisculos do tronco e das extremidades, seguida de
coma ¢ morte (ATANASIU & SUREAU, 1987).

A forma muda ou paralitica caracteriza-se pelo predominio de sintomas paraliticos,
tanto que a fase de excitacfo é muito curta ou as vezes estd ausente. A paralisia comeca pelos

musculos da cabega e pescogo; o animal tem dificuldade na degluticio e inicialmente suspeita-
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se que esteja engasgado e, quando o proprietario tenta socorré-lo, expde-se a infeccdo. Logo se
manifesta a paralisia das extremidades, em seguida paralisia geral e morte. O curso da
enfermidade pode durar de 1 a 11 dias (ATANASIU & SUREAU, 1987; RUPPRECHT et al.,
2002).

Nos herbivoros a raiva € transmitida principalmente por morcegos ¢ ¢ periodo de
incubacdo ¢ longo, com variagdes. Os sintomas predominantes sdo do tipo paralitico e, por
isso, se denomina raiva bovina paralisante ou paralitica. Os animais afetados se afastam do
grupo; alguns apresentam as pupilas dilatadas e o pélo ericado, outros apresentam sonoléncia e
depressdo. Observam-se movimentos anormais das extremidades posteriores, lacrimejamento
e catarro nasal. Os acessos de firia sfo raros, porém nota-se tremores musculares, inquietaco,
priapismo e hipersensibilidade no local da mordedura, de modo que os animais se rocam,
podendo até provocar ulceragdes. Ao evoluir a enfermidade, se observa incoordenagdo
muscular e contracBes tonicoclonicas na musculatura do pescogo, tronco e extremidades. Os
animais tém dificuldade na degluticdo e param de ruminar. Por ltimo, caem e ndo conseguem
mais se levantar, assim permanecendo até a morte. Os sinais de paralisia aparecem, em geral,
entre o segundo e terceiro dias apos o inicio dos sintomas. A duragfio da enfermidade atinge 2
a 5 dias, porém, em determinadas ocasibes, pode se estender a 8 - 10 dias (MURRAY er al.,
2000; RUPPRECHT et ai., 2002).

Os dados epizootiologicos, tais como a presenca de morcegos hematofagos, achados de
mordeduras provocadas por esses animais, a ocorréncia de multiplos casos, a predominéncia
de manifestacSes paraliticas e, sobretudo, a auséncia de raiva canina na regido, induzem a
suspeita de raiva transmitida por morcegos (KOTAIT ef al., 1998).

A raiva ocorre, também, naturalmente em muitas espécies de canideos e de outros
marniferos silvestres. Com base em dados experimentais e epidemiologicos, as raposas, 0s
coiotes, chacais e lobos sfio considerados os mais susceptiveis. Os morcegos apresentam um
grau menor de susceptibilidade. O periodo de incubagio € varidvel e raramente inferior a 10
dias ou superior a 6 meses. A sintomatologia clinica, em raposas e outras espécies silvestres,
infectadas experimentalmente, é semelhante & dos cfes. A maioria dos animais manifesta raiva
do tipo furiosa, sendo que, alguns, no entanto, apresentam raiva muda. A duragdo da
enfermidade ¢ de 2 a 4 dias em raposas, ¢ de 4 a 9 dias nas outras espécies silvestres. Nos

morcegos, tanto hematéfagos como ndo hematdfagos, se observa a raiva paralitica, com
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periodo de incubagdo muito varidvel, porém geralmente longo (BERAN & CROWLER,
1983).

1.5 Controle da doenga

O Programa de Controle da Raiva, preconizado pela Organizagio Mundial da Saude
(OMS), pela Organizacdo Panamericana de Satde (OPS) e pelo Ministério da Satde do Brasil
define a vacinagdo de cdies e gatos, a apreensdo de cles errantes, o atendimento de pessoas
envolvidas em agravos com animais, a observagdo clinica de cées e gatos, o tratamento das
pessoas expostas ao risco de infecgdo rdbica, a vigilincia epidemiologica, contemplando
dentre outros topicos a colheita e envio de material para exames laboratoriais, e o controle de
areas de foco de raiva e a educagéio em satde, como atividades para o estabelecimento de um
sistema eficiente de controle da raiva canina e humana, tendo em vista, que nos paises em
desenvolvimento, o c3o € ainda o principal agressor e transmissor da doenca aos seres
humanos, sendo a avaliagdo da circulagBio do virus na espécie canina um dos principais
pardmetros para que a doenga seja considerada controlada (BRASIL, 2002b).

Deve-se ressaltar que a vacinagdo é uma das principais agdes de controle de raiva em
areas urbanas, quando aplicada em conjunto com as atividades estabelecidas para o sistema de
controle da doenga e € responsavel pela diminuicdo do nitmero de casos de raiva canina, felina
e, conseqiientemente, da raiva humana (BRASIL, 2002b).

A profilaxia da raiva humana pode ser feita pré ou pds-exposicdo ao virus. A profilaxia
pré-exposicdo utiliza vacinas e ¢ indicada para as pessoas que, devido a atividade profissional,
correm o risco de exposicdo ao virus. A profilaxia pés-exposigio é indicada para as pessoas
que acidentalmente se expuseram ao virus: combina a limpeza criteriosa da lesio e a
administragdo da vacina, isoladamente ou em associagdo com o soro ou a imunoglobulina
humana anti-rébica. E o tnico meio disponivel para evitar a morte do paciente infectado,
desde que adequada e oportunamente aplicada (DREESEN, 1997; COSTA ef al., 2000).

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 América Latina, onde existe o morcego hematéfago (Desmodus rotundus). A raiva
dos herbivoros € responsavel por infimeros prejufzos econdmicos diretos na América Latina,
da ordem de 30 milhSes de dolares/ano, sendo que no Brasil este valor se aproxima de 15
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milhdes de dolares com a morte de cerca de 40.000 cabecas bovinas. As agdes de controle para
a raiva dos herbivoros, conforme preconizadas internacionalmente, compreendem vacinagdes
dos susceptiveis e controle da populagdo dos morcegos hematdfagos, de forma continua e
sistematica (KOTAIT et al., 1998).

1.6 Vacinas

A tentativa inicial de prevencio da raiva foi realizada por Pasteur, que produziu a
primeira vacina contra a doenga e realizou o primeiro tratamento, com sucesso, em 1885, Essa
vacina foi preparada a partir da medula espinhal de coelhos adultos infectados com ¢ virus
fixo, parcialmente inativada pelo fenol e emulsificada em glicerina. A indicagfo era de um
esquema de 13 doses consecutivas, com a desvantagem de que apresentava virus residual e
causava seqlelas neurologicas (FUENZALIDA & PALACIOS, 1955: DREESEN, 1997).

Essa preparacio foi, posteriormente, inativada completamente pela associacdo de fenol
e temperatura -método de Semple-, com a vantagem de ser segura quanto a inocuidade, mas
mantendo as desvantagens de imunidade curta e a ocorréncia de reagdes neuroldgicas
(BLANCOU, 1986). Seguiram-se as vacinas preparadas em tecido nervoso de animais jovens
de diferentes espécies, tais como: carneiros, bezerros e camundongos, sendo indicados,
sempre, animais com menos de 9 dias de idade. A utilizacdo de camundongos recém nascidos,
com 1 ou 2 dias de idade, permitiu que se inoculasse uma menor quantidade de tecido cerebral
e. desta forma, sem prejuizo da indugfio de imunidade. As vantagens eram a maior
sensibilidade dos animais jovens ao virus, diminuicio das reacdes adversas e acidentes
neuroparaliticos, devido & presenga de menor quantidade de mielina, além de permitir uma
diminuicio na concentragdo da suspensdo viral na relagdo volume/dose. Foram usadas vérias
amostras de virus fixo e inativagio com a luz ultravioleta (FUENZALIDA & PALACIOS,
1955; BLANCOU, 1986; DIAZ et al., 1996; DREESEN, 1997).

Foram introduzidas, entdo, as vacinas a virus vivo modificado: Flury “low egg
passage” (LEP), baixas passagens e, Flury “high egg passage” (HEP), altas passagens, ambas
em ovo embrionado de galinhas; “Street Alabama Dufferin” (SAD); Kelev etc, que sdo
apresentadas, geralmente, sob forma liofilizada. Estas apresentavam a vantagem de longa

imunidade e tecnologia relativamente simples, porém nfo eram indcuas e tinham limitagio de



uso a deterrninadas espécies animais, sendo termo-sensiveis (BLANCOU, 1986; DREESEN,
1997; KOTAIT ef al., 1998).

Com o advento das culturas de células animais, grandes foram os avangos tecnologicos
nesta area (ESPESETH, 1996). Na década de 60, o Wistar Institute, na Filadelfia, desenvolveu
a primeira vacina em cultura de células diploides humanas (“Human diploid cell vaccine” -
HDCYV), que foi liberada para uso em 1976. A vacina era produzida com a amostra Pitman-
Moore (PM), inativada e apresentada pa forma liofilizada (BRANCHE, 1996; DREESEN,
1997). Poucas sio as manifestagdes adversas, sendo a incidéncia de reagdes neurologicas
baixa, ndo havendo relato de obitos associados ao seu uso. O principal fator limitante para o
uso dessa vacina, em larga escala, era o prego (DREESEN, 1997; COSTA er al., 2000).

Células VERO utilizadas como substrato deram origem & vacina purificada, preparada
também com a amostra PM inativada e concentrada por ultracentrifugacio. Também a cultura
de células de embrifo de galinbas tem sido utilizada para a produgdo de vacina purificada
(“Purified Chick-Embryo Cell Vaccine” — PCEV), preparada com a amostra Flury LEP-C25 e
desenvolvida em fibroblastos de embrido de galinhas, sendo concentrada por
ultracentrifugacdo. Estes dois tipos de vacina tém mostrado comportamento semelthante a
HDCV, em especial no que diz respeito 4 resposta imune (eficacia) e a incidéncia de reacdes
adversas (seguranca e tolerabilidade) (BARTH & FRANKE, 1996a; DREESEN, 1997;
MONTAGNON & FANGET, 1996; COSTA et al., 2000).

Outros substratos celulares vém sendo utilizados em diversos paises do mundo. A
vacina adsorvida, produzida em cultura de células dipldides de pulmio de feto de macaco
“Rhesus™ (“Rabies Vaccine Adsorbed” — RVA), vem sendo utilizada apenas nos Estados
Unidos da América. E produzida com a amostra Kissling, concentrada e adsorvida com fosfato
de aluminio (BARTH & FRANKE, 1996b). Na Russia é produzida a vacina em cultivo
primario de rim de hamster (“Primary Hamster Kidney Cell Vaccine” — HKCV), com a
amostra Pequim, ¢ largamente utilizada na Russia e na China. Na Suica € produzida a vacina
purificada em ovos embrionados de patos - “Purified Duck-Embryo Vaccine” - (PDEV). E
produzida com a amostra PM e também concentrada por ultracentrifugacdo. Causa maior
incidéncia de eventos adversos, embora moderados, quando comparada com a HDCV
(BARTH & FRANKE, 1996b; DREESEN, 1997).
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A OMS (“World Health Organization™ - WHQO), em 1988, através de um levantamento
(“World Rabies Survey”), que contou com a participagfio de 112 paises, detectou que 32
paises (28% dos participantes) produziam vacinas para uso humano. Dentre esses paises, todos
localizados na Africa e na Asia, e 90% dos localizados na América Central e América do Sul
relataram produzir vacinas a partir de tecido cerebral, tanto de mamiferos adultos, como de
lactentes. As vacinas humanas preparadas a partir de tecido cerebral representavam 85% das
doses produzidas ou importadas por agueles paises, enquanto no caso das vacinas de uso
veterinario mais que 60% das doses utilizadas eram preparadas em cultivo celular. Foi
observado que a China e a Russia, desde 1980, ja produziam vacinas em cultivo celular,
ficando entdo demonstrado que em 1988, as vacinas de cultivo celular representavam 35% das
doses de vacina, para uso humano distribuidas pelo mundo (MESLIN & KAPLAN, 1996).

O surgimento de problemas de seguranca com as vacinas atenuadas levou ao
desenvolvimento de vacinas inativadas, nos anos 70. Porém, ndo se obteve sucesso com 0O Uso
oral dessa vacina nos animais silvestres. Com os avangos na clonagem e expressdo génica
surgiu uma nova geracdo de vacinas, utilizando os orthopoxvirus, tais como o virus
“yaccinia”., Esses virus recombinantes (VRG) expressam o gene de glicoproteina do virus
rabico ¢ nfo tém a capacidade de causar raiva. A vacina recombinante (VRG) quando
administrada oralmente a animais de laboratdrio, induz rapidamente altos niveis de anticorpos
neutralizantes e confere protegdo contra o desafio com amostras de campo antigenicarnente
distintas. Subseqiientemente, foi demonstrado que carnivoros poderiam ser vacinados por via
oral através do consumo de “iscas” contendo a vacina, que vém sendo usada extensivamente
para o controle da raiva no ambiente silvestre, mas outras vacinas recombinantes dever&o
entrar em teste nos proximos anos (MESLIN & KAPLAN, 1996; CPFA, 2002).

Até meados dos anos 60, 0 controle da raiva nas populagbes de animais silvestres era
baseado na reducdo populacional através de armadilhas, cacadas, envenenamento por “iscas”
contendo estricnina, e utilizagdo de substdncias anticoagulantes, no caso de morcegos
(largamente utilizada em todo o mundo). Porém o alto custo e a ineficiéncia deste tipo de
controle para os mamiferos terrestres fizeram com que a aten¢fo fosse concentrada em
encontrar: uma vacina oral efetiva, que ndo oferecesse risco para humanos e espécies néo
visadas; desenvolver uma “isca” adequada; encontrar a estratégia ¢ tatica certa para a

distribuicdo das “iscas” e obter conhecimento suficiente do ecossistema dos vetores, para
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determinar os pardmetros para a eliminacdo da raiva (MESLIN & KAPLAN, 1996; CPFA,
2002).

1.6.1 Amostras de virus rabico utilizadas na preducio de vacinas

As amostras fixas de virus rabico utilizadas para a producdo de vacinas sdo: a Paris
Pasteur (isolada na Franca, de bovino, em 1882, submetida a 300 passagens em cérebro de
coelhos e também adaptada a células VERO); PV (virus fixo Pasteur, adaptado a cérebro de
coethos e a cultivos de rim de bovinos, rim de hamsters—-BHK 21, C 13 e células VERO); PM
(originaria da PV, adaptada a cérebro de coelhos, células diploides humanas, cultivo primario
de rim de cdes, células VERO e NIL-2); CVS (“Challenge Virus Standard”, originaria da PV,
adaptada a cérebro de camundongos, células BHK-21, embrido de galinhas e células
relacionadas); Nishigara (originaria da PV, Japdo - 1915, adaptada a cérebro de coelhos ¢
cérebro de cobaias lactentes); CVS-51 (isolada de um cdo raivoso, no Chile, em 1943,
adaptada a cérebro de camundongos); CVS-91 (isolada de humano, no Chile, em 1943,
adaptada a cérebro de camundongos); Kelev (isolada de cdo, em Israel, em 1950, e depois de
100 passagens em embrido de galinhas foi adaptada também a cérebro de camundongos); SAD
(isolada de céo no Alabama, USA, em 1935, foi adaptada a cérebro de camundongos e células
BHK-21); “Evelyn-Rokitniki-Abelseth” (ERA) (originaria da amostra SAD, adaptada a
células de rim de suinos e células BHK-21); Vnukovo-32 (origindria da SAD, adaptada a
células primarias de rim de hamster); Flury (isolada de humano, na Geodrgia/USA, em 1939,
adaptada a embrido de galinhas), sendo Flury “low egg passage” (LEP), com 40-50 passagens
em embrido de galinhas, também adaptada a células primdrias de embridio de galinhas e
células BHK-21 e Flury “high egg passage” (HEP), com mais de 180 passagens em embrido
de galinhas e também adaptada a células primérias de embriio de galinhas (SACRAMENTO
etal., 1992; DIAZ et al., 1996; RECULARD, 1996).

1.6.2 Vacinas contra a raiva de uso humano

Todas as vacinas contra a raiva humana devem ser ativadas. A vacina utilizada de
rotina nos programas de satde publica no Brasil é a Vacina Fuenzalida & Palacios Modificada
(FPM). E a tmica vacina anti-rabica para uso humano que se produz na América Latina

(MESLIN & KAPLAN, 1996). E preparada em cérebro de camundongos recém-nascidos,
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infectados com virus fixo Pasteur (PV) ou CVS e deve conter cerca de 2% de tecido nervoso,
sendo administrada por via intramuscular. Eventos adversos, temporalmente associados &
vacina FPM, podem ocorrer durante a administragio do esquema de prevencio ou apds o seu
término, sendo que a incidéncia dessas manifestagGes neurologicas, citada na literatura, € de 1
caso para 8.000 tratamentos (FUENZALIDA & PALACIOS, 1955, BLANCOU, 1986;
DREESEN, 1997).

Desde a década de 50, vérios substratos tém sido utilizados para a replicagdo viral,
resultando nas vacinas conhecidas: HDCV, VERQ, PCEV e RVA. Atualmente, os paises
desenvolvidos utilizam apenas vacinas produzidas em linhagens celulares (DREESEN, 1997).

Todas as vacinas contra a raiva, de wuso humano, sfo inativadas com a
betapropiclactona e nio podem apresentar virus ativos (“vivos”) (BRANCHE, 1996; BARTH
& FRANKE, 1996a e 1996b). A poténcia dessas vacinas, € avaliada pelo método NIH
(“National Institute of Health” - USA), sendo a atividade antigénica da vacina, tipo FPM de,
no minimo, 1,0 Unidade Internacional (Ul) por dose, enquanto as vacinas produzidas em
cultivo celular devem apresentar uma poténcia minima requerida de 2,5 Ul por dose. A dose
destas vacinas depende do laboratério produtor. Em geral, a dose indicada para esquemas de
pré ou pos-exposi¢do, para uso pela via intramuscular, € 0,5 mL (PVCV) ou 1,0 mL (HDCV,
PCEV, PDEV). Quando utilizadas em esquema de pré-exposicdo, as vacinas HDCV, PVCV e
PCEV (mas ndo a PDEV) também podem ser administradas pela via intradérmica, na dose de
0.1 mL (COSTA et al., 2000). Todas estas vacinas devem ser conservadas permanentemente
sob refrigeracfio, entre 2°C e 8°C (FUENZALIDA & PALACIOS, 1955; BRANCHE, 1996;
BARTH & FRANKE, 1996a ¢ 1996b).

No Brasil, as vacinas produzidas em cultura de células ou em embrido de pato estdo
disponiveis na rede publica de saide, em Centros de Imunobiologicos Especiais, para
pacientes imuno-deprimidos e para os que apresentam eventos adversos graves a vacina FPM
(COSTA et al., 2000) e no Estado de S3o Paulo encontra-se disponivel, nos postos de saude, a

vacina preparada em cultura de células para todos os pacientes.

1.6.3 Vacinas contra a raiva de uso veterinario
No Brasil, a imunizagdo de animais pode ser feita, ainda, através de dois tipos de

vacinas: as inativadas (produzidas em cérebro de camundongos e/ou em cultivos celulares) e

17



as de virus vivo modificado ou atenuadas. As vacinas produzidas em tecido cerebral sio
chamadas vacinas de primeira geracfo e, as produzidas em cultivos celulares, vacinas de
segunda geracdo. Existern ainda, em outros paises, as vacinas recombinantes, principalmente
indicadas para a imunizacdo por via oral de espécies silvestres (WHO, 1992, CORTES et al.,
1993; KOTAIT er al., 1998).

Uma variedade de vacinas de uso veterindrio tem sido usada no Brasil nos dltimos 30
anos para © controle da raiva, incluindo Formidogel, Flury LEP, Flury HEP, FPM e mais
recentemente a vacina produzida em cultura de células (CORTES et al., 1993; KOTAIT ef al.,
1998).

As vacinas produzidas em tecido cerebral sdo usadas, principalmente, na Ameérica
Latina, no Caribe e na Africa do Norte, em programas de controle da raiva canina (DIAZ er
al., 1996; WHO, 1992; MESLIN & KAPLAN, 1996). No Brasil, a vacinagdo contra a raiva
canina, realizada por oOrgdos publicos, utiliza a vacina do tipo FPM (REICHMANN ef al.,
1999). Esta vacina tem a vantagem de conferir boa imunidade e apresentar inocuidade em
animais experimentais e na rotina de vacinagio. F uma das vacinas mais imunogénicas e
seguras e tem permitido o controle da raiva nos paises sul-americanos que a tém utilizado
sistematicamente em programas bem delineados e executados (VAZ, 1999). Porém, se forem
realizadas inoculagbes miltiplas ainda podem ocorrer, embora raramente, reagdes
neuroalérgicas (BLANCOU, 1986).

H4 uma tendéncia crescente de substituicdo do substrato usado em vacinas caninas, até
pouco tempo constituido predominantemente por tecido cerebral de camundongos, para
cultivos celulares. A primeira preparacdio, em células BHK, no Brasil, foi investigada por
FENJE, em 1960 (apud CORTES et al., 1993), sendo que a primeira produgfio comercial em
larga escala, data de 1978, cujo processo de produgdo foi descrito por GUIDOLIN et al
(1983), citados por CORTES ef al, (1993). Esta e outras vacinas similares, produzidas em
culturas de células, sdo agora extensivamente usadas.

As vacinas comerciais produzidas atualmente s3o todas preparadas em culturas
celulares, tanto as atenuadas, que sdo apresentadas sob forma lofilizada, como as inativadas,
que contém adjuvantes (KOTAIT ef o, 1998). E importante destacar que as vacinas
preparadas em cultivo celular sfio superiores as demais, principalmente em relagdo &

inocuidade e estabilidade (BLANCOU, 1986), embora tenham sido consideradas por
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GERMANO ef al. (1990) como de tecnologia mais dispendiosa, inviabilizando o seu uso em
massa nos paises do terceiro mundo.

As vacinas atenuadas rotineiramente usadas no nosse pais sdo derivadas das amostras
Flury (produzidas em embrido de galinhas), ERA e SAD (em células de rim de suinos). No
entanto, vacinas de ambos os tipos, sio preparadas em outros sistemas celulares, em geral,
origindrias de células caninas, bovinas e outras linhagens (CORTES ef al., 1993), dentre elas
as ceélulas NIL-2 (rim de hamster recém-nascido), acrescidas ou ndo de adjuvantes
(GERMANO ef al., 1990; CORTES et al., 1993; KOTAIT ef al., 1998). Na America do Sul,
LARGHI et al (1976) mostraram que vacinas experimentalmente produzidas em células
BHK-21, C 13, inativadas com bromo etilenoimina binaria (BEI) e contendo o hidroxido de
aluminivc como adjuvante, sfo imundgenos potentes e capazes de conferir imunidade
persistente em bovinos. A introdugdo dessas vacinas no Brasil ¢ relativamente recente.
RIBEIRO NETO et al. (1973) testaram uma vacina importada produzida em culturas de
células, e observaram uma imunidade comparavel a das atenuadas, amostra ERA, também
importada e significativamente melhor que as pacionais produzidas, até entdo, em tecido

cerebral (apud CORTES et al., 1993).

1.6.3.1 Vacinas a virus viveo modificado ou atenuadas

Os requerimentos para producdo de vacinas vivas de uso veterindrio sdo, em geral,
consideravelmente menos exigentes do que aqueles das vacinas inativadas. As técnicas de
producdo sdo simples e os volumes de células e de cultivos virais muito menores. No entanto,
apresentam muitas desvantagens, dentre as quais o fato de amostras vivas possuirem
patogenicidade residual, que varia de acordo com a espécie animal, com a via ¢ a dose de
inoculagdo. Esta patogenicidade residual tem sido demonstrada estar associada as vacinas
preparadas com as amostras Flury LEP, ERA e SAD. Vacinas atenuadas sdo estaveis somente
sob condi¢les estritas de estocagem e devem ser usadas somente quando lLiofilizadas
(RECULARD, 1996).

As vacinas atenuadas, para serem utilizadas, devem: nfio produzir enfermidade ao
serem inoculadas nas condigbes sob as quais se pratica a vacinagdo; multiplicar-se no
organismo em grau adequado para determinar o estado de imunidade e manter essas

caracteristicas através das passagens por meio das quais sio mantidas (FUENZALIDA &
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PALACIOS, 1955). O risco do uso sistemdtico em todas as espécies animais, que inclusive é
dependente da idade do animal, ¢ demasiadamente importante na recomendacio do seu
emprego (BLANCOU, 1986; KOTAIT et al., 1998). Esse tipo de vacina estd historicamente
associado a induglo de resposta réapida e elevada e ainda & persisténcia de imunidade. Se
consideradas, as dificuldades de armazenamento, existentes em um pais tropical, a
possibilidade de reversdo do virus atenuado e o despreparo dos vacinadores, entende-se que as
citadas vantagens, ndo sio obtidas com freqiiéncia. O mecanismo de acdo baseia-se na
replicacdo viral em progressdo geométrica, que estimula o sistema imunolégico com
proporcional producdo de anticorpos (KOTAIT er al., 1998; VAZ, 1999).

Recentemente, por questdes de segurancga biologica, tem havido uma tendéncia de uso
preferencial de vacinas inativadas, que atualmente contém massa antigénica capaz de conferir
elevado poder imunogénico, em especial pela adi¢do de adjuvantes (GERMANO et al., 1990;
CORTES et ai., 1993). De modo geral, a substituicio das vacinas anti-rabicas atennadas pelas
inativadas contribui, de forma significativa, para a diminuigio de acidentes pos-vacinais,
causados pelos virus atenuados (GERMANO et af., 1990). Sio fregiientes os acidentes com
vacinadores, 0 que requer, nestes casos, tratamento anti-rdbico completo (soro-vacinacio). A
vacina atenuada foi praticamente abandonada nos paises desenvolvidos, e seu uso proibido.
No Brasil, atualmente, apenas os estados das regides Norte, Nordeste e parte do Centro-Oeste
utilizam, principalmente, vacinas atenuadas e, os estados das regides Sudeste, Sul e parte do
Centro-Oeste, vacinas inativadas (KOTAIT et /., 1998).

No Brasil, ha de cerca de 9 produtos comerciais disponiveis no mercado. E interessante
notar que ndo existem vacinas atenuadas importadas, sendo todas de procedéncia nacional
preparadas em linhagens celulares, que na grande maioria s3o originarias de células de rim de
suinos, infectadas principalmente com as amostras ERA ou SAD e apresentadas sob forma
liofilizada.

1.6.3.2 Vacinas inativadas

As vacinas comerciais inativadas produzidas atualmente, no Brasil, sio todas
preparadas em culturas celulares e com adjuvante. Isto faz com que a resposta imunolégica
seja quantitativamente e qualitativamente equiparada & das vacinas atenuadas, quando

conservadas em condi¢des ideais. Alguns autores, embora considerando que as vacinas
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inativadas nio mostram as vantagens das atenuadas, quanto a rapidez da resposta imune,
ressaltam as vantagens de serem indcuas e termoestaveis (KOTAIT ef al., 1998; VAZ, 1999).

O Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA} através da Instrugao
Normativa (IN) n® 005 (2002) autoriza, a partir de setembro de 2002, apenas o uso de vacinas
inativadas (BRASIL, 2002a). As vacinas inativadas preparadas em cultivos celulares conferem
boa imunidade, sdo indcuas e se mantém estdvels a temperatura ambiente. Exigem, porém
tecnologia mais avangada para a sua produgdo, sendo que apresentam a vantagem de indugdo
de imunidade semelhante a induzida pelas vacinas ateruadas (BLANCOU, 1986).

Dentre as vacinas inativadas em uso no Brasil, existem cerca de 20 diferentes produtos
comerciais disponiveis, de procedéncia nacional e importada, sendo apenas um produzido em
cérebro de camundongos. Os demais sdo preparados em cultivos celulares, sendo a grande
maioria nas células BHK-21, C 13, infectadas com as amostras PV, ERA, SAD e Flury.

GERMANO et al. (1990), estudando a eficacia de protegdo das vacinas anti-rabicas
inativadas, produzidas em células BHK-21, C 13, infectadas com virus PV, observaram que as
mesmas, com e sem hidroxido de aluminio, quando aplicadas em miltiplas doses,
apresentaram o mais elevado grau de eficicia contra as variantes selvaticas, observando-se
variabilidade de comportamento apenas sobre as variantes de laboratorio DR-19 e CVS. Estes
autores verificaram ainda que, em doses Unicas, as vacinas com adjuvante foram ligeiramente
superiores as sem adjuvante, com maior variabilidade nos graus de protegdo
comparativamente aos resultados obtidos com o uso de doses multiplas.

A resposta imune induzida por vacinas anti-ribicas inativadas, de uso comercial,
produzidas em células BHK, com PV, contendo como adjuvante hidréxido de aluminio ou em
combinacdo com avridine (amino lipdide sintético), foi manifestada por uma alta produgdo de
anticorpos e protegdo contra desafio em bovinos (CORTES ef al, 1993). Esses autores
demonstraram que, na primo-vacinagio, a adi¢do de avridine aumenta a resposta imune em
termos do nivel e persisténcia de anticorpos. Mostraram também que 12 meses apos a
revacinacdo, tanto com vacinas contendo avridine ou hidréxido de aluminio, acima de 90%
dos bovinos vacinados estavam protegidos comtra o desafio experimental e que a vacina
inativada estudada foi capaz de manter os titulos acima dos niveis de protegdo por mais de
dois anos. Deste modo, durante a aplicacio desta vacina no campo, no Brasil e na Venezuela,
nfio houve notificacio de acidentes vacinais, em animais, que pudessem ser atribuidos a essa
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vacina inativada (CORTES er al, 1993). Resultados semelhantes foram observados por
LARGHI & NEBEL (1980), na Argentina, usando vacina anti-rdbica produzida em células
BHK.

1.6.3.3 Inativantes

A inativacdo do virus da raiva foi inicialmente realizada, no Brasil, pelo uso de fenol e
formaldeido (CUNHA, 1947). O fenol e o formaldeido nfio sfio agentes inativantes
satisfatorios porque atuam sobre todas as proteinas, inclusive sobre a glicoproteina do
envelope, reduzindo a antigenicidade do virus e também liberando residuos toxicos ou
irritantes. A luz ultravioleta, também indicada para a inativagio desse virus, apresenta a
limitagdo de exigir equipamento apropriado, tornando-se por isso de alto custo e de dificil
manutengdo (LARGHI ef al., 1976).

Mais recentemente, varios métodos e diferentes substincias quimicas tém sido usadas
como inativantes na producio de vacinas. Atualmente sfo utilizados os de primeira ordem,
entre 0s quais, a B propiolactona (BPL) (FUENZALIDA & PALACIOS, 1955; SILVA &
CUNHA, 1973; BLANCOU, 1986; MORGEAUX, 1992; COSTA er al, 2000); a Acetil
etilenoimina (AEI) e a etilenoimina (EI); as Bromo etilenoamina (BEA) e imina binaria (BEI);
outras iminas (CORTES ef al., 1993; VAZ, 1999) e a radiagio ultravioleta (FUENZALIDA &
PALACIOS, 1955).

1.6.3.3.1 Beta propiolactona

O inativante mais amplamente utilizado na inativacio do virus rabico ¢é a
betapropiolactona (BPL), geralmente numa dilui¢do em torno de 1:3.500 ¢ em meio alcalino,
conforme indicagdo do fabricante (B-PRONE — Grand Laboratories Inc®). Muitos métodos
que combinam a agdo do calor ¢ da BPL sio empregados para assegurar a completa inativacio
do virus e a total hidrolise do agente inativante (MORGEAUX, 1992; RECULARD, 1996). A
BPL ¢ uma lactona tumorigena, que possui propriedades viricida e bactericida, sem afetar
significativamente a antigenicidade desse virus. Ela pode se decompor rapidamente em um
produto ndo toxico, o acido propibnico, catalizivel pelo organismo dos mamiferos. A BPL ¢é
um reagente alquilante e acidulante muito reativo em meio aquoso. Reage com o0s

grupamentos carboxilas, hidroxilas, tidis e aminas presentes nos centros nucleofilicos dos
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acidos nucléicos e proteinas (MORGEAUX, 1992; RECULARD, 1996). A BPL reage com

grupos SH e SS, afetando mais freqlientemente a metionina e residuos de cisteina (PERRIN ef
al., 1990).

1.6.3.3.2 Acetil etilenoimina

Com relaciio aos outros inativantes de primeira ordem, a Acetil etilenoimina (AEI), a
Etilenoimina (EI), as bromo EA e EI e outras iminas sio também empregados para a
inativacdo do virus da raiva (FUENZALIDA & PALACIOS, 1955; LARGHI, ef al., 1976;
CORTES er al, 1993). Dos muitos inativantes testados nos ultimos anos, apenas os
componentes “aziridinas”, principalmente a N-AEl e o derivado EI sdo agora usados
extensivamente na produgio de vacinas (BAHNEMANN et al., 1974). A AEI € um inativante
mais seguro que o formaldeido, visto que o seu mecanismo de a¢do no processo de inativacio
gera uma reagdo de primeira ordem, mas tem a desvantagem de ser instavel & temperatura
ambiente. O seu derivado EI apresentou inativagio semelhante a apresentada pela AEL em
trabalhos com virus de febre aftosa, e mostrou ser estavel & temperatura ambiente; mas, como
as muitas “aziridinas”, ¢ altamente toxico e requer cuidados especiais no manuseio. Esta
caracteristica da EI e de outras “aziridinas™ faz de sua aplicagdo, e do seu uso em larga escala
na producdo de vacinas, um procedimento potencialmente perigoso e alguns poucos acidentes

tém ocorrido com o uso da AEI (BAHNEMANN ef al., 1974; BAHNEMANN, 1973).

1.6.3.3.3 Bromo ectilenoimina biniria

A bromo etilenoimina bindria (BEI) é preparada através da ciclizagdo de 2-bromo
etilenoamina (BEA) hidrobromide (HBr) ou 2- cloroethylenoamina hydrocloride, sob
condicdes alcalinas, pela mamuengdo de 0,1 M de BEA em 0,2 N de NaOH, por uma hora a
37°C, em banho maria. Desta forma, é promovida a redugdo da toxicidade da El preparada,
sob forma diluida, de 2-bromo etilamina em solucdo alcalina, reduzindo consideravelmente o
risco potencial associado com o uso da EI pura ¢ das outras “aziridinas” e também 0 perigo no
manuseio rotineiro do inativante. BAHNEMANN er al. (1974), em trabalhos com o virus da
febre aftosa, observaram que a BEI ¢é facil de preparar e a preparagio ¢ consideravelmente
menos toxica que a N-acetiletileno imina (AEI). Esses autores concluiram que esta

caracteristica facilita a aplicacio na produgdo industrial de vacinas e faz dessa preparagio um



inativante indicado também para trabalhos com o virus da raiva (LARGHI e al., 1976;
CORTES et al., 1993). Estudos de inativaggio com o virus da febre aftosa por BEI mostraram
que a substancia formada € igualmente 1til como inativante, comportando-se da mesma forma

que a EI pura (BAHNEMANN ef al., 1974; BAHNEMANN, 1975; LARGHI et al., 1976).

1.6.3.4 Adjuvantes

Todas as vacinas contra a raiva inativadas, produzidas em cultivo celular, contém
adjuvantes. Os adjuvantes mais freqiientemente utilizados em vacinas contra a raiva sdo o
hidréxido de aluminio, a saponina e o avridine, sozinhos ou associados ao hidréxido de
aluminio e, em menor escala, os oleosos (CORTES ef al., 1993; KOTAIT er al., 1998; VAZ,
1999). Adjuvantes sdo substédncias ndo especificas, nfo imundgenas, que quando adicionadas
ou emulsificadas a um antigeno favorecem e potencializam a resposta imune especifica a esse
antigeno, sem contudo, colaborar diretamente na especificidade da resposta imune (BIER ez
al., 1982; TIZAR, 2000).

O mecanismo de acdo dos adjuvantes ndo esta totalmente esclarecido, varios autores
admitem que exercem os efeitos de aumentar a persisténcia do antigeno, pela retengfo
prolongada do mesmo no organismo —acfo de depdsito-, aumentam o sinal co-estimulatério,
induzem a formagdo de granuloma, facilitam a captagdo de antigenos pelos macréfagos e
estimulam a proliferacdo de linfocitos inespecificos, dentre outras (BIER er al., 1982; TIZAR,
2000). Esta agdo pode ser exercida sobre o antigeno e/ou sobre o sistema imunolégico. Sobre
o antigeno, a agdo pode ser de protecio do mesmo pelo sistema imunitario, modificagio ao
conjugar-se a ele para estimular uma maior resposta especifica, pela denaturagio parcial do
antigeno pode torna-lo heterogéneo e insoltvel, diminuindo a sua destruicio. Sobre o sistema
imunologice, promovem ativacio de macrdfagos e do sistema complemento, combinam-se
com as proteinas do soro, tornando-se insoliveis e atuando na ativacdo de linfocitos T e B.

Os adjuvantes podem apresentar-se sob forma de adjuvantes inertes (suspensdes ou
géis minerais) ¢ adjuvantes dindmicos, extratos soliveis de microrganismos associados ou nio

aos adjuvantes oleosos (BIER et al., 1982; TIZAR, 2000).



1.6.3.4.1 Hidroxido de aluminio

O hidroxido de aluminio ¢ produzido a partir de uma solucdo de sulfato de aluminio
tratada com uma solugfo de sulfato de amdnia. Foi usado pela primeira vez na década de 30,
com toxina diftérica, sendo depois indicado, como referéncia mundial, na Dinamarca (SMITH,
1981). A agdo do hidréxido de aluminio se da pela deposicdo do antigeno mo local de
aplicacdo, formando um granuloma para onde migram os elementos celulares. Ocorre a
liberagdo lenta do antigeno, tornando o contato com os elementos do sistema imune constante
e prolongado. Atualmente sabe-se que o hidroxido de aluminio atua na ativagdo do sistema
complemento, na ativa¢do de macréfagos e também na migrac8o através do sistema linfatico,
em especial, quando associado a saponina, que apresenta eluicdo lenta, ativando fortemente

todos os elementos do sistema imune (BIER ef al., 1982; TIZAR, 2000).

1.6.3.4.2 Saponina

A saponina € um produto quimico complexo de extragdo vegetal (Quillaia Saponina
Molina), podendo ser utilizada como detergente, provocando diminui¢do da tensdo superficial.
Foi usada pela primeira vez em vacinas contra o carbinculo. Quando associada ao hidroxido
de aluminio forma reagBes que s3o mais duradouras e apresemtam agdo prolongada,
constituindo-se uma excelente combinacdo. Como em outros adjuvantes, admite-se, na
saponina, a existéncia de um complexo glico-viral. A atuagdo da saponina € basicamente a
nivel celular, centraliza-se no colesterol da membrana do linfocito, tornando-o impermeavel e
induzindo a resposta imune contra si e contra o antigeno ac qual estiver adsorvido (DANIEL
ABARACON, informacdo pessoal, maio de 1982). Foi demonstrado por PETERMANN et al.
(1970), que a saponina injetada separadamente ou incorporada & vacina anti-rabica inativada,
preparada em cultivos celulares, contendo ou nZo hidroxido de aluminio, potencializou

consideravelmente a atividade imunolégica, em bovinos.

1.6.3.4.3 Adjuvantes oleosos

Os adjuvantes oleosos protegem o virus e o apresenta ao sistema imunitario de forma a
ser reconhecido pelo mesmo. Atuam sob trés mecanismos basicos de agfo, conforme citados
anteriormente: deposito (tornando a eluicdo lenta), atragBio pelos elementos de defesa

(formacdo de granuloma) e migracio pela via linfitica. Apresentam as vantagens de nfo
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induzir uma resposta imune contra si proprios, protegem o antigeno, estimulam o sistema
imunolégico, mas provocam forte reagdo local. Nesta categoria incluem-se os adjuvantes de
Freund, que sdo constituidos basicamente de uma mistura de 6leo mineral e de um agente
emulsificante, desta forma chamado “adjuvante mcompleto de Freund” e, quando acrescidos

de micobactérias, inativadas pelo calor, passam a ser denominados de “adjuvante completo de
Freund” (BIER ef al., 1982; TIZAR, 2000).

1.6.3.4.4 Outros adjuvantes

Varios outros adjuvantes vém sendo utilizados nas preparacdes de vacinas anti-rabicas.
FLORENCE et al. (2000), avaliando a efetividade de glicopeptideos polares - componentes da
parede celular do Mycobacterium chelonae (pGL-Mc) - demonstraram que a vacinagio de
camundongos com vacina inativada comercial, de uso humano, resultou na inducfio de
interleucina — 1 (IL-1), interleucina -2 (IL-2) e a¢fo do fator de necrose tumoral (TNF o) na
estimulagdo de células T e de células capazes de induzir a producdo de interferon — IFN a, B e
v, IL-3, IL-4 e IL-6. Demonstraram ainda altos niveis de anticorpos e resisténcia de
camundongos ao desafio com amostras de virus fixo e com amostras de virus de rua, por duas
vias de inoculagdo. Estes autores sugerem que, tendo em vista a simplicidade do procedimento
de produgdo e o baixo custo do produto, a pGL-Mc podera vir a ser um potencial adjuvante
para as vacinas de uso veterindrio, inclusive aquelas preparadas em tecido cerebral. O pGL-
Mc ativa os trés estigios da reagfo imune (fagocitose, imunidade mediada por células e

resposta imune humoral).

1.7 Controle de vacinas anti-rabicas inativadas

Uma vacina que apresente pureza, seguranca, poténcia e eficacia e que seja facil de
administrar € econdmica € essencial para a manutencio da satde animal e o sucesso
operacional de um programa sanitirio. A imuniza¢io de animais, com vacinas de alta
qualidade, ¢ sem dlvida um fator primario de controle de algumas doengas animais, sendo
empregada em comjunto com outras medidas sanitdrias nos programas de controle e
erradicagdo das doengas. Os procedimentos de controle a serem adotados obedecem a padrdes
internacionais, para assegurar a uniformidade e consisténcia dos produtos (ESPESETH, 1996;
EUROPEAN PHARMACOPEIA, 1999). Os critérios adotados no Brasil, para atender a essas
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exigéneias obedecem a normas estabelecidas, que compreendem a realizagio dos testes de
esterilidade, inocuidade (representada pelos testes de virus residual e toxicidade) e testes de
poténcia (BRASIL, 1988).

1.7.1 Controle de esterilidade ou pureza

O controle de esterilidade ou pureza visa detectar contaminagdes por agentes
estranhos, principalmente os microbianos, ndo devendo ser observado crescimento bacteriano
ou flingico durante o teste do produto final (BRASIL, 1988). O efetivo controle de esterilidade
deve basear-se, principalmente, na aplicagio de técnicas e procedimentos corretos de
producdio, sendo indicado ndoc apemas © controle do produto final, que ¢ de extrema
importancia, mas a observagdio dos preceitos de boas préticas de produgdo, que devem ser
seguidos rigorosamente a fim de serem obtidas vacinas seguras e também potentes (GUPTA,
1997).

1.7.2 Controle de inocuidade ou seguranca

Os testes de inocuidade ou de seguranca, em vacinas anti-rabicas, s3o realizados para
detectar materiais ou propriedades que possam ser prejudiciais ao receptor, como as
contaminacbes por agentes estranhos, toxicidade ou inativagdo incompleta do virus
(SIZARET, 1996). O uso de antigenos bem caracterizados e controlados, métodos consistentes
de produgdio, equipamentos validados e a documentacdo e fiscalizacdo dos procedimentos
utilizados na fabricacio da vacina também sdo importantes para que se evite 0

comprometimento da inocuidade do produto (GUPTA, 1997; VAZ, 1999).

1.7.3 Controle de eficiéncia ou poténcia

A necessidade de avaliagio da poténcia imunizante de cada Jote final das vacinas anti-
rabicas, para liberacdo, foi reconhecida desde a época de Pasteur (SIZARET, 1996). A
avaliacio de poténcia das vacinas inativadas tem, hd mwito, sido motivo de pesquisas,
experimentos, publicagSes e discussdes. E dificil encontrar um método tnico, através do qual
todos os pardmetros necessérios para os diferentes tipos de vacinas anti-rabicas inativadas
possam ser satisfatoriamente medidos. Sdo indicados os testes “in vivo” e 0s “in vitro”, que

medem a antigenicidade (BARTH er al, 1988). O Comité de Especialistas da OMS
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recomenda o teste NIH e a virus-neutralizagio (VN), apds vacinacio, para a avaliacdo da
poténcia dessas vacinas (JOFFRET et al., 1991).

1.7.3.1 Testes “in vivo” aplicaveis & avaliacio da poténcia de vacinas anti-rabicas

inativadas

Os testes “in vivo™ mais conhecidos sio o teste de Habel, o NIH e testes com desafio
periférico (SIZARET, 1996).

1.7.3.1.1 Teste de Habel

As tentativas de desenvolvimento de testes para avaliar a eficiéncia das vacinas anti-
rabicas tiveram inicio com a descoberta da propria vacinagdo. A necessidade de um teste
quantitativo pratico, para afericio das vacinas, levou os pesquisadores a executar testes em
animais, sendo entfio verificado que o camundongo se prestava admiravelmente ao estudo da
raiva, quer pela sensibilidade ao virus, quer pelo seu comportamento regular, utilizando-se
entdo estes animais para testes de verificagdo do valor imunizante das vacinas comerciais em
uso nos EUA. Foram entdo, estabelecidos testes usando a via intracerebral {i.c.) para
inoculagdo do virus, que trouxeram uma apreciavel methora na qualidade das vacinas em uso,
e possibilitaram estudar os vérios fatores que influiam na sua produgfio e, ao mesmo tempo,
assegurar ao publico consumidor o emprego de um produto de eficiéncia comprovada
(CUNHA, 1947; BAER, 1985).

O teste de Habel foi estabelecido em 1940, e é do tipo de ruptura de imunidade, no
- qual todos os animais recebem a mesma dose de vacina e doses variadas do virus-desafio,
apresentando boa reprodutibilidade, sendo, portanto confiavel (HABEL, 1976; BAER, 1985;
DIAZ ef al., 1989).

No Brasil, o teste de Habel foi executado primeiro por CUNHA (1947), que empregou
camundongos para sua execugdo e sugeriu o seu uso para controle de cada partida fabricada,
antes que fosse colocada no mercado, depois por SILVA & CUNHA (1973), que além de
camundongos usaram também cobaias, CUNHA ef al. (1977), CORTES et dl. (1993), VAZ
(1999) entre outros pesquisadores. E ainda, o teste indicado para a avaliacdo oficial das

vacinas anti-rabicas inativadas destinadas ao uso animal, no nosso pais (BRASIL, 1988).
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1.7.3.1.2 Teste NIH

O NIH, desenvolvido posteriormente pelo “National Institute of Health”, em 1953, tem
sido o método mais amplamente usado e internacionalmente recomendado. E o teste “in vive™,
em uso, que em condicdes Otimas estd mais padronizado e uniforme e apresenta resultados
altamente comparaveis (HABEL, 1976). Foi adotado pelo Comité de Especialistas em Raiva
da OMS e ¢ agora parte de muitas exigéncias nacionais ¢ internacionais para o controle de
qualidade de vacinas anti-rbicas inativadas. Tem sido executado sem adequagbes ou
alteracdes desde a sua introducio (HABEL, 1976; BARTH ef al., 1988, WILBUR &
AUBERT, 1996).

O referido teste é, basicamente, um método de extingdo de antigeno, no qual, os
animais recebem 2 doses de diferentes diluicGes da vacina frente a uma dose fixa do virus-
desafio, calculada previamente. A amostra fixa padrdo de prova — CVS - € a indicada para o
desafio. A inclusdo de uma vacina de referéncia nacional, padronizada frente a uma de
referéncia internacional — “International Standard for Rabies Vaccine”, em paralelo com as
vacinas a serem testadas, em cada série de testes, ¢ essencial para permitir a expressdo dos
resultados em Unidades Internacionais (UI). A protecio ¢ medida pela diferenga na
mortalidade de camundongos vacinados com a vacina teste e de camundongos vacinados com
a vacina de referéncia (WUNDERLI er al., 1991). A dose efetiva 50% (DE 50) da vacina em
teste ¢ calculada e comparada com a DE 50 da preparacio de referéncia (HABEL, 1976;
BARTH ef al., 1988; WILBUR & AUBERT, 1996).

Mais recentemente, testes envolvendo vacinacio pela via intramuscular {(i.m.) e desafio
viral periférico vém sendo desenvolvidos, considerando que o desafio, por essa via, € 0 que
mais se aproxima da condicdio de exposicio natural, quando comparado ao desafio i.c. O autor
admite que o mesmo pode vir, no futuro, a substituir o NIH. No entanto, esses testes
apresentaram desvantagens. Varios experimentos, em camundongos € outras espécies animais,
com vacinas recombinantes expressando nucleoproteina de virus rabico nio confere protecdo
ao desafio i.c., mas induzem prote¢do contra desafio periférico. O NIH, executado com desafio
ic. nido fornece uma medida de protecdo conferida pela RNP contida no virion completo
presente na vacina (SIZARET, 1996). BAER (1997) avaliou a imunidade induzida pelas

vacinas inativadas para herbivoros domésticos, através do NIH convencional ¢ do teste
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desenvolvido pelo “Centers for Disease Control” (CDC), empregando vacinacio e desafio i.m.
com CVS e 5 amostras de virus de rua, simulando, assim, o desafio mais proximo da
transmiss@o natural, principalmente a exercida pelos morcegos. A poténcia relativa foi mais
alta no NIH do que no teste indicado pelo CDC, resultando em uma poténcia mais alta das

vacinas produzidas com a amostra homoéloga e mais baixos com as outras amostras.

1.7.3.2 Testes “imn vitro” apliciveis a avaliacio da poténcia de vacinas anti-rabicas
inativadas

A substituicdo dos testes de poténcia “in vivo” pelos métodos “in vitro” € uma
discussfo atual na literatura cientifica e também pelos grupos de Especialistas da OMS. De
acordo com a recomendacdo desses grupos a substituicdo parcial do teste de poténcia “in vivo™
por teste de antigenicidade “in vitro” € permitida, ndo aceita ainda internacionalmente, porém
métodos alternativos vém sendo realizados para avaliar a qualidade das vacinas inativadas
(ROOIJAKKERS et al., 1996a; PIZA er al., 2002). Durante a ultima década, consideravel
experiéncia tem sido adquirida na avaliacio de poténcia de diferentes tipos de vacinas
inativadas por testes “in vitro”, que podem medir a antigenicidade e a imunogenicidade das
mesmas (BARTH et al., 1988; PERRIN ef al., 1990; ELMGREN & WANDELER, 1996).

A antigenicidade das vacinas anti-rabicas pode ser avaliada pela titulagio da
glicoproteina, considerando que a mesma € o principal antigeno do virus, responsavel pela
inducdo de anticorpos (Ac) neutralizantes e provedor da proteco contra o desafio ic.
(PERRIN et al, 1990; ELMGREN & WANDELER, 1996). A imunogenicidade dessas
vacinas pode ser testada através de ensaios proliferativos e de testes sorologicos (ZALAN et
al., 1979; JOFFRET ef al., 1991). Os métodos “in vitro” sio, predominantemente, testes para
determinagdo do contetido antigénico das vacinas. Dentre eles estdo o teste de imunodifusio
radial simples - IDRS (FERGUSON, 1996), o teste de redugfio de placas (AKRO, 1976), o
teste de anticorpos ligantes modificado (BARTH, 1996), o ensaio de proliferacdo de linfocitos
(JOFFRET et al., 1991), a virus-neutralizacfio e vérios sistemas de ensaio imunoenzimatico —

ELISA (PERRIN ef al., 1990; ELMGREN & WANDELER, 1996; SIZARET, 1996).
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1.7.3.2.1 Teste de imunodifusio radia! simples

A imunodifusio radial simples (IDRS) foi aplicada ao controle de vacinas a partir de
1982. O teste se baseia na quantificacio das glicoproteinas, por comparacio da sua reacdo com
soro anti-glicoproteina especifico em um sistema de IDRS, paralelamente com uma
preparagdo de referéncia. As amostras sfo tratadas com detergente para liberar o antigeno -
glicoproteina - das particulas virais e, distribuidas, em diluigdes seriadas, dentro de cavidades
em gel de agarose. A glicoproteina solubilizada difunde-se radialmente e reage com o
anticorpo anti-glicoproteina incorporado no gel, produzindo uma zona de precipita¢do. A drea
da zona de difusdo tem demonstrado ser proporcional a quantidade de glicoproteina presente
na vacina (FERGUSON, 1996). A aplicagio do método foi sugerida apenas para vacinas anti-
rabicas inativadas preparadas em cultura de células, considerando que as derivadas de tecido
cerebral e preparacdes em que o virus € adsorvido a adjuvantes sio inadequadas para teste por
esse método (BARTH et al., 1988; FERGUSON, 1996). A IDRS ¢ rapida e apresenta
capacidade de estimar o contetido de glicoproteina de forma altamente reproduzivel, sem a
necessidade de uso de virus infeccioso, tendo sido considerada por PERRIN ef al. (1990)

como mais dificil de ser executada e menos sensivel que o ELISA.

1.7.3.2.2 Teste de reducio de placas

AKRO et al. (1976) relataram a determinagdo da antigenicidade de vacinas anti-
rabicas inativadas, preparadas em tecido cerebral, em células de embrido de galinhas ou em
culturas de células, através da medida de sua capacidade de combinar-se com anticorpos “in
vitro™. Os anticorpos anti-rabicos de um soro padronizado se adsorvem ao contetdo antigénico
de uma vacina, em dilui¢des seriadas. Os anticorpos ndo adsorvidos podem ser detectados, “in
vivo”, através de uma prova de virus-neutralizacdo em camundongos, ou “in vitro”, pela prova
de reducdo de placas. Com este método descrito pelos autores, o tempo necessario para
determinar os valores de poténcia dessas vacinas se reduz de 28 dias (tempo necessario para a
execucdo dos testes de Habel e NIH) para 14 dias, quando a prova é feita por inoculacio em
camundongos, ou para 5 a 6 dias, pela aplicagdo da técnica de redugdo de placas (AKRO et
al., 1976).



1.7.3.2.3 Teste de anticorpos ligantes

O teste de anticorpos ligantes {ABT), desenvolvido por AKRO ef al, (1976), e
subseqiientemente modificado (ABTM) por BARTH (1996), envolve a diluicdo da vacina e
incubacio com o soro, seguide de coloraco por fluorescéncia. Os resultados sdo interpretados
de modo que a diluigdo 50% do teste e da vacina de referéncia seja a mais alta diluigo do
antigeno, na qual 50% das cavidades contenham um ou mais focos fluorescentes. O conteado
de glicoproteina da vacina, em teste, expresso em Ul/mL, pode entfo, ser calculado pela
comparagdo com os valores observados para a vacina de referéncia. O ABTM vem sendo
empregado rotineiramente no acompanhamento do processo de produgio de vacinas anti-
rabicas, testando o virus coletado durante as distintas etapas de produgio e no lote de vacina
final, em paralelo com o NIH, bem como, para a avaliar a estabilidade da vacina a diferentes
temperaturas. Apresenta maior reprodutibilidade e menor variabilidade que o NIH. O uso de
uma técnica “in vitro”, como o teste ABTM, no controle do processo de produgio e avaliagdo
da poténcia das vacinas anti-rabicas poderd reduzir a necessidade do teste em animais, desde

que este seja validado adequadamente, atendendo as exigéncias da OMS (BARTH ef al., 1988;
BARTH, 1996).

1.7.3.2.4 Ensaios proliferativos

A imunogenicidade das vacinas anti-rabicas tem sido testada, também, através de
ensaios proliferativos, em camundongos e no homem. Assim, a proliferacio de células B e/ou
células T, tanto quanto CD4+ e CDS8-, poderia ser avaliada (MELINO ef @/ (1989) apud
JOFFRET et al., 1991) através de experimentos de medida de IL-2, nos quais os autores
observaram que nio somente a produgdo de IL-2 refletiu na atividade das células CD4+ CD8-,
mas também na atividade potencial de céhilas carregando receptores de IL2.
Conseqiientemente, em adicdio a determinacdo de contetdo de glicoproteinas e determinagéo
do nivel de anticorpos neutralizantes, a medida da IL-2 poderia ser favoravelmente

considerada para a avaliagdo da poténcia das vacinas anti-rabicas, em substituicdo ao teste
NIH (JOFFRET et ai., 1991).



1.7.3.2.5 Virus neuntralizacio

Os métodos de detecgio de anticorpos também podem ser utilizados para a avaliagdo
da qualidade das vacinas anti-rébicas. Desde a adaptagdo do teste de soroneutralizacdo, em
camundongos (WEBSTER & DAWSON, 1935), para detectar anticorpos em resposta a
vacinacdo tém sido empregados muitos métodos. Estes métodos incluem, principalmente, a
imunofluorescéncia, em impressdo de cérebros de camundongos infectados (GOLDWASSER
& KIESLING, 1958); a hemoadsorgdo mista (ESPMARK, 1967); a hemoaglutinagdo passiva
(GOLGH & DIERKS, 1971); a imunofluorescéncia. em cultura de tecidos (DEBBIE ef al..
1972); o radioimunoensaio (WIKTOR et al, 1972); o teste rapido de inibicdo de focos
fluorescentes (SMITH & BAER, 1973); o teste de anticorpo fluorescente antigeno soluvel
(GARNHAM et al., 1977) e o ensaio imunoenzimatico, desenvolvido por ATANASIU, em
1977 (apud ZALAN et al., 1979).

O teste de inibicio rapida de focos fluorescentes (IRFF) detecta exclusivamente
anticorpos neutralizantes e protetores e, apresenta alta correlagdo com a neutralizagdo em
camundongos, sendo por isso, aceito e escothido para a detecgdo de anticorpos anti-rabicos em
soros humanos e de animais (ZALAN et al, 1979). Posteriormente, 05 mesmos autores
descreveram uma técmica para a quantificacio de anticorpos neutralizantes anti-rabicos,
baseada no principio da IRFF, que combina a vantagem desse teste com a praticidade da
microtécnica (IFM). Os resultados reportados indicaram que o IFM € um método simples,
comparavel e reproduzivel. Além disso, foi demonstrado que a resposta de anticorpos a
glicoproteina do virus da raiva, medida pela neutralizacfo, correlaciona bem com os resultados
observados no teste NIH (ZALAN ef al, 1979; WUNDERLI ez al., 1991).

No Brasil, em 1993, foi desenvolvido por FAVORETTO ez al., no Instituto Pasteur de
Sido Paulo, um micro-teste de inibicdo de fluorescéncia simplificado, que desde entéo, vem

sendo utilizado para avaliagdo sorologica.

1.7.3.2.6 Ensaio imunoenzim:itico

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é amplamente utilizado em estudos com virus,
tanto para a deteccdo de anticorpos (Ac) como para a avaliagdo antigénica. As técnicas
usualmente empregadas, em ambos 0s casos, 30 custosas, cOnsomem Mmuito tempo e, as

vezes, ndo detectam anticorpos na fase inicial da resposta imune. A introdugfio desse ensaio
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oferece alternativas para o diagnostico da doenga, bem como para o controle de vacinas anti-

rabicas (ATANASIU et al., 1978; ELMGREN & WANDELER, 1996).

1.7.3.2.6.1 Aplicacio do ELISA i quantificaciio de anticorpos anti-rabicos

As técnicas mais comumente usadas para detecgdio e quantificagio de anticorpos anti-
rabicos sdo a soroneutralizacdo em camundongos (SN) e o teste rapido de inibicdo de focos
fluorescentes (IRFF), que sdo os métodos preconizados pela OMS (ATANASIU et al., 1978;
CLIQUET ef al, 2000). O ELISA foi adaptado para a deteccio de anticorpos anti-rabicos
primeiro por ATANASIU ef al, em 1978, seguido por varios autores (NICHOLSON &
PRESTAGE, 1982; KAVAKLOVA er al., 1984; PERRIN ef al., 1986; MEBATSION ef al.,
1989; ELMGREN & WANDELER, 1996; PIZA, 1997; CLIQUET et al., 2000). A introducéo
do ELISA para a avaliagdo de anticorpos anti-rabicos permitiu aos autores detectar, alguns
dias mais cedo, anticorpos em soros de pacientes com a infeccdio, que ndo tinham recebido
tratamento profilatico e nem tinham mostrado anticorpos neutralizantes, até muitos dias apos o
aparecimento dos sintomas. Subseqiientemente, o mesmo teste foi aplicado para a detecciio de
ambas as classes de imunoglobulinas (IgM ou IgG), usando uma IgG anti-humana marcada
com peroxidase (ATANASIU et al., 1978).

NICHOLSON & PRESTAGE (1982) desenvolveram um ensaio imunoenzimatico para
detecgdo de anticorpos da classe IgG, em soros de pessoas imunizadas com a vacina HDCV. O
objetivo foi avaliar a sensibilidade e a especificidade do ELISA para o diagndstico da raiva e
comparar os resultados obtidos com aqueles observados pela neutralizacio.

Um ensaio imunoenzimatico duplo para deteccdo de anticorpos anti-rabicos foi
elaborado por KAVAKLOVA er al. (1984). O referido ensaic imunoenzimatico provou ser
especifico, foi mais rapido e consumiu menos tempo para obtencio dos resultados. Esses
autores evidenciaram que o ELISA é uma técnica sensivel e acurada para a quantificacio
desses anticorpos em soros de voluntarios humanos imunizados, correlacionando bem com a
SN.

PERRIN et al., (1986), para estudar a influéncia do tipo de imunoadsorvente ¢ as
vantagens da aplicagfio da glicoproteina purificada, executaram comparativamente os testes
ELISA e a SN para a titulagio de anticorpos anti-rabicos, em soros de camundongos e de

pessoas jmunizadas com vacinas de cultivo celular e de tecido neural. O teste foi executado
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em placas sensibilizadas com virus completo, glicoproteinas purificadas ou nucleocapsideo
purificado. Os titulos neutralizantes foram determinados pelo teste IRFF e pela SN, incluindo
uma rapida avaliacio enzimatica de antigenos intracelulares.

MEBATSION et al. (1989) desenvolveram um teste para detec¢io de IgG contra o
virus rabico, em soros humanos e de diferentes espécies de carnivoros, visando descrever o
uso da proteina A de estafilococo marcada com enzima, no ELISA, para avaliagio soroldgica
e calculo de sensibilidade e concorddncia comparativamente a soro-neutralizacdo. Desta
forma, foi possivel quantificar anticorpos nessas espécies, sendo por isso considerado pelos
autores altarmente conveniente para os laboratdrios de diagnostico de raiva, particularmente
nos paises em desenvolvimento.

Considerando a simplicidade, a facilidade e a rapidez de execugio do método,
ELMGREN & WANDELER (1996} desenvolveram o ELISA — competitivo (C-ELISA)} para a
detec¢dio de anticorpos contra o virus da raiva. Esses autores ressaltaram que 0 uso de antigeno
purificado aliado ao uso dos anticorpos monoclonais neutralizantes (AcMN) conjugados a
enzima, promove uma condi¢do ideal para a avaliar a soroconversio contra antigenos rabicos.

No Brasil, 0 método imunoenzimatico foi adaptado para quantificar anticorpos anti-
rabicos em soros de pessoas previamente imunizadas, utilizando como antigeno particulas
purificadas e inativadas e, como conjugado, proteina A marcada com a peroxidase. Foram
testados soros de pessoas imunizadas com as vacinas HDCV e FPM. Segundo os autores, o
ELISA desenvolvido pode ser utilizado como prova de apoio & rotina laboratorial,
independentemente da vacina anti-rabica utilizada na imunizagdo (PI1ZA ef al., 1999). Quando
empregaram esse metodo, para a avaliagio de resposta imune humoral, em bovinos
imunizados, com vacinas inativadas e atenuadas, SILVA et al (2000) nio detectaram
quantidades de anticorpos neutralizantes abaixo do nivel de anticorpos totais (IgG) induzidos
pela vacina atenuada, em comparagio com o titulo observado no teste de neutralizagéo.

O ELISA foi também aplicado para a quantificacio de anticorpos em soros de raposas
do campo, usando microplacas prontamente sensibilizadas com glicoproteinas do virus rabico.
O teste mostrou ter equivalente capacidade de detectar anticorpos em amostras provenientes
de raposas vacinadas com o duplo mutante SAG2 da amostra SAD ou com a glicoproteina
recombinante ao virus vaccinia (VRG). Forte correlagdo foi demonstrada entre os titulos

obtidos pelo ELISA ou pela SN e a proteciio contra o desafio de raposas vacinadas com
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“iscas” SAG2, por wvia oral Este método foi proposto para levantamentos
soro/epidemioldgicos em acompanhamento as campanhas de vacinagfo via oral, podendo
ainda ser recomendado para o controle de rotina laboratorial na avaliagdo de anticorpos anti-
rabicos (CLIQUET et al., 2000).

1.7.3.2.6.2 Aplicacio do ELISA i quantificaciio da glicoproteina do virus rabico

A quantificacio do contetido de glicoproteina do virus rabico, “in vitro™, tem sido
proposta por varios autores (PERRIN er al., 1990; ROOIJAKKERS ef al., 1996a, 1996b;
THARENHART, 1996; PIZA ef al., 2002),

O contetdo de glicoproteina de vacinas anti-rabicas produzidas em cultivo celular foi
primeiro avaliado através do ensaio imunocenzimatico ndo competitivo (Essen-ELISA)
proposto por THARENHART & RAMAKRISHNAN (1989). Posteriormente esse método foi
indicado para a avaliacio de poténcia das vacinas produzidas em cultivo celular inativadas de
diferentes tipos, de vacinas com adjuvantes, para o acompanhamento do processo de produciio
e para testar a estabilidade de vacinas a diferentes temperaturas. O método € altamente
especifico e mostrou boa correlagio com os resultados do teste NIH, podendo, também, ser
utilizado para estimar o contetdo antigénico do nucleocapsideo contido em vacinas contra a
raiva (apud THARENHART, 1996).

PERRIN ef al (1990) estudaram o ELISA de imunocaptura (IC) e o ELISA com
cobertura da placa direto com o antigeno a ser testado (EC), usando anticorpos neutralizantes
policlonais (AcP) e monoclonais (AcM). A medida do conteindo de glicoproteina através do
método IC, tanto pelo uso dos AcM como dos AcP, associada a determinacéio da razdo entre
AcP/AcM, tém fornecido informagdes adicionais no acompanhamento e no monitoramento do
processo de produgdo de vacinas. Na opinifio desses autores, o método IC, baseado no uso do
AcM anti-glicoproteina, pareceu ser um conveniente instrumento para determinacio da
poténcia “in vitro” das vacinas anti-rdbicas e dos produtos correspondentes as diferentes
etapas de produgio (PERRIN et al., 1996).

Estudos focalizando o uso de AcM baseado num sistema ELISA ligante competitivo
para a detecgdo quantitativa de glicoproteina e nucleoproteina do virus de raiva, em vacinas
para uso humano e uso veterindrio, foram desenvolvidos por ROOIJAKKERS er al. (1996b).

Esses mesmos autores tinham demonstrado, anteriormente, a aplicabilidade desta técnica a
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vacinas preparadas com diferentes amostras de virus, bem como a antigenicidade observada
frente a um painel de vacinas anti-rabicas produzidas em cultura de células caninas, que
mostraram correlagio com os resultados obtidos através do teste de poténeia NIH
(ROOIJAKKERS et al., 1996a).

No Brasil, o ELISA de imunocaptura foi aplicado para avaliar o efeito do contetido e
forma de apresentacio da glicoproteina do virus rabico, na avaliagio da poténcia de vacinas

(PIZA et al., 2002).

Considerando a necessidade de utilizacBo de wvacinas de elevada qualidade
imunogénica na profilaxia da raiva, e diante das limitacSes apresentadas pelo teste de poténcia
em uso na rotina do controle oficial de vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, de use
animal, no nosso pais, aliado ao fato da inexisténcia de vacina de referéncia nacional para a
execucdo do teste NIH e na busca de alternativas para implementacio de melhorias no

controle de qualidade dessas vacinas, o presente estudo tem os seguintes objetivos:

2. OBJETIVOS
2.1 - Estabelecer comparagdo entre os resultados do teste Habel e do NIH, aplicados ao

controle de eficiéncia das vacinas anti-rdbicas inativadas comerciais, para uso animal, no
Brasil;

2.2 - Determinar o valor discriminante para aprovagio NIH comparado ao valor > 10™° de
Habel preconizado para aprovagéo de partidas no nosso pais;

2.3 - Avaliar a aplicacio do teste imunoenzimatico ELISA-indireto ao controle de qualidade
das vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, através da resposta imune humoral, em

comparagdo com o teste de Habel;

2.4 - Determinar o ponto de corte para aprovagdo do ELISA-indireto, por diluicdo, comparado
ao valor > 10*° de HABEL preconizado para aprovacio de partidas de vacinas no nosso pais;

2.5 - Determinar 0s parametros de aprovagdo para o ELISA-indireto através do caiculo de
sensibilidade, especificidade e valores preditivos de resultados positivos e negativos;

2.6 - Determinar a diluico de uso de soros no ELISA-indireto;

2.7 - Produzir experimentalmente a vacina de referéncia nacional para utilizagio no teste NIH
e estabelecer comparacdo com a vacina de referéncia do INPPAZ.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Teste de Habel

Este teste baseia-se na vacina¢do de 60 camundongos jovens, de mesmo sexo, com 11-
14 gramas de peso, na dose de 0,25 mlL, por via intraperitoneal (i.p.). com cada uma das
partidas de vacina diluida. No caso de vacinas produzidas em cultura de células usou-se a
diluicdo 1/10, e nas produzidas em cérebro de camundongos lactentes a diluicio foi ajustada
de modo a conter 0,5 % de tecido cerebral. As vacinagdes, em nimero de seis, foram repetidas
em intervalo de dois a trés dias. No 14° dia apés a primeira vacinacdo, os animais foram
distribuidos em cinco grupos e desafiados com a amostra CVS, em diluicdes base 10 (107 até
107%), com inoculagdo de 0,03 mL por via intracerebral (ic.) de cada diluicio. O grupo
controle, com iguais caracteristicas e procedéncia, composto por camundongos ndo vacinados,
recebeu as diluigdes de CVS, base 10 (10™ até 10%) do virus de desafio, nas condicdes citadas
anteriormente para a titulagdo referencial da prova. Os animais foram observados durante 14
dias, sendo, os parametros considerados, paralisia € morte atribuidas & raiva. O titulo do CVS
foi calculado pelo método de REED & MUENCH (1938), sendo determinado, para cada
partida de vacina, o indice entre o resultado do titulo obtido no grupo controle (nfo vacinado)
e o obtido no grupe de animais vacinados (HABEL, 1976). A vacina foi considerada eficiente
quando conferiu prote¢do a inoculacdo de 10.000 Doses Letais 50 %, (DL 50) do virus padrio
de prova, em camundongos adultos jovens com 11 a 14 g de peso vivo, ou seja, apresentou

04,0

indice >10™" DL 50, de acordo com Normas Técnicas estabelecidas pelo Servigo de Defesa

Sanitaria Animal do MAPA (BRASIL, 1988).

3.2 Teste NIH

O teste NIH foi executado em camundongos jovens da mesma faixa etaria e peso que
os utilizados no teste de Habel Foram feitas duas vacinacSes, em intervalo de sete dias, na
dose de 0.5 ml. por via ip. com vacina diluida (base 5), iniciando-se pela diluicdo 1/5 até
1/625. Cada grupo de doze animais recebeu uma diluicdo da vacina a ser testada, totalizando
50 animais por partida. O teste foi acompanhado de uma vacina de referéncia, que continha
poténcia antigénica de 1 Unidade Internacional/mL (Ul/'mL) e foi testada nas mesmas

condigBes que as outras partidas. No 14° dia apds a primeira vacinagdo foi feito o desafio viral
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ou “challenge™ com o CVS, em diluicdo anica (calculada com base em titulo prévio), contendo
32 Doses Letais camundongos 50% (DLCam.50), sendo inoculado na dose de 0,03 mL por via
i.c. Os animais foram observados durante 14 dias, sendo os parimetros utilizados a paralisia e
a morte atribuida a raiva. A dose efetiva 50% (DE 50) protetora de cada partida, inclusive a da
vacina de referéncia, foi calculada pelo método de Sperman & Kirber, sendo os resultados
validados para valores da DL 50 do CVS entre 5 e 50 (SELIGMANN, 1976). A partir da DE
50 obteve-se o valor antigénico (VA) da vacina em teste, pela relagdo da DE 50 da mesma,
frente a DE 50 da vacina de referéncia, expresso em Ul/mL (WILBUR & AUBERT, 1996). O
valor antigénico (VA) para aprovagdo de partidas de vacinas ainda niio esta estabelecido para
as vacinas anti-rabicas comerciais, inativadas, de uso animal, produzidas no Brasil. Para a
realizagdo dos testes NIH foram usadas as vacinas de referéncia do Instituto Nacional de
Controle e Qualidade em Satide (INCQS) - FIOCRUZ/MS e do Instituto Panamericano de
Protegdo Alimentaria e Zoonoses (INPPAZ)/OPS.

3.3 Comparaciio entre os testes de Habel e 0 NIH

Para o estudo comparativo entre os testes de Habel e 0 NIH as amostras de vacinas
foram escolhidas ao acaso, de acordo com o recebimento para os testes de controle oficial, no
Laboratério Regional de Apoio Animal-LARA/Campinas. Foram testadas as vacinas
inativadas comerciais, para uso animal, de origens e procedéncias diferentes, em um total de
210 partidas. Dessas partidas, 41 eram produzidas em cérebro de camundongos lactentes,
infectadas com virus padrdo de desafio (CVS) e 169 produzidas nas linhagens celulares, BHK-
21, C 13, sendo 121, infectadas com o virus de produgio — PV, 12 com a amostra ERA, 4 com
a amostra SAD e 3 com a amostra Flury LEP ¢ produzidas na linhagem celular NIL-2, 29
infectadas com a amostra Wister, porém essa variagfio ndo foi estudada. Nestas vacinas eram
usados como inativantes a BPL, a BEA e a BEL Os adjuvantes, quando utilizados, eram o

hidréxido de aluminio, a saponina e o avridine. As vacinas eram apresentadas sob forma
liguida ou liofilizada.
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3.4 ELISA-indireto para identificagiio de anticorpos

3.4.1 Placas

Utilizaram-se microplacas de poliestireno, fundo chato, com 96 cavidades, tipo
Maxisorp, Marca NUNC®,

3.4.2 Antigeno

Usou-se a vacina anti-rabica inativada, preparada a partir da amostra PM/WT 38-1503-
3M, cultivada em células dipldides humanas. Apds a replicagdo na cultura de células, a
suspensdo viral foi filtrada, submetida a ultrafiltracfio e inativada pela betapropiolactona e
ainda foi submetido & centrifugacdo zonal através de gradiente de sacarose, segundo
informagdes do fabricante (PASTEUR MERIEUX CONNAUGHT®), utilizada na diluicio de

1/40, conforme titulagdo prévia (Carlos Roberto Zanetti - Informacio pessoal, 10 de outubro
de 2000).

3.4.3 Amostras de soros

Os soros testados pelo ELISA indireto foram soros de camundongos ndo vacinados
(SCNV), soros de camundongos imunizados com cada uma das 70 diferentes partidas de
vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, de uso animal e soros de camundongos vacinados

com a vacina de referéncia do INPPAZ (VRI).

3.4.3.1 Soros de camundongos ndo vacinados
Foram sangrados 20 camundongos nfo vacinados, sem contato prévio com virus
rdbico, originrios do plantel de camundongos do LARA/Campinas, com idade e peso

equivalentes aos dos animais utilizados nos testes de Habel (Brasil, 1988).

3.4.3.2 Soros de camundongos vacinados

Foram imunizados 8 camundongos com cada uma das 70 diferentes partidas de vacinas
anti-rabicas comerciais, em paralelo com a vacinagio para o teste de Habel. O esquema de
vacinacdo foi 0 mesmo descrito no itern 3.1. No 14° dia apos a primeira vacinacdo, os animais

foram separados e sangrados. As amostras de soro provenientes dos 8 animais imunizados
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com cada uma das partidas de vacinas foram misturadas, conservadas a -20°C, até serem

submetidas ao teste ELISA indireto.

3.4.3.3 Soro controele positivo

Utilizou-se como soro comtrole positivo (SCP) uma mistura de soros de 12
camundongos vacinados com a vacina de referéncia do INPPAZ - poténcia antigénica de 1
U/mL - (ARGENTINA, 1995c). O esquema de vacinagio foi o mesmo adotado para a
vacinagdo dos animais utilizados no teste de Habel, conforme indicado no item 3.1, sendo os

animais sangrados, no 14° dia apds a primeira vacinagio.

3.4.3.4 Obtencio dos soros

As amostras de soro sangiiineo, obtidas por pungfio cardiaca, foram colocadas em
frascos individuais. O sangue, apds coagulagdo total a temperatura ambiente, foi refrigerado
por 1 hora, dessorado através de centrifugacdo a 1.500xg, durante 10 min, acondicionados

individualmente e conservados a —20°C, até serem submetidos ao ELISA indireto.

3.4.4 Conjugado

Anticorpos  antiimunoglobulina G (anti-IgG) de camundongo, marcados com
peroxidase, Marca Sigma® (084H-4804)/USA, na diluicdo 1/2.000, conforme titulacdo prévia
(Carlos Roberto Zanetti - Informagio pessoal, 10 de outubro de 2000).

3.4.5 Substrato cromégeno

O substrato cromégeno € constituido de orto-fenileno-diamina (OPD), diluido em

tampao citrato e adicionado de agua oxigenada (H,0,).

3.4.6 Procedimento do ELISA-indireto

O ELISA indireto foi executado conforme adaptado por PIZA er ol (1999). O
antigeno, na dilui¢@o de uso, foi adicionado & placa na proporcdo de 100 pL em cada cavidade,
diluido em tampdo carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6 ¢ incubado a 37°C, em ambiente
tmido, durante 3 horas. No intervalo de cada uma das etapas da prova foram realizadas 6

lavagens com tampdo fosfato salina (PBS), 0,05 M, pH 7.4 a 7,6 acrescido de 0,05 % de tween
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20. Visando bloquear possiveis espagos na placa, foram colocados, em cada cavidade, 200uL
de tamp@o tris-NaCl-gelatina a 1%. As placas foram incubadas a 37°C, em ambiente umido,
durante 30 minutos. Decorrido esse tempo, foram adicionados 100 pyL de soro teste, em
diluicbes base 2. iniciando-se pela diluicdo 1/100 até a 1/800 ou 1/1600, em tampdo PBS-
gelatina a 1%, sendo as placas incubadas a 37°C, em ambiente Gmido, durante 1 hora.
Procedeu-se as lavagens, seguido da adicdo de 100 pL de conjugado anti-IgG de camundongo
marcado com peroxidase (Marca Sigma®), diluido em PBS-BSA, no titulo de uso, conforme
determinado atraves de titulacio prévia e incubagfo a 37°C/1 hora. Procedeu-se novamente as
lavagens e colocou-se o substrato cromdgeno, constituido de 10 mg de orto-fenileno-diamina -
OPD (Sigma® P1526) diluido em 25 mL de tampdo citrato, pH 5,6 adicionado de 25 uL de
perdxido de hidrogénio - H.O, (Marca Sigma®), incubando-se & temperatura ambiente, durante
30 min, quando entdo procedeu-se a adigdo de 50 plL. de solugdo 4N de acido sulfiirico para
promover a parada da reacdo, seguida da leitura da densidade Optica [absorbéncia (A)], em

espectrofotdmetro - Titertek Multiskan® (MCC/340), em comprimento de onda (1) de 492 nm.

3.5 Comparacio entre os testes de Habel e o0 ELISA-indireto

O estudo comparativo entre esses dois testes foi conduzido de modo a encontrar um
valor discriminante ou ponto de corte para o teste ELISA, que correspondesse ao valor oficial
de aprovagio do teste de Habel =10 DL 50. Essa determinacdo foi realizada pela avaliacdo
dos resultados obtidos através do ELISA-indireto, aplicado 4 mistura de soros dos
camundongos imunizados, conforme esquema descrito no item 3.1, com cada uma das 70
diferentes partidas de vacinas anti-rdbicas inativadas, comerciais, de uso animal, com

diferentes indices no teste de Habel, visando correlacionar os dois testes.

3.6 Determinacio da diluicio de uso dos soros no ELISA-indireto

Visando utilizar apenas uma diluicdo de soro, na aplicagdo do ELISA indireto ao
controle de vacinas anti-rabicas, em trabalhos subseqiientes, foi calculada a diluicio de uso
dos mesmos atraves do calculo da raz3o entre a média dos valores de absorbancia (A) obtidas

nas diluicdes 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800 dos soros-controle positivos (SCP) e de uma mistura
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de soros de 20 camundongos ndo vacinados (SCNV) frente a uma diluicdo fixa de antigeno,

pela média de 6 repeticGes.

3.7 Producio experimental de vacina de referéncia nacional

Tendo em vista o fato de a vacina de referéncia ser indispensavel para a realizacdo do
teste NIH, esta vacina foi produzida experimentalmente, visando a sua utilizaciio como vacina
de referéncia nacional (VRN) (ARGENTINA, 1995¢).

3.7.1 Ameostra viral

Foi utilizado o virus de produgfio, virus Pasteur, amostra PV, fornecido pelo INPPAZ.

3.7.2 Linhagem celular

Utilizou-se a linhagem celular BHK-21, C 13, derivada de rim de hamster recém-
nascido, “Baby Hamster Kidoey” (MackPHERSON, 1962). As culturas celulares foram
preparadas na Central de Meios ¢ Células do LARA/Campinas, SP (BARAHONA ef al.,
1985). O estoque de celulas, diluido em meio de cultura acrescido de 20% de soro fetal bovino

(SFB) e 10% de glicerina, foi mantido sob congelamento, em nitrogénio liquido (Na).

3.7.2.1 Manutencio das culturas

As culturas foram submetidas a tratamento com tripsina a 0,1%, tamponada, para
promover o desprendimento do tapete celular e individualizacio das células. O meio de
crescimento foi descartado das garrafas, e a monocamada lavada com tampdo fosfato salino
(TFS) para retirada de residuos de soro, eventualmente existentes. Apds a inativagdo da
tripsina com meio Eagle (pH 6,8), contendo 20% de SFB, uma aliquota de 1 mL foi retirada e
adicionada de 1 mL de azul de trypan a 0,2%, para ser submetida & contagem de células

viaveis, em camara de Newbauer (BARAHONA et al., 1985).

3.7.2.2 Preparacio das culturas celulares em garrafas
As culturas celulares foram semeadas em garrafas tipo rolantes, com diluicdes variadas
das suspensOes inmiciais de células, com base nas contagens realizadas previamente, sendo

inoculados 300 ml. nas referidas garrafas. O indculo continha, aproximadamente, 300.000
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células por mL, de modo a obter-se um tapete confluente, entre 24 e 48 h de incubacio a 37°C,
em estufa provida de aparetho apropriado, com 6 ciclos de rotacdo por hora, onde

permaneceram durante todo o periodo de incubacgio (MARTIN et af., 1971).

3.7.3 Meio de cultura

O meio de cultura uwtilizado foi o Eagle, na forma “Minimum Essential Medium”
(MEM—Gibco®), acrescido de vitaminas, caldo triptose fosfato (CTF) e bicarbonato de sodio, a
partir de solugOes concentradas preparadas previamente e estocadas a -20°C. Apds a mistura
nas propor¢des balanceadas, o pH do meio foi ajustado, por borbuthamento de CO,, para 6,6 a
6,8, no meio destinado ao crescimento celular, que foi acrescido de 10% de SFB e para pH 7,4
a 7,6 no caso de meio destinado a manutengio das culturas de células infectadas, O meio foi
esterilizado em filtros de membranas de acetato celulose (HAWP-45), com porosidade 0,22
um e conservadas em cimara fria até 0 momento de uso, apos terem sido feitos os testes de
esterilidade (BARAHONA er al., 1985).

3.7.4 Inoculacio viral

A amostra viral (PV) foi inoculada em garrafas contendo monocamadas confluentes da
linhagem BHK-21, C 13, com o objetivo de adaptacdio e de preparacio subsegiiente das
sementes de suspensdes virais para uso na producdo experimental da vacina de referéncia
nacional (ARGENTINA, 1995a). Apds a quarta passagem, quando a amostra viral foi
considerada adaptada & linhagem celular, as inoculagdes foram feitas em células em

suspensao, da seguinte forma:

3.7.4.1 Inoculacio de células em suspensio

A amostra viral (PV), em 4* passagem, ap6s adaptacéo, foi inoculada no volume de 20
ml, juntamente com a suspensdo de células, em garrafas (tipo rolantes}, incubadas a 37°C,
durante 18 horas, em estufa provida de aparetho apropriado, com 6 ciclos de rotagdo por hora.
Apds esse tempo, as garrafas foram observadas ao microscdpio invertido (MI) para verificagdo
do crescimento celular, quando entdo, j& com a monocamada confluente, 24 horas, o meio de
cultivo foi removido da garrafa, a monocamada celular submetida a trés lavagens com TFS

0,05 M, pH 7.6 e substituido por meio de manutengfio, acrescido de 1% de SFB, 10% de
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hidrolisado de lactoalbumina, continuando a incubagdio entre 33° e 34°C, até completar as 120
horas previstas, com observacio didria em MI. Foram realizadas duas colheitas, sendo a
primeira colheita, 72 horas apos a inoculagdo (p.i), quando novo meio foi colocado e as
garrafas mantidas nas mesmas condicdes de incubacdo. A segunda colheita, executada 48
horas ap6s a primeira, correspondeu ao tempo de 120 horas apés a inoculagio do virus. Apos
cada colheita, o sobrenadante das culturas foi congelado e conservado a -70°C, constituindo-se

nas suspensoes virais.

3.7.5 Suspensoes virais
As suspensdes virais (5* passagem) foram tituladas em camundongos lactentes com 4 a
6 dias de idade (CL) e em camundongos adultos jovens com 11 a 14 gramas de peso (CAhe

por quantificacdo do contetido de glicoproteinas totais (¢GT), através da técnica ELISA de

imunocaptura.

3.7.5.1 Titulacio das suspensies virais

Para a titulagdo das suspensbes virais foram preparadas diluicbes em base 10,
iniciando-se por 107 até 10°*, com posterior inoculagdo de 0,01 mL nos CL e 0,03 mL nos
CAlJ, por via intracerebral (i.c.). Os animais foram observados durante 21 dias, com leituras
diarias, considerando os sintomas caracteristicos de raiva. O calculo da dose letal camundongo

50% (DL 50) foi realizado pelo método de REED & MUENCH (1938).

3.7.5.2 Quantificacio do contetdo de glicoproteinas

As glicoproteinas presentes pas suspensdes virais foram quantificadas através da
reagdo imunoenzimatica ELISA de imunocaptura, executada no Laboratdrio do Vallée
Nordeste, de acordo com técnica descrita por PERRIN et al. (1996). Foram utilizadas
microplacas sensibilizadas com 200 uL, contendo aproximadamente 1 pug/mL de anticorpos
(anti-glicoproteinas de virus rabico) purificados (diluidos em tampio carbonato 0,05 molL,
pH 9.6). A seguir foram adicionadas as suspensdes virais a serem testadas, em diluicdo base 2
(200 ulL), acompanhadas de uma amostra de referéncia (semente padrio de produgio de virus
rabico-PSRV), também em diluicdo base 2, sendo que a diluicio mais baixa continha Ipg/mL.

No intervalo de cada uma das etapas da prova, foram realizadas 5 lavagens com tampao
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fosfato salino (PBS), 0,05M, pH 7.4 a 7.6 acrescido de 0,05 % de tween 20, seguido da adicio
de 200 pl. de anticorpo conjugado a peroxidase, no titulo de uso, conforme determinado
através de titulacdo prévia. Procedeu-se novamente as lavagens e colocou-se o substrato
cromogeno, constituido de 10 mg de orto-fenileno-diamina - OPD (Sigma® P1526), diluido
em 25 mL de tampdo citrato, pH 5,6 adicionado de 25 pul de perdxido de hidrogénio - H20-
{Marca Sigma™), incubando-se & temperatura ambiente, durante 30 min, quando procedeu-se a
colocagdo de 50 pL de solugloc 4N de acido sulfirico para promover a parada da reacdo,

seguida da leitura em espectrofotémetro - Titertek Multiskan® (MCC/340), em comprimento
de onda (1) de 492 nm.

3.7.5.3 Seleciio e ultrafiltracio das snspensdes virais

A selec@o das suspensdes virais (5* passagem) foi realizada com base nos resultados
obtidos nas titulagGes em camundongos e na quantificacdo das glicoproteinas totais, conforme
descrito nos itens 3.7.5.1 e 3.7.5.2, respectivamente. As amostras selecionadas foram, a seguir,
misturadas ¢ submetidas & filtragdo clarificante em filtro de membrana - Millipore®™ (Mod.
142), montado com pré-filtro (AP-25) e membranas de acetato celulose com porosidade 0,45
um, seguido de filtragdo tangencial pulsante em filtro cassete (Millipore®) usando membrana
“Pellicon” com capacidade nominativa limitante (CNL) de PM=25.000 (ARGENTINA,
1995b; MONTAGNON & FANGET, 1996). O volume total de suspensdo viral obtido foi
dividido em duas fragdes, sendo uma submetida & inativacio pela bromo etilenoimina binaria
(BEI) e a outra pela betapropiolactona (BPL), sendo denominadas amostra A e amostra B,

respectivamente.
3.7.6 Inativacdes

3.7.6.1 Bromo etilencimina bindria

Uma das fracdes de suspensdo viral (amostra A) foi submetida & inativagdo com a
bromoetilenoimina binaria (BEI), preparada a partir de uma solu¢do 1M de BEA (20,5 g de
BEA por litro), numa solugfio de 0,175 M de NaOH (7 g de NaOH em 1 litro de agua destilada
estéril) a 37°C, durante 1 hora, utilizando o B-naftol a 0,05% como indicador da reacdo. A
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solugdo inicialmente apresentou-se de cor violeta, pH entre 10,0 e 12,0, sendo incubada a
37°C, para favorecer a conversio do BEA em BEI o que ocorre entre 15 a 45 minutos,
tornando a cor alaranjada e pH 8,5 a 9,5. O inativante assim preparado foi usado na propor¢io
de 20 mL para cada litro de antigeno. Apds o tratamento, a suspensdo viral, sob agitagdo
magnética, foi incubada a 37°C, durante 12 b, seguido de neutralizacdo do inativante com 0,03

% de solugdo de 1 M de tiosulfato de sodio e posterior resfriamento a 4°C (BARAHONA et
al., 1985).

3.7.6.2 Beta propiolactona

A outra fragio (amostra B) foi submetida a inativacio pela B - propiolactona ~ BPL
(B-PRONE - Grand Laboratories Inc.®) na proporgio de 1/4.000, em agua destilada fria
estéril, sob agitacdo magnética e incubagio a 37°C, durante 6 horas. Foi mantida sob agitaciio
constante, por um tempo adicional de 12 horas a 4°C, para completar a hidrolise do BPL,
conforme indicagdes do fabricante (ARGENTINA, 1995¢; SINGH, 1996).

Durante o processo de inativagdo, em ambos os tratamentos, foram coletadas amostras
para o acompanhamento da cinética de inativacdo viral, que foi realizado através de titulagdo
em camundongos lactentes, com 4 a 6 dias de idade (CL) e quantificacio do contendo de
glicoproteinas totais {(cGT), através do ELISA de imunocaptura, conforme descritos nos itens
3.7.5.1 e 3.7.5.2, respectivamente. A 1iltima amostra de cada tratamento, BEI (12h)e BPL (6
h ) foi submetida & quantificacio de conteido de glicoproteinas insohiveis (GI), também
através da técnica ELISA de imunocaptura. Apés a inativago, as amostras denominadas,
vacina A (inativada pelo BEI) e vacina B (inativada pela BPL) foram distribuidas em frascos

com 20 mL e acondicionadas a — 70°C, para posterior liofiliza¢do e testes subseqiientes.

3.7.7 Testes de controle
Os testes de controle foram realizados no LARA/Campinas, Unidade Oficial de

Controle de Vacinas Anti-rabicas do MAPA, de acordo com Normas Técnicas estabelecidas

pelo Servico de Defesa Sanitaria Animal (BRASIL, 1988).
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3.7.7.1 Testes de inocuidade

A inocuidade das vacinas experimentais A e B foi determinada pelos testes de Virus
Residual e Toxicidade.

3.7.7.1.1 Virus residual

Esse teste foi executado pela inoculacdo de 0,01 mL de cada vacina experimental nfo
diluida, por via i.c. em 16 camundongos lactentes, de 4 a 6 dias de idade e de 0,03 mL do
mesmo material em 10 camundongos jovens de 11 a 14 g de peso. Apos a inoculagfo, os
animais permaneceram sob observagdo diaria, durante 21 dias, para verificagdo de sintomas

caracteristicos de raiva.

3.7.7.1.2 Texicidade

Essa prova consistiu da inocula¢do de camundongos (adultos jovens de 11 a 14 g de
peso vivo) e cobaias (pesando 300 a 400 g) com 0,5 mL de cada uma das vacinas
experimentais ndo diluidas, por via subcuténea (s.c.). As cobaias foram pesadas no inicio e no
final do teste. Os animais foram todos observados durante 21 dias para verificacio de

alteracGes locais ou sistémicas relacionadas as vacinas inoculadas.

3.7.7.2 Teste de esterilidade

As amostras foram semeadas nos meios Caldo Casoy, Caldo Tioglicolato e Agar
Sabouraud. Utilizaram-se 6 frascos de cada meio inoculando-se 1,0 mL das vacinas ndo
diluidas em cada tubo, contendo 10 mL de meio, visando manter a proporgdo de 1/10. Os
caldos Casoy e Tioglicolato foram incubados a 37°C £ 1°C e o Agar Sabouraud a 22°C,

durante 14 dias.

3.7.7.3 Testes de poténcia

Para os testes de poténcia Habel e NIH, aplicados em paralelo, as vacinas A (inativada
pela BEI) e B (inativada pela BPL) foram hidratadas respectivamente, com 4 mL e 2 mL de
agua destilada estéril, passando a denominar-se A;, A, B; e Ba, que correspondem a
concentragio relativa de 5x (A;, Bi) e 10 x (A;, B.), respectivamente. Os referidos testes

foram executados, conforme descrito nos itens 3.1 e 3.2. Para o teste NIH, a vacina de
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referéncia do INPPAZ (VRI) foi hidratada com 10 mL de 4gua destilada estéril, conforme

indicacdo do fabricante.

3.7.7.4 Teste de imunogenicidade

A resposta imune humoral foi avaliada pelo método ELISA-indireto, conforme
descrito no item 3.4. Foram preparados lotes de soros de camundongos imunizados com as
vacinas experimentais A, Ay, By, By e com a VRI (1UI/mL), utilizando 12 animais, com 11 a
14 gramas de peso para cada lote. O esquema de vacinacdo adotado foi semelhante ao
utilizado para o teste NIH, conforme descrito no item 3.2 e a sangria dos animais ocorreu no

14° dia apds a imunijzagéo.

3.7.7.5 Teste de protecio
A protegdo foi medida em camundongos inoculados com as vacinas experimentais A;,

Az, By, B2 e com a VRI (1 U/mL), em esquema de imunizacio e desafio semethante ao

utilizado para o teste NIH, conforme descrito no item 3.2.

3.8 Avaliacio estatistica

A avaliagdo estatistica dos resultados obtidos, no presente estudo, foi realizada pela
Empresa Jinior do IMECC/UNICAMP. As analises estatisticas foram obtidas utilizando-se os
programas MINITAB® e SAS®. Os graficos apresentados foram obtidos com os recursos do

EXCEL®. A metodologia empregada na avaliaciio estatistica desse trabalho estd descrita
detalhadamente no Apéndice A (p. 125).

50



4 RESULTADOS
4.1 Teste de Habel

A distribuigdo de freqliéncia dos resultados obtidos pela aplicaciio do teste de Habel a
210 partidas de vacinas anti-rdbicas inativadas estd sendo mostrada na figura 2. Segundo o
teste de Kolmogorov-Smimov (DD=0,455; p>0,05) observa-se uma distribuiciic normal dos
resultados.

Os indices de Habel, nos resultados gerais, conforme mostrado no Apéndice B (p.
128), variaram de 10*%% a 10" DL 50, expressos pela reciproca destes valores, isto é, 2,62 ¢
7,08, respectivamente, sendo a média 5,09, a mediana 5,16 ¢ o coeficiente de variagdo
21,22%. No conjunto de vacinas aprovadas por Habel (= 4,0) os indices variaram de 4,01 a
7,08, sendo a média 5,44, a mediana 5,48 e o coeficiente de variagio 15,28%, enquanto no
conjunto de reprovadas (< 4,0), os indices variaram de 2,62 a 3,97, sendo a média 3,44, a
mediana 3,48 e o coeficiente de variagdo 11,63%.

Considerando o valor > 10*° doses letais camundongos/0,03 mL (DL 50), determinado
pela legislagdo em vigor, para aprovagio pelo teste de Habel, das 210 amostras testadas, 173
foram aprovadas (82,38 %), enquanto 37 foram reprovadas (17,62%). Dentre as quais, as
produzidas em cérebro de camundongos, infectadas pela amostra CVS (41) apresentaram
100% de aprovagéo, as produzidas em cultura de tecidos, células BHK-21, C 13, as infectadas
pelas amostras PV (121), ERA (12), SAD (4) e Flury LEP (3) obtiveram 71,07%, 91,66%,
75% e 100%, respectivamente e as produzidas nas células NIL-2 (29) apresentaram também

100% de aprovagéo.

Os titulos do virus padrdo de prova (CVS) utilizado nos testes de Habel, representado

pela DL 50 obtida em cada teste realizado, apresentaram em média o valor 107, sendo o valor

5,45 805

minimo 10™ e o valor maximo 10>. Observa-se que os resultados tém distribuicio
assimétrica em torno do valor médio. Segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov (D=0,06;
p>0,05), os dados pertencem a uma distribuigdo normal (Fig. 3), sendo confirmado pela
aplicagdo do teste Qui-quadrado (¥*=4,155; p=0,245), usado como auxiliar ao teste de

normalidade.
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Figura 2: Distribui¢io de fregiiéncia dos resultados obtidos pela aplicacio do teste de Habel a
210 diferentes partidas de vacinas anti-rdbicas inativadas comerciais, para uso
animal, no Brasil. Normalidade, segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov (D)
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Figura 3. Distribuigdo de freqiiéncia dos titulos obtidos pelo virus CVS utilizado nos testes de
Habel (reciproca da DL 50). Normalidade, segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov

(D)
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4.2 Teste NIH

A distribuigio de freqiiéncia dos valores antigénicos obtidos pela aplicagiio do teste
NIH as 210 partidas de vacinas anti-rébicas inativadas pode ser vista na figura 4. Nota-se que,
segundo o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (D=0,151; p<0,001), os dados néo
pertencem a uma distribuicdio normal, sendo confirmado pelo teste Qui-quadrado, usado como
auxiliar ao teste de normalidade, que apresentou valores xz*_"13,563; p=0,333.

Observa-se que nos resultados gerais os valores antigénicos obtidos no NIH variaram
de 0,23 a 10,01 Ul/mL, com média 2,69, mediana 1,98 e coeficiente de variacdo 84,39%. No
conjunto de resultados, considerando vacinas aprovadas pelo teste de Habel (indices > 4,0), a
variagdo do valor antigénico correspondente foi de 0,39 a 10,01, com média 2,99 mediana
2,23 e coeficiente de variagio de 78,26%, enquanto no conjunto de resultados, considerando
vacinas reprovadas pelo teste de Habel (indices < 4,0), a variagio do valor antigénico
correspondente foi de 0,23 a 5,23, com média 1,26, mediana 0,91 e coeficiente de variagio de
88,89% (Apéndice C, p. 128).

Considerando que ndo ha pa legislagdo brasileira, em vacinas para uso animal, a
definigdo do pardmetro de aprovagdo para o teste NIH, das 210 amostras testadas por esse
método - para os valores antigénicos de 0,90 Ul/mL; 0,97 Ul/mL; 0,98 Ul/mL; 1,0 Ul/mL e
1,1 Ul/mL - foram aprovadas, respectivamente, 163, 159, 158, 155 e 151 partidas (Fig. 5),
representando 77,62%, 75,71%, 75,23%, 73,81% e 71,9%, respectivamente (Tab. 1).

As Doses Letais 50% (DL 50) obtidas pelo CVS, nos testes NIH variaram de 10,00 a
42,65 enquanto as Doses Efetivas 50% (DE 50), das vacinas de referéncia utilizadas, variaram
de 8,12 a 89,89. A figura 6 mostra a dispersdo dos valores das DL 50 e das DE 50
correspondentes. Verifica-se que nfio ha correlagéo (p=-0,088) e ¢ nio significativa (p=0,569).
Os valores de DE 50 corrigidos a partir dos resultados das DL 50 do CVS estio sendo

mostrados na figura 7.
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Figura 4: Distnibuigio de freqiiéncia dos resultados obtidos pela aplicagdio do teste NIH a 210
diferentes partidas de vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, para uso animal, no
Brasil. Normalidade segundo Kolmogorov-Smirnov (D)
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Figura 5: Classificacio das 210 diferentes partidas de vacinas anti-rdbicas inativadas
comerciais, para uso animal, no Brasil, segundo os pontos de corte determinados
para aprovacdo no teste NIH
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Figura 6: Dispersdo dos valores das doses letais 50% camundongo/0,03 mL (DL 50) do virus
CVS e dos valores de doses efetivas 50% (DE 50) da vacina de referéncia utilizada
nos testes NIH
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Figura 7: Distribuicdo dos valores transformados e corrigidos das doses letais 50%

camundongo/0,03/mL. (DL 50) do virus padrio de prova (CVS) e dos valores das
doses efetivas 50% (DE 50) da vacina de referéncia utilizada nos testes NIH
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4.3 Relacfio entre os resultados obtidos nos testes de Habel e no NIH

A relagdo entre os resultados dos testes de Habel e do NIH, aplicados ac controle de
vacinas anti-rabicas inativadas (210 partidas) estda sendo mostrada na figura 8. Quando
relacionados os resultados obtidos por essas partidas, testadas paralelamente pelos dois testes,
considerando o valor de aprovagio oficial > 10*° DL 50, o teste de Habel aprovou 82,38 % de
partidas, enquanto o NIH, segundo os limites - 0,9; 0,97; 0,98: 0,99; 1,0 e 1,1 -, aprovou
77,62%;  75,71%; 75,23%; 73,81%; 73.81% e 71,9%, respectivamente (Tab. 1).
Conseqiientemente, o complementar desses valores corresponde ao percentual de partidas
reprovadas pelo NIH entre as aprovadas por Habel, ou seja: 16,76%, 17,34%, 17,92%,
18,50%; 18,50% e 20,23%, respectivamente. No que diz respeito aos 17,62% que
correspondem s partidas reprovadas por Habel, quando considerados os valores de pontos de
corte para 0 NIH, encontra-se em 48,65%, 56,75%, 56,76%, 62,16%, 62,16% e 64,86%,

respectivamente, reprovadas também por NIH (Tab. 1).

A correlagdo observada entre o teste de Habel e o NIH, quando calculada pelo teste de
Pearson, {0i da ordem de 0,452 (p< 0,001).

Ao verificar-se estatisticamente a igualdade entre as proporcdes de aprovadas por
Habel e NIH observa-se que para o valor de corte 0,98 (p=0,041) a percentagem estimada de
partidas de vacinas reprovadas por NIH e aprovadas por Habel é de 68,42%, enquantc a
percentagem estimada de partidas aprovadas por NIH e reprovadas por Habel é de 58,58%, a
partir do qual nota-se um aumento significativo, sendo, para os valores de corte 0,99 e 1,0
(70,63% e 51,27%, respectivamente) e para o valor 1,1 (71,99% ¢ 48,87%, respectivamente),

conforme mostrado na tabela 1.
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Figura 8: Relagdio entre os resultados obtidos nos testes de Habel e NIH, aplicados a 210
diferentes partidas de vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, de uso animal, no
Brasil
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Tabela 1: Distribuicdo de fregiiéncia absoluta e em percentagem da associacdo do teste de

Habel (> 10" com o NIH aphcados a 210 partidas de vacinas anti-rabicas inativadas
com niveis minimos de si

HABEL Aprovada Reprovada Total %
Aprovada 144 3324y 29 (16,76 173 100,00y 82.38
Panan 74.89

Reprovada 19 (5135 18 (5565 37 (00,003 17,62
Prua 66.16

HABEL Aprovada Reprovada Total %o

Aprovada 143 (82.66) 30 (17,34 173 (100,00} 82,38
Pryvan 71,39

Reprovada i6 (43,24) 21 (56,75} 37 (100,00} 17,62
Priua 57,12

Total

31 429

HABEL Aprovada Reprovada Total %
Aprovada 142 (82,08) 31 (17.92) 173 (100,00 82,38
Prnan 68,42

Reprovada 16 {43.24) 21 (56,76} 37 (100.00) 17,62
Pria 58,58

158 52 210

Total

HABEL Aprovada Reprovada Total

Aprovada 141 81,50 32 qssm 173 (100,00

Pryan 70,63

Reprovada 14 3734 23 216 37 (100009 17,62
Pria 5127

1 AR} 210a0000

HABEL Aprovada Reprovada Total %

Apmvada 138 (79,77) 35 {20,23) 173 {100,00) 82,38
Pruan 71,99

Reprovada 13 (35,14) 24 (64.86) 37 (100,007 17,62
Prua 48,87

Total 151 (71.9) 59 (28,10 210 (100,003 EOO 00

OPrnan=% aprovagdo NIH e reprovacio Habel e Pria=% aprovagdo Habel e reprovagio NIH
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4.4 Aplicacfie do ELISA indireto ao controle de vacinas anti-rabicas

A seguir, sdo apresentados resultados obtidos pela aplicagio do teste ELISA indireto a
70 soros de camundongos vacinados, com diferentes partidas de vacinas anti-rabicas

inativadas, que foram submetidas paralelamente ao teste de Habel.
4.4.1 Teste de Habel

A figura 9 apresenta a distribuicdio de freqiiéncia dos resultados obtidos no teste de
Habel para as 70 diferentes partidas de vacinas anti-rdbicas testadas paralelamente pelo ELISA
indireto, onde se nota uma distribuico normal dos resultados, com apresentacfio de simetria.
Segundo o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (D=0,073; p=0,05), os dados
pertencem a uma distribuico normal, confirmado pela aplicagdo do teste Qui-quadrado
(x°=3,679; p=0,451), usado como auxiliar ao teste de normalidade.

A estatistica descritiva relativa aos indices obtidos pelas partidas de vacinas, no
referido teste, estd sendo mostrada no Apéndice C (p. 128). Observa-se que, para os resultados
gerais, os indices variaram de 10> DL 50 a 10" DL 50, expressos pela reciproca desses
valores (3,1 e 7,08, respectivamente), sendo a média 5,32, a mediana 5,42 e o coeficiente de
variagdo de 20,83%. No grupo das partidas de vacinas aprovadas por Habel (> 4,0), os valores
encontrados variaram de 4,01 a 7,08, com média 5,59, mediana 5,56 e coeficiente de variagio
16,33%, enquanto para o grupo das reprovadas por Habel (< 4,0), os valores variaram de 3,10

a 3,89, com média 3,51, mediana 3,63 e coeficiente de variagic 9,83% (Apéndice D, p . 129).

Considerando o valor > 10™ DL 50, determinado pela legislacio em vigor para
aprovagdo de partidas de vacinas anti-rabicas inativadas pelo teste de Habel, verifica-se que
das 70 partidas testadas, 61 foram aprovados, representando 87,14%, enquanto 9 foram
reprovados (12,86%)  (Tab. 2).
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Figura 9: Distribuigdo de freqiiéncia dos resultados obtidos pela aplicacio do teste de Habel a
70 partidas de vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, para uso animal, no Brasil,
Normalidade, segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov (D)

4.4.2 ELISA indireto

A distribuigdo de freqiiéncia dos valores de absorbancia (A) obtidos pela aplicacdo do
teste ELISA indireto em cada uma das diluicdes dos 70 soros de camundongos, vacinados com
as diferentes partidas de vacinas anti-rabicas inativadas est4 sendo apresentada, na figura 10.
Os valores maximos e minimos de A encontrados foram 0,45 e 1,521 (diluigiio 1/100); 0,29 e
1,113 (dilui¢do 1/200); 0,17 e 0,679 (diluigio 1/400) e 0,075 e 0,42 (diluigio 1/800).

A estatistica descritiva dos resultados obtidos no ELISA indireto, expressos em A, estd

sendo mostrada no Apéndice E (p. 129). Observa-se que os valores de absorbéncia variaram,
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na diluigdo 1/100, de 0,450 a 1,521, com média 0,774, mediana 0,697 e coeficiente de
vartagdo 32,28%; na diluicdo 1/200, variaram de 0,290 a 0,113, com média 0,496, mediana
0,443 e coeficiente de variacdo de 34,20%; na diluicdo 1/400 a variagfio foi de 0,170 a 0,679,
com média 0.330, mediana 0,307 e coeficiente de variacdo 29,86% e, na 1/800 variaram de
0,075 a 0,422, com média 0,212, mediana 0,195 e coeficiente de variagio 32,98% (Apéndice
E, p. 129}

Quando considerados os resultados obtidos frente aos soros de camundongos
imunizados com as partidas de vacinas aprovadas pelo teste de Habel (indice = 4,0), observa-
se que ndo ha correlagiio entre os valores de A e os indices obtidos por esse método, bem
como a distribuicio desses valores nfo apresentam uma distribuicBo normal pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov (p<i0,03), para todas as dilui¢des testadas pelo ELISA indireto, porém,
pelo teorema do limite central sendo o namero de observagdes grande (acima de 30) os dados
tendem para uma distribuicdo normal (Apéndice F, p. 130). Pela ANOVA encontra-se
diferenca entre as médias dos valores de A, em cada diluicfo, nesse conjunto de dados.

Quando considerados os resultados obtidos pelo ELISA indireto nos soros de
camundongos imunizados com as partidas reprovadas pelo teste de Habel, os valores de A
apresentam uma distribuicBio normal, conforme mostrado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov

para todas as diluigdes testadas, com p variando de p=0,08 a p>0,015 (Apéndice F, p. 130).

Os pontos de corte encontrados para o ELISA indireto considerando o valor de
aprovacao >10"" DL 50 do teste de Habel e de forma a limitar os resultados falsos negativos,
foram 0,512 (1/100), 0,341 (1/200), 0,225 (1/400) e 0,111 (1/800), confirmados pela ANOVA
{Apéndice E, p. 129) e pelo teste das médias (Apéndice F, p. 130). Observa-se que os pontos
de corte ou pontos criticos obtidos correspondem aos limites minimos das A em cada uma das
diluicdes testadas e encontram-se dentro do intervalo de confianga média mais trés desvios

padrio da média (ME3DP) (Fig. 11).
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Figura 10: Distribuicfio de freqliéncia dos valores de absorbancia (A) obtidos pela aplicagiio
do ELISA indireto a soros de camundongos vacinados com 70 partidas de vacinas
anti-rabicas inativadas comerciais, de uso animal, no Brasil
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Figura 11: Médias e limites de confianga de 99% de probabilidade (mxt3s, s=erro padrdo da
média) para a verdadeira absorbancia dos soros de animais imunizados com
vacinas reprovadas e aprovadas pelo teste de Habel
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4.4.3 Relacé@io entre os testes de Habel e 0 ELISA indireto

A relagdo entre os resultados obtidos nos testes de Habel e no ELISA indireto
aplicados a 70 partidas de vacinas anti-rébicas inativadas estd sendo mostrada através do
diagrama de dispersdo dos valores de absorbancia (A) obtidos pelo ELISA indireto, nas
diluigdes 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800 (Fig. 12), segundo os valores dos respectivos pontos de
corte estimados para cada uma das dilui¢des testadas,

Quando relacionados os testes de Habel e o ELISA indireto, observa-se que das 70
partidas testadas paralelamente pelos dois testes, o teste de Habel aprovou 87,14%, enquanto o
ELISA indireto, segundo os pontos de corte 0,512, 0,341, 0,225 e 0,111, aprovou 96%
(1/100), 93% (1/200), 90% (1/400) e 90% (1/800), respectivamente (Tab. 2).

Niao ha correlacfio entre os valores de absorbancia (A) encontrados no ELISA indireto
(p=0,45) com os indices obtidos no teste de Habel, quando considerados soros de animais
imunizados com as vacinas aprovadas por Habel, isto &, esses resultados sdo aleatdrios em
fung@io dos indices obtidos no teste de Habel, enquanto pela analise de varidncia (ANOVA)
(Apéndice G, p. 131) observa-se que ha diferenga entre as médias dos valores de A obtidos
pelo ELISA indireto nos soros do grupo de animais imunizados com vacinas aprovadas e
reprovadas por Habel, em cada diluigdo.

As médias das A entre os soros de animais imunizados com as partidas de vacinas
reprovadas e aprovadas pelo teste de Habel diferem estatisticamente entre si, sendo a média
das vacinas aprovadas maior do que a média das vacinas reprovadas (Apéndice H, p.131).

Ao comparar-se os limites de 90% de probabilidade das A entre os soros de animais
imunizados com as vacinas reprovadas e aprovadas por Habel, verifica-se que, a variagdo foi
entre 0,457 ¢ 0,688 e 0,759 ¢ 0,848, respectivamente (1/100) e entre 0,104 ¢ 0,204 ¢ 0,209 ¢
0,239, regpectivamente {1/800) (Apéndice H, p.131).
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Figura 12: Relago entre os resultados obtidos nos testes de Habel e no ELISA indireto
aplicados a 70 partidas de vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, de uso

animal, no Brasil
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Tabela 2: Distribuicdo de freqiéncia absoluta e em percentagem (entre parénteses) da
associagdo entre os valores de absorbincias obtidos pela aplicagio do ELISA
~ indireto, segundo o valor do ponto de corte por diluigdo, a soros de animais
imunizados com 70 partidas de vacinas anti-ribicas inativadas testadas pelo teste

de Habel (aprovagdo > 10*%%)

Teste de Habel

1/100 -
(0,512) Reprovado (d") Aprovado ( d )
ELISA § 3(100) 0(0) 3(4)
indireto gt 6(9) 61(91) 67(56)
9(13) 61(87) 70(100)
Teste de Habel
1/200 . _
(0,341) Reprovado (d") Aprovado (d’)
ELISA § 5(100) 0(0) 5(7)
indireto g* 4(6) 61(94) 65(93)
9(13) 61(87) 70(100)
Teste de Habel
1/400 - i
(0,225) Reprovado ( 4" ) Aprovado (d")
ELISA § 7(100) 0(0) 7(10)
indireto g+ 2(3) 61(97) 63(50)
9(13) 61(87) 70(100)
Teste de Habel
1/800 . _
(0,111) Reprovado (d" ) Aprovado (d°)
ELISA § 7(100) O 710y
S 203) 61(97) 63(90)
9(13) 61(87) 70(100)

66



4.4.4 Determinacio da sensibilidade, especificidade e valores preditivos de resultados
positive e negativo para ¢ ELISA indireto

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos através do calculo de sensibilidade,
especificidade e o0s valores preditivos de resultados positivo e negativo (expressos em
porcentagem), para cada dilui¢8o dos soros testados pelo ELISA indireto, comparativamente
ao teste de Habel.

Observa-se que, a probabilidade estimada, de que um soro de animal vacinado, testado
pelo ELISA indireto, cuja vacina usada foi reprovada pelo Habel, seja também reprovada pelo
ELISA indireto, variou de 91% (diluiggo 1/100) a 97% (diluigdes 1/400 e 1/800)
(Sensibilidade). A probabilidade estimada de que um soro de animal vacinado, testado pelo
ELISA indireto, cuja vacina usada foi aprovada pelo Habel, seja também aprovada pelo
ELISA indireto, ¢ de 100% para todas as diluicdes testadas (Especificidade). Ainda, a
probabilidade de que um soro de animal vacimado, testado pelo ELISA indireto, cuja vacina
usada foi reprovada pelo Habel, seja aprovada pelo ELISA indireto, € de 100% para todas as
dilui¢des testadas (Valor preditivo de resultado positivo) e a probabilidade de que um soro de
animal vacinado, testado pelo ELISA indireto, cuja vacina usada foi aprovada pelo Habel, seja
reprovada pelo ELISA indireto ¢ de 33% para a diluicio 1/100, 44% para a dili¢do 1/200 e
78% para as diluigdes 1/400 e 1/800 (Valor preditivo de resultado negativo).

Tabela 3: Valores de sensibilidade, especificidade e os valores preditivos de resultados
positivo e negativo, expressos em percentagem, para cada dilnicio dos 70 soros
testadas pelo ELISA indireto, comparativamente ao teste de Habel

ELISA indireto Diluicdo dos soros
Parametros 1/100 1/200 1/400 1/800
2
Sensibilidade (%) o1 92 7 o7
Especificidade (%) 100 100 100 100
Valor preditivo positivo (%) 100 100 100 100
Valor preditivo negativo (%) 33 44 78 78




4.4.5 Determinacio da diluiciio de uso des sores no ELISA indireto

Visando utilizar apenas uma diluigdo de soro, na aplicagio do ELISA indireto ao
controle de vacinas anti-rébicas, em trabalhos subseqiientes, determina-se a diluigdo de uso. A
figura 13 apresenta os resultados obtidos pela aplicagio do ELISA indireto, expresso pela
absorbancia (A) a 492 nm, a soros de camundongos ndo vacinados (SCNV) e ao soro controle
positivo (SCP), mostrando o comportamento das duas amostras frente as dilui¢des 1/100 a
1/800 (média de seis repeticbes). Observa-se que as curvas formadas nfo apresentam perfis
paralelos (p<0,05).

A andlise estatistica aplicada as diluicdes dos referidos soros mostra que as médias
gerais sdo diferentes (¥’=27,63: p<0,0021). Pela ANOVA, observa-se que as médias gerais
das A entre os SCP e SCNV também diferem estatisticamente (F=669,62; p<0,0001).

A estatistica descritiva dos resultados dos SCP e SCNV, no ELISA indireto, esta sendo
apresentada no Apéndice I (p. 132). Para o soro controle positivo as médias das A diferem
estatisticamente entre si para cada diluigio (ms) (F=201,81; p<0,0001). Para o soro de
camundongos ndo vacinados as médias das A também diferem estatisticamente entre as
dilui¢Ses (ns) (F=24,87; p<0,0001), porém, pelo teste de Student-Newmann-Keuls ressalta-se
que as médias das A nas diluicdes 1/400 e 1/800 ndo apresentam diferenga estatistica
significativa entre si (p=0,02072 e p=0,01518, respectivamente) (*), sendo menores que a
média da diluicdo 1/200 (0,24655), que por sua vez € menor do que a da diluicdo 1/100
(0,10267).

A razdo calculada entre os valores de A obtidos nas diferentes diluigdes do SCP e do
SCNV, frente a uma diluicdo fixa de antigeno, esta sendo mostrada na figura 14. Os valores
obtidos foram 3,29 na dilui¢do 1/100; 4,77 na diluigio 1/200; 6,65 na diluicdo 1/400 e 4,91 na
diluicdo 1/800 (Apéndice I, p. 132). Observa-se que a diluicio 1/400 foi a que apresentou a

maior razio entre os valores de A obtidos para os referidos soros.
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Figura 13: Comparagdo entre as médias dos valores das absorbancias a 492 nm obtidos pela
aplicagdo do ELISA indireto ao soro de camundongos ndo vacinados (SCNV) ¢ ao
soro controle positivo {SCP).

o o=a

LA

1/100 /200 1/400 1/800
Diluigdes SCNV e SCP

Figura 14: Razdo entre os resultados obtidos pela aplicagdo do ELISA indireto ao soro
controle positivo (SCP) ¢ ac soro de camundongos nfo vacinados {SCNV)
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4.5 Producfo experimental da vacina de referéncia nacional

4.5.1 Cultura de célalas

As células BHK-21, C 13, apresentaram um crescimento adequado, com a obtencdo de
um tapete confluente, no periodo de 48 a 72 horas. Na semeadura em garrafas tipo rolante,
houve a formaclo de camada de células confluente em 24 horas, conforme o ajuste da

concentracdo celular,

4.5.1,1 Adaptaciio da amostra viral

A adaptagfio da amostra PV as células BHK-21, C 13, ocorreu apds a 4* passagem. Os
materiais obtidos nas 2% e 3® passagens, coletados 72 horas pds-inoculagio {pi), apresentaram
ambos um valor de 0,5 pg/mlL do conteado de glicoproteina total (cGT). Os materiais
resultantes da 4* passagem (amostra I e I1) apresentaram rendimento satisfatorio, sendo 0,8
ug/ml e 1,0 ug/ml de glicoproteina total, respectivamente (média de duas observagdes) (Tab.
4).

Através da andlise estatistica dos valores da quantificacdo do ¢GT das 2%, 3% e 4%
passagens, verifica-se, através da aplicago do GLM, que ha diferenca entre as médias dos
valores de glicoproteina observados (F=59,86; p<0,001; R2=0,975552). A aplicacdo da
ANOVA demonstra que ha diferenga entre os resultados obtidos nas distintas passagens (2°, 3°
e 4%). Quando aplicado o teste de Tukey, a um nivel de significincia de a = 0,005, que
compara as passagens virais duas a duas, constata-se que existe diferenca entre o grupo das 4%
(a) passagens e o grupo das 2% (b) e 3* (b) passagens, que nfo apresentam diferencas entre si

(Tab. 4).
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Tabela 4: Resultados obtidos pela quantificacio do conteido de glicoproteina total, através do
ELISA de imunocaptura, expressos em absorbancia (A) a 492 nm, nas suspensdes
virais, em 2%, 3% e 4% (] e II) passagens, em células BHK

Dilui¢do das amostras
Amostra 1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 pg/mbL  Tukey
2* BHK 0,2565  0,1955 0,1425  0,1075 ND 0,5 b
3* BHK 0,2495  0,1835 00,1415 0,995 ND 0.5 b
42 BHK ~ I 0.3405 0,2735 0,1985 0,1515 ND 1,0 a
4*BHK — 11 0,3365  0,2405 0,1715 0,1175 ND 0,8 a
PSRV 1,1095 09575 0,7625 0,5155  0,2855 2.8
Tukey para um nivel de significancia de o = 0,005 ND=nfo determinado
4* passagem I=amostra I e [{=amostra IT PSRV= Semente padrio de produgio do VR

4.5.1.2 Suspensdes virais

As suspensBes virais (5* BHK) - obtidas em garrafas rolantes, através da inoculacio
simultinea da cultura de células, em suspensdo, com o indculo viral - resultaram em
crescimento celular adequado, com formacdo de monocamada confluente, em 24 horas e
rendimento satisfatério das amostras coletadas 72 horas pi (1* colheita) e 120 horas pi (22
colheita).

A tabela 5 apresenta os resultados das titulagdes dessas suspensGes em camundongos
lactentes, com 4 a 6 dias de idade (CL) e em camundongos adultos jovens, com 11 a 14
gramas de peso vivo (CAJ) e da quantificacdo do conteido de glicoproteina total (cGT),
através da técnica ELISA de imunocaptura. Nota-se que, na 1° colheita, os titulos variaram de
107 doses letais 50%/mL (DL 50) a 10”7 DL 50 e de 10 DL 50 a 10%*! DL 50, em

camundongos lactentes e em camundongos adultos jovens, respectivamente e, na 2° colheita,
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os valores foram 10°” DL 50 2 10" DL 50 e 10™* DL 50 a 10% DL 50, quando testados

em camundongos lactentes e em camundongos adultos jovens respectivamente.

Os valores da quantificagdo do ¢GT variaram, na 1% colheita, de 0,3 pg/mL a 3,0
pg/mL e na 2° colheita de 1,5 pg/mL a 5,0 pg/ml. Ap6s mistura e composicio das amostras
finais de 1% e 2* colheita, as mesmas apresentaram 1,13 ug/mL e 1,43 ng/ml (Tab. 6).

Os resultados das titulacGes das suspensdes virais (5% passagens), em camundongos
lactentes ¢ em camundongos adultos jovens, quando relacionadas aos resultados das colheitas
(1% e 2%), através da andlise estatistica dos valores obtidos, verifica-se pela aplicagdo do GLM,
que ha diferenca entre as médias dos titulos obtidos frente a esses animais (F=21,66;
p<0,0001; R2=0,764686). Os resultados obtidos pela ANOVA mostraram que ha diferenca
entre 0 uso das distintas idades de camundongos (F=56,24; p<0,0001) e também entre as
colheitas (1% e 2*%) (F=6,87; p=0,0164). Ao analisar-se conjuntamente essas varidveis, verifica-
se que ndo existe diferenca entre a interacdo idades e colheitas (F=1,88; p=0,1856).
Considerando entdo, a diferenca entre os resultados das titulagdes nas distintas idades e das
colheitas, a aplicacdo do teste de Tukey mostra que os titulos em camundongos lactentes (a)
apresentam medias diferentes dos titulos em camundongos adultos jovens (b) e as colheitas, 1°
(a) e 2* (b) também apresentam valores de titulos virais diferenciados entre si. Ac analisar-se
conjuntamente essas variaveis, verifica-se que nfio existe diferenga entre a interacgo.

Os resultados da quantificacdo do cGT, nas suspensdes virais, em 1% e 22 colheitas,
avaliados através da analise estatistica dos valores de A obtidos por diluigdo, verifica-se pela
aplicacdo do teste para modelos generalizados (GLM), que ha diferenca entre as médias
obtidas nessas colheitas (F=202,84; p=0,0006; R’=0,996316). Os resultados obtidos pela
ANOVA mostraram que ha diferenca entre 0 ¢GT, nas suspensdes virais, em 12 e 22 colheitas
(F=83,95; p=0,0027), nas dilui¢des (1/10; 1/20; 1/40 e 1/80) (F=242,47; p<0,0004) e tanto nas
colheitas, como nas dilui¢des, quando analisadas conjuntamente. Considerando entdo a
diferenca entre as colheitas e entre as diluigdes, a aplicagdo do teste de Tukey confirma a
existéncia de diferenga entre os valores de A obtidos nas diluigdes empregadas (1/10 (a), 1/20
(b), 1/40 (c) e 1/80 (d) (Tab. 6).



Tabela 5: Resultados das titulagdes, em camundongos lactentes (CL) e camundongos adultos
jovens (CAJ) e quantificacio do contetido de glicoproteina total (¢GT) das
suspensdes virais (5 passagem — 1? e 2% colheitas)

Titulagdio em CL, com 4 a 6 dias de idade (DL 50/mL)

Cotheita

e 10700 10709 10719 107! 10732 10759
2§ 1 06,79 107,19 107,40 107,64 1 07,66 1 07,66

Titulacdo em CAJ com 11 a 14 g de peso vivo (DL 50/mL)
12 10568 105 10514 10521 10623 10641
o 10%9% 10567 10558 1067 10583 10588
Glicoproteina Total (ug/mL})

1? 0,3 0,3 0,7 1,7 2,5 3,0
2% 1,5 1,6 1,7 2,6 2,6 5,0

Tabela 6: Resultados da quantificagdo do conteddo de ghicoproteina total (¢GT), através do

ELISA de imunocaptura, expressos pela absorbancia (A) a 492 nm, das suspensdes
virais, em 5° passagem (1* e 22 colheitas)

Diluicdo da amostra

1/10 1/20 1/40 180  pg/mL  Tukey
PSRV 1,1985 1,0400 0,8130  0,5625 3,0
$2BHK 1%colheita  0,5400 0,4093 02997  0,1883 1,13 b
2% colheita  0,6547 0,5233 0,3850 02540 1,42 a

Tukey a

b C d

Teste de Tukey para um nivel de significincia de o = 0,005
PSRV= Semente padrio de produgio do VR
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4.5.1.3 Composicao antigénica

A partir dos resultados das titulagdes em camundongos lactentes (CL) e em
camundongos adultos jovens (CAJ), e da quantificaciio do contetido de glicoproteina total
(¢GT), foram selecionados lotes de suspensdes virais para compor a preparagio antigénica a
ser usada na vacina de referéncia nacional experimental (VRN). Foram consideradas
suspensoes corm titulos em camundongos lactentes e em camundongos adultos jovens acima de
10°% DL 50/mL e ¢GT, no intervalo de 1,5 a 3,0 pg/mL, independente da colheita, que foram
misturados e submetidos & concentrago de 2 vezes em relagio ao volume original, através do
sistema cassete Millipore. Apds a mistura e a ultrafiltragdo, a preparacdo antigénica apresentou
titulos de 10"**DL 50 em CL e 10”7 DL 50 em CAJ e ¢GT de 3,10 pg/mL, sendo entdio. o
material dividido em duas fragGes para serem submetidas 4 inativacdo pela bromo etilenoimina

bindria e pela betapropiolactona.

4.5.1.4 Cinética de Inativacio Viral
4.5.1.4.1 Inativacie pela bromo etilenoimina binaria

A cinética de inativagdo da suspensdio viral, amostra PV, inativada pela bromo
etilenoimina bindria (BEI), durante 12 horas, determinada através da titulacdo em CL, de
amostras coletadas a intervalo de uma hora (média de duas repeticdes), pode ser vista na figura
15. Os titulos determinados foram ajustados pela equagio de regressdo  linear
(Infectividade=5,564-0,583 hora)'. A média dos titulos, que teve como ponto inicial (10>
DL 50) e final (107> DL 50) decresceu 0,583 DL 50 por hora, encontrando o valor zero
antes das 10 horas de atuagio da BEL

Na figura 15 encontram-se também os resultados relativos a2 média de duas amostras
coletadas a intervalo de duas horas, testadas pelo ELISA de imunocaptura para quantificacio
do conteudo de glicoproteina total (¢GT). Os valores do ¢GT foram ajustados pela equacio de

regressdo linear (Degradagdo viral=3,129-0,035 horas)®. A média do ¢GT, que tiveram como
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ponto 3,14 pg/mL e final 2,705 pg/ml decresceu 0,035 ug/mL por hora, o que corresponde a
um decréscimo de 0,424 ug/ml. em 12 horas, ou seja, uma redugfo de 13,55% da integridade
das particulas virais.

Quando relacionados os parfmetros de infectividade e degradagfio viral, para a
inativagiio com BEI, salienta-se o rapido decréscimo da infectividade, com a lenta redugéo da
degradacdo viral (expressas em DL 50% e em pg/mL, respectivamente), no decorrer do tempo

(Fig. 15).

DL3G% ug/mi
5,000 3,000
4,GG0C 4 6006
2,000 - 2.000
0,000 0,000
-2,000 -2.000

tem po em horas
-- @ --Infectividade =5,364 - 0,383 horas
g f e gradagdo viral = 3,129 - 0,033 horas

Figura 15: Cinética de inativagio obtida pelo uso da bromo etilenoimina bindria (BEI), medida
através da titulagio em camundongos lactentes (expressa em DL 50%) ¢ da
quantificacio do contetido de glicoproteina total (expressa em ug/ml), ressaltando
os parAmetros de infectividade e degradacfo viral, respectivamente
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4.5,1.4.2 Inativaciio pela betapropiolactona

A cinctica de inativagio da suspensfic viral, amostra PV, inativada pela
betapropiolactona (BPL), durante 6 horas, determinada através da equacio de regressdo linear
aplicada as titulagdes em camundongos lactentes (CL) de amostras coletadas a intervalo de
uma hora, pela média de duas repeticdes, esté sendo mostrada na figura 16. Observa-se que os
titulos foram ajustados pela equagfio de regressdo linear (Infectividade=5,481-1,179 horas). Os
titulos médios, que tiveram como ponto inicial 10°*' DL 50} e final (107 DL 50)
decresceram 1,179 DL 50 por hora, encontrando o valor zero entre 5 e 6 horas de atuacio da
BPL.

Na figura 16 encontrami-se também os resultados relativos a média de duas amostras
coletadas a intervalo de duas horas, testadas pela técnica ELISA de imunocaptura para
quantificacdo do contetido de glicoproteinas totais (¢GT). Os valores do ¢GT foram ajustados
pela equagio de regressfio linear (Degradacdo viral=2,781-0,059 horas). A média do ¢GT, que
teve como ponto inicial 2,781 pg/mL e final 2,425 pg/mL decresceu 0,059 pg/mL por hora, o
que corresponde a um decréscimo de 0,356 pg/mL em 6 horas, ou seja, uma redugio de
12,80% da integridade das particulas virais.

Analogamente a inativagdo pela BEI, quando relacionados o comportamento da
infectividade e da degradagfo viral, para a inativagio com a BPL, salienta-se o répido
decréscimo da infectividade, com a lenta reduc@io da degradagdo viral (expressas em DL 50 e

em pg/ml., respectivamente) no decorrer do tempo (Fig. 16).
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6,000 - = 6,000
4,000 - . 4,000
2,060 - - 2,000
0,000 - - 0,000
-2,000 -2,000

Tempo em horas
—#— Infectividade = 3,481 - 1,179 horas
—#—degradacgfio viral = 2,781 - 0,039 horas

Figura 16: Cinética de inativagio obtida pelo uso da betapropiolactona (BPL), medida através
da titulacdo em camundongos lactentes (expressa em DL 50%) e da quantificacdo
do conteudo de glicoproteina total (expressa em pg/mL), ressaltando os parametros
de infectividade e degradacdo viral, respectivamente

4.5,1.4.3 Relaciio entre a inativacie pela BEI ¢ pela BPL

A relacdo entre a inativagio pela BEI e pela BPL, estd sendo mostrada na figura 17,
pelas curvas de cinética de inativagfio, representadas pelas equaces lineares estimadas com
100% de explicacio e pardmetros altamente significativos sobre os resultados das titulagdes
em camundongos lactentes (CL), expressas pela percentagem de reduclo da infectividade
viral, no tempc de exposiclo ac respectivo inativante. A infectividade viral sob agfio da BEI
sofreu reducdo de 10,48%/h, enquanto sob acdo da BPL a redugéio foi de 21,50%/h.

Quando relacionados os processos de inativacio pela BEI e BPL através da analise das
equacdes de regressdo linear sobre os resultados da quantificacdo do ¢GT, expressa em
ng/mL, que mede a degradagfo viral duranie o tempo de exposigio aos respectivos
inativantes, observa-se que as inclinagSes das respectivas equagdes sdo diferentes

estatisticamentc ao nivel de probabilidade de 5%, mostrando que nfc podem ser expressas por
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uma unica equagio (Fig, 18). Pela atuagiio da BEI o ¢GT da suspensdo viral decresceu 0,035
ng/mL/h, enquanto sob agfio da BPL o decréscimo foi de 0,058 pg/mL. Quanto aos dois
interceptos esses também apresentam diferengas significativas ao mnivel de 3% de
probabilidade. Os valores observados pela suspensio viral submetida ao tratamento pela BEI
sfo significativamente maiores que 0s observados no tratamento pela BPL.

A figura 19 mostra os resultados obtidos pela quantificagdo do cGT nas suspensdes
virais submetidas a inativacfio pela BEI e pela BPL, antes (3,100 pg/ml para ambas) e depois
da inativagdo (2,41png/ml para a BEI e 2.420 pg/ml para a BPL), apds 12 horas e 6 horas,
respectivamente. E mostrado também o contetido de glicoprotetnas insolivel (cGI) pela BEI

(1,92 ug/ml) e pela BPL (2,02 pg/ml.} ands a inativacio.

100
84
80
70
60
56
4Q
30
20
10

-10
-20
-30

tempo em horas

---@--- % reducdo mfectividade pela BET =100 -10.,48 horas

—ae— % de reducdo da infectividade pela BPL = 100 - 21,30 horas

Figura 17: Compara¢do entre a inativacdo pela bromo etilenoimina binaria (BEI) e pela
betapropiolactona (BPL), através da equag8o de regressio linear dos resultados obtidos

pela titulagdo em CL (DL 50), expressa em percentagem de redu¢fo da infectividade
viral
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Figura 18: Comparagdo entre a inativacdo pela bromo etilencimina bindria (BEI) e pela

betapropiolactona (BPL), através da equacfo de regressfo linear dos resultados
obtidos pela quantificaco do conteddo de glicoproteina total {cGT), expressa em
ug/mlL

3,00G
2,500
2.000
1,304
1.000

0,500

0,000

¢OT pela BET c¢GT pela BPL ¢Glpela BEI  ¢Glpela BPL

antes da nativagéo B apos a mativagio

Figura 19: Resultados obtidos pela quantificagdo do contetdo de glicoproteina total (¢GT) ¢

insolavel (cGI), expressas em pg/ml., antes {ai) e apds (pi) a inativagéo pela bromo
etilenocimina bindria (BEI) e pela betapropiolactona (BPL)
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4.5.2 Testes de confrele
4.5.2.1 Testes de inocuidade

4.5.2.1.1 Virus residual
No teste de virus residual ou inativacdo viral, os animais inoculados com as duas
amostras testadas nfio apresentaram nenhuma alteracdo que pudesse ser atribuida & infeccdo

rabica, mostrando-se em perfeitas condi¢Bes de satde durante todo o periodo de observagio.

4,5.2.1.2 Toxicidade
No teste de toxicidade nfio foram observadas reagdes locais e/ou gerais (sistémicas),
nenhum caso de morte nos camundongos inoculados e tampouco nas cobaias, nfo houve

reducdo de peso das mesmas, parAmetro também considerado aceitavel, em nenhuma das duas

amostras testadas,

4.5.2.2 Teste de esterilidade
Na verificacdo da esterilidade, os tubos inoculados com as amostras A e B ndo

apresentaram crescimento bacteriano ou fiingico, durante todo o periodo de observacio.
4.5.2.3 Testes de poténcia

4.5.2.3.1 Teste de Habel
Os resultados do teste de Habel (média de duas observagdes) aplicado as amostras A e
A, (inativadas pela BEI) e B, e B» (inativadas pela BPL), consideradas de acordo com a

hidratacdo apds Hoﬁiizagéo (A1 e By - 5x concentradas e A> e By - 10x concentradas) sdo

apresentados na tabela 7.

4.5.2.3.2 Teste NIH
Os resultados do teste NIH (média de duas observagdes) aplicado as amostras A; e Ay
(inativadas pela BEI) ¢ B, ¢ B (inativadas pela BPL), consideradas de acordo com a

hidratagdo apds liofilizacdo (A; e By - 5x concentradas e Ar e By - 10x comcentradas),
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comparativamente a vacina de referéncia do INPPAZ, com valor antigénico (VA) previamente

estabelecido de 1 Ul/mL sio mostrados na tabela 7.

4.5.2.4 Teste de imunogenicidade

A resposta imune humoral induzida a camundongos imunizados com as vacinas
experimentais A;, Az, Bi, Boe VRI (nas diluigdes 1/5, 1/25, 1/125, 1/625 e 1/3125) esta sendo
mostrada na tabela 8. Os resultados observados, através da quantificacdo de anticorpos IgG
pelo ELISA indireto, executado na diluicdo 1/400 mostram que os valores de absorbancia sdo
funcdo da concentragdo antigénica em uma dada diluicdo da vacina, pois decrescem, conforme

aumenta a diluicdo.

4.5.2.5 Teste de protecao

A protecio conferida pelas amostras Ay, A;, B, e B; comparativamente & vacina de
referéncia do INPPAZ (VRI) esta sendo mostrada na figura 20 atavés das curvas de protecio
estimada pelas respectivas amostras em fun¢do do logaritimo da dilui¢io, em base 10 (logio
diluigdo).

Os resultados da andlise de probito indicam que os dados apresentam uma distribuicdo
normal, confirmado pelo Qui-quadrado (Apéndices J e L, p. 133). A estimativa da
probabilidade de protegdo (epp) segue uma fungdo normal de probabilidade acumulada,
considerando para VRI (p=0,5494), para A; (p=0,5421), para A, (p=0,8544), para B
(p=0,4331) e para Bs (p=0,5542), podendo-se estimar os probitos para as DL 350 pelos
pardmetros estimados (limites fiduciais de confianca a 95% de probabilidade). As estimativas
das DL 50, com seus limites de confianga foram para VRI DL 50=125, com limites de
confianga variando entre 67 e 239; para A; uma DL 50=286, com limites de conflan¢a
variando entre 105 e 1043; para A; uma DL 50=509, com limites de confianca variando entre
194 e 1043; para B, uma DL 50=344, com limites de confianca variando entre 82 e 4.303; e,
para B, uma DL 30=360, com limites de confianca variando entre 168 e 5.490 (Apéndice J, p.

133).
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Tabela 7: Resultados obtidos pela aplicacdo do teste de Habel e do NIH (pela média de duas
observagdes) as amostras Ay, A, By e By, produzidas experimentalmente e do NIH
da vacina de referéncia do INPPAZ (VRI)

Amostras Habel NiH
fndice Dose Efetiva 50%  Valor antigénico
DE 50 VA (Ul/mL)

VRI 145 1,00
A 10447 283 1,95
A, 10> 478 3,32
B, 10%%° 273 1,89
B, 10°% 381 2,64
CVS (DL 50) 107+ 36,5

Tabela 8: Resultados do teste de imunogenicidade obtidos pela aplicacdo do ELISA indireto,
na diluicdo 1/400, expresso pela absorbancia (A) a 492 nm, a soros de
camundongos vacinados com as vacinas experimentais A;, A, By e Bz e com a

VRI
ELISAindireto (A) Diluicdes das vacinas

Dilui¢do 1/400 1/5 1/25 1/125 1/625 1/3.125
A 0,1350 0,1230 0,0870 0,0650 0,0330
As 0,2280 0,1230 0,1040 0,0720 0,0290
B 0,1790 0,1190 0.0940 0,0930 0,0490
B, 0,2280 0,2110 0,1280 0,0690 06,0640
VRI 0,1428 0,1042 0,1115 0,0697 0,0530
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Figura 20: Estimativa da probabilidade de protegdo conferida pelas vacinas experimentais A;,
Az, By e By, comparativamente a VRI



5 DISCUSSAO

O controle da raiva esta diretamente associado & aplicagdo de medidas profilaticas,
dentre as quais a vacinagio € uma das principais a¢es de controle, sendo que o uso de vacinas
de alto poder imunogénico constitui um dos fatores de maior importdncia. O comtrole de
vacinas € essencial para garantir a qualidade do produto final. Por isso vem sendo alvo de
incessantes questionamentos quanto a eficacia das provas de controle; assim, 0 aprimoramento
das provas jd existentes e a incorporagdo de técnicas mais avangadas tém sido uma
preocupacio constante de diversos pesquisadores (ESPESETH, 1996; SIZARET, 1996).

Através de avaliagdo oficial da eficiacia de vacinas anti-rabicas para uso animal, de
origens e procedéncias diferentes, utilizadas no Brasil, no periodo de 1988 a 1996, pela
aplicaco do teste de Habel, foi possivel a VAZ (1999) concluir que o teste de poténcia foi a
principal causa de reprovagdo das vacinas inativadas, tanto as nacionais como as importadas.
Segundo a autora, reprovacdes no teste de poténcia podem ser indicio de que provavelmente
esteja ocorrendo, na industria produtora, problemas com relacdo & obtengfo de um imundgeno
realmente capaz de estimular o sistema imunoldgico a conferir protecio contra o virus da
raiva, ressaltando a importdncia de se utilizar antigenos bem caracterizados, métodos
consistentes de produgfio, equipamentos validados e de se testar e documentar os
procedimentos utilizados na fabricacio da vacina (PERRIN et al., 1990; SIZARET, 1996;
GUPTA, 1997).

Dentre os testes de poténcia mais utilizados, citam-se: o teste de Habel, que € do tipo
de ruptura de imunidade (HABEL, 1976), apresentando boa reprodutibilidade, sendo,
portanto, confidvel (BAER, 1985) e ainda utilizado no Brasil (BRASIL, 1988); e o NIH, que ¢
basicamente um metodo de extingdo de antigeno, no qual, a exemplo do primeiro, a
imunizagdo é feita pela via intraperitoneal (i.p.) e o desafio viral com o virus padrio de prova
— CVS - pela via intracerebral (i.c.) (BAER, 1985; DIAZ er al., 1989; WILBUR & AUBERT,
1996).

Observando-se os parimetros estatisticos calculados para os valores dos indices
obtidos pela aplicagfo do teste de Habel as 210 partidas de vacinas anti-rabicas testadas nesses
ensaios, nota-se que se trata de uma distribui¢do normal de resultados, conforme mostrada

pelo teste de Kolmogorov-Smirnov (D=0,455; P>0,05), com simetria, estando a média (5,09) e
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a mediana (5,16) bastante préximas também no conjunto de vacinas aprovadas e reprovadas
{Apéndice B, p. 128).

O percentual de aprovagio observado para essas 210 partidas (82,3%) (Tab. 1), quando
comparado aos valores encontrados por VAZ (1999) - 93,4% para vacinas de origem nacional
e 98.2% em vacinas importadas — também, pela aplicacgo do teste de Habel, mostraram-se um
pouco inferiores. Acredita-se que, embora, 0 mesmo tipo de vacina tenha sido utilizada nos
dois estudos, essa pequena discrepancia de resultados possa ser atribuida a grande diferenca da
amostragem, pois a referida autora trabalhou com 1551 partidas. Pode-se considerar ainda, que
a vacina produzida em tecido cerebral (com 100% de aprovagio em ambos os trabathos)
ensaiada pela autora, numa propor¢io em tormmo de 60% do total de amostras tenha
influenciado na elevagéo dos resultados. No presente estudo, optou-se pela propor¢éo de
apenas 20%, para evitar uma fregiiéncia muito alta desse tipo de vacina.

Comparando-se os percentuais de aprovacio segundo o substrato utilizado na producio
das vacinas (73% para as produzidas em células BHK e 100%, tanto para as produzidas em
células NIL-2 como em tecido cerebral) com os obtidos por VAZ (1999) (76,3%, 98,5% e
100%, respectivamente), confirma-se a excelente imunogenicidade desses dois tipos de
vacinas, em especial das produzidas em tecido cerebral. Observa-se uma grande aproximagio
entre os resultados, sendo que, nas vacinas produzidas em cérebro de camundongos, ha total
concordancia tanto com os resultados observados por VAZ (1999) como com o trabalho de
DIAZ et al. (1989). Em relagio as vacinas produzidas em células NIL-2, provavelmente seja
também possivel considerar que ha concordéncia, tendo em vista, a grande aproximacio dos
percentuais de aprovago encontrados nesse estudo e nos apresentados por VAZ (1999), que
cita serem compativeis com os resultados obtidos por SOULEBOT (1982), que também
verificaram que vacinas produzidas nesse substrato conferiram igual prote¢do ou até mais alta
do que as vacinas atenuadas.

Por outro lado, HAYASHI er al. (1984), testando uma vacina preparada em cérebros
de camundongos, utilizada extensivamente para vacinagio canina em massa, observaram que
doses dessa vacina, a qual protegeu 100% de camundongos contra 10.000 DL 50% de CVS,
conferiram niveis de protecdo varidveis frente a 24 amostras de virus rabico isoladas de
diferentes animais silvestres, sendo que os mais baixos niveis de protecdo (15% a 20%) foram

observados quando se usaram as amostras de bovinos para desafio.
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Diferentes graus de protecdo, em camundongos, foram também relatados por
ZANETTI er al. (1998), em testes com vacina produzida em cérebros de camundongos
infectados com o virus de produgio PV, correntemente usado no Brasil para imunizacio
humana. Esses autores, usando os testes de poténcia Habel e NIH, para avaliar a atividade de
prote¢do da vacina, constataram que os camundongos vacinados apresentaram uma alta
resisténcia ao desafio com o CVS, o que nfio aconteceu quando utilizaram amostras de rua
para o desafio, sugerindo que a protec3o ¢ claramente dependente da amostra de virus usada
no desafio.

Além disso, apesar das vacinas anti-rabicas testadas nesse trabalho terem sido
produzidas em culturas de células infectadas com amostras obtidas, na grande maoria, a partir
da amostra PV (121), derivada da amostra original Pasteur, algumas foram produzidas com as
amostras ERA (12), SAD (4) e Flury LEP (3), antigenicamente diferentes das amostras de
Pasteur (CRICK & BROWN, 1978; SACRAMENTO et al., 1992). E interessante notar que,
das vacinas produzidas em células BHK frente as distintas amostras de virus (PV, ERA, SAD
¢ Flury LEP) utilizadas, aquela preparada pela infeccio dessas células com o virus de
produgdo PV foi a que apresentou o mais baixo percentual de aprovagio (71,03%). E
importante salientar que o estudo, em pauta, nfo foi delineado para avaliar a significancia das
percentagens de aprovagéo das vacinas testadas, nfio sendo por isso aplicado teste estatistico
sobre esse parametro para possibilitar a andlise da influéncia do gran de protecio induzido
pela variac&o do virus de produgio utilizado nessas vacinas,

Curiosamente, ha relatos afirmando que o desafio heterélogo com o CVS pode medir
apenas 20% da poténcia de uma vacina, ndo se observando uma correlagiio satisfatéria, nesta
situacdo (na qual ocorre vacinagdo pela via ip. e desafio pela via ic.), entre os valores
antigénicos de uma vacina determinados por esse teste com a imunogenicidade desta vacina,
no hospedeiro animal (BARTH et al., 1988). Tais autores admitem que, na vacinagdo i.p., ha
mais atividade soroneutralizante contra uma amostra homologa do que contra uma heterdloga,
o que explica uma maior habilidade de vacinas derivadas da amostra Pasteur a protegerem
contra o desafio com CVS (também derivada da amostra Pasteur).

ZANETTI er al. (1998), também trabathando com a amostra PV, demonstraram que,
ao testar a vacina produzida em cérebros de camundongos infectados com este virus, somente

encontraram uma poténcia relativa suficiente para liberacio guando a amostra viral utilizada
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no desafio foi o CVS, enquanto com as amostras de rua a poténcia foi sempre menor que a
exigida, indicando claramente a falha de protecdo induzida pela vacinacfio. Entretanto,
LARGHI et al. (1979) observaram, com vacina produzida com o virus PV em células BHK,
inativada por etilenoimina e contendo hidroxido de aluminio como adjuvante, um nivel de
protegao (89%) um pouco acima do encontrado aqui (71,03%). SILVA et al. (2000) atribuiram
também a obtencdo de resultados conflitantes, na titulagio de anticorpos, ao emprego de
amostras de virus, como antigeno, diferentes daquelas utilizadas na producio das vacinas
testadas. Os mesmos autores referem-se a relato recente de que pessoas recebendo vacinas de
culturas de células produzidas com a amostra PM apresentavam, significativamente, maiores
titulos neutralizantes, quando os soros eram testados frente ao CVS, do que quando testados
com o virus PV,

Os percentuais de aprovagdo observados aqui, para as vacinas produzidas com a
amostra ERA (91,66%), apesar de apenas 12 partidas terem sido testadas, foram compativeis
com os resultados de ERBOLATO et al. (1989) e CORDEIRO et al. (1990), que, utilizando
também o teste de Habel, verificaram altos niveis de protegdo induzidos pela vacina ERA
inativada frente ao virus padrdo de prova - CVS - e também frente as variantes brasileiras do
virus rabico, selecionadas através de um painel de anticorpos monoclonais. Porém, os
resultados foram incompativeis com os de VAZ (1999), que encontrou maiores percentuais de
reprovagdo (34,3%) em vacinas produzidas com essa amostra. Além disso, embora sem o
suporte estatistico exigido, cujas razdes foram mencionadas anteriormente, é importante
considerar que o mumero discrepante entre as partidas de vacinas produzidas com cada
amostra viral pode influenciar nos percentuais de aprovacio das mesmas. No entanto, uma
analise estatistica se faz necessaria para confirmar uma possivel influéncia.

As variagbes no grau demonstravel de imunidade dos animais observadas pelo desafio
com diferentes amostras de produgdo de vacinas tém sido minimizadas pelo uso do virus
padrdo de prova (CVS), desenvolvido a partir da amostra original Pasteur (SIZARET, 1996,
porém ha relatos de que vacinas preparadas com virus relacionados a0 CVS apresentaram
poténcia relativa mais alta que as vacinas preparadas com outros virus de produgio (BARTH
et al., 1988).

Considerando que o CVS utilizado nas provas de Habel foi ajustado para apresentar

titulos variando entre 10%° e 10*° doses letais 50% camundongo/0,03 mL ic. (DL 50), os
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resultados obtidos nesses ensaios sio aceitaveis. Verifica-se, pela andlise dos resultados, que
favoravelmente os titulos obtidos para esse virus mostram média (7,309) e mediana (7.45)
muito proximas e nas maiores classes de distribuicdo de fregiiéncia (3 e 4) estdo localizados os
valores de titulos entre 6,85 e 7,25, muito proximos de 7,0, que seria o valor ideal. Apesar
disso, resulta numa distribuicio assimétrica em torno do valor médio, niio apresentando pontos
discrepantes (Fig. 3). Nota-se ainda que os dados pertencem a uma distribuico normal,
mostrada através do teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (D=0,064; p>0,05) ¢
confirmada pelo Qui-quadrado (3°=4,155; p=0,245).

Com relagio aos resultados obtidos no NIH quando aplicado as mesmas 210 partidas
de vacinas, maiores variagGes foram encontradas nos parametros estatisticos (F ig. 4). Verifica-
se pela distribuicdo de freqiiéncia dos resultados, expressos em valores antigénicos (VA), que
os dados nio pertencem a uma distribuicio normal, demonstrado através do teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov (D=0,151; p<0,01) e do Qui-quadrado (r=13,563;
p=0,330). Observa-se alta variabilidade na distribuigdo desses valores antigénicos (Fig. 4); o
coeficiente de variagdo estd em torno de 80% nas trés situacdes analisadas e apresenta
assimetria 2 direita, pois a mediana mostra-se sempre inferior 2 média (Apéndice C, p. 128).
Considerando os dados gerais, observa-se uma grande amplitude de variagio entre o valor
maximo ¢ minimo (9,78) e que hd uma maior probabilidade de obter-se valores baixos, 25%
menores do que 0,98, 50% menores do que 1,98 e 75% menores de 3,77, isto ¢, o restante dos
valores (25%) encontram-se distribuidos acima de 3,77 até 10,01, com uma amplitude que
varia em torno de 6,24 (Apéndice C, p. 128). Isso mostra que a probabilidade de ocorréncia
dos valores antigénicos no teste NIH diminui conforme os seus valores vio crescendo. E isto
parece ser um padrio proprio desses resultados.

Tal comportamento pode ser, provavelmente, devido ao fato de esse teste encontrar-se
em fase de implantagfo, ao uso de diferentes vacinas de referéncia, em virtude de nio haver
disponibilidade de vacina de referéncia nacional, e outras variagdes relacionadas ao ajuste do
virus de desafio. Na pratica atual do LARA/SP, o uso de CVS preparado em camundongos
livres de patogenos especificos (“SPF™) tem sido uma alternativa para methorar o desempenho
qualitativo dos testes de controle.

Acredita-se que a variabilidade observada, no NIH ¢ compativel com as razdes

apontadas por vérios autores (BARTH et al., 1988; WUNDERLI ef al., 1991; SIZARET,
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1996) os quais atribuem as diferencas nos resultados desses testes e a sua insatisfatoria
reprodutibilidade a uma seqiiéncia de fatores, dentre os quais: os diferentes tipos de vacinas e
diferentes amostras de virus utilizadas na produciio dessas vacinas; o uso de diferentes
preparagSes de referéncia; a natureza do método, no que diz respeito & imunizacdo ip. e o
desafio i.c., bem como o uso de diferentes niveis e nimero de passagens do CVS usado para o
desafio. Esses autores relatam ainda, que a reatividade padrio com anticorpos monoclonais
anti-glicoproteinas do virus rabico em antisoros dos membros do grupo da amostra CVS nfio é
uniforme.

Além disso, admite-se compatibilidade também com os resultados obtidos no NIH, por
PIZA et al. (2002), que testando quatro lotes de vacinas, encontraram valores antigénicos
variando entre 0,59 Ul/mL e 12,1 Ul/mL, ndo observando nenhuma correlacdo entre esse teste
e os titulos de anticorpos induzidos em bovinos, quantificados através de virus neutralizacio e
nem com o conteudo de glicoproteinas das referidas vacinas.

Outro aspecto importante estd relacionado ao fato de os testes de Habel e o NIH
apresentarem uma demanda de considerédvel quantidade de animais de laboratério, o alto custo
na manutencdo desses animais, o tempo de duragdio do teste e a variacio entre a populagéo e
na qualidade dos animais empregados (BARTH ef al., 1988; WUNDERLI ef al., 1991; VAZ,
1999). Para a obtengéo de bons resultados, os animais deverdo estar em bom estado de satde,
na idade indicada, responder eficientemente frente & conhecida vacina ou antigeno e
apresentar uniformidade de resposta (SIZARET, 1996).

Foi demonstrado por WUNDERLI et al (1991) que houve correlacio entre a
neutralizacio viral e a mortalidade em duas linhagens de camundongos testadas, no entanto,
segundo Os mesmos autores, podem ocorrer excegdes, mas ndo parecem ser marcadamente
significativas. Estas observagdes foram compativeis com as de outros pesquisadores, citados
por WUNDERLI et al. (1991), que tm reportado, que embora os anticorpos sejam bons
indicadores de protegdo ao desafio com o virus da raiva, podem ndo ser a absoluta evidéncia
dessa protecao.

Quanto a relacdo entre os resultados obtidos pelo CVS (DL 50) e as doses efetivas
50% (DE 50) das vacinas de referéncia utilizadas, nos testes NIH, verifica-se que nfo
apresentaram correlagio (r=0,088), os valores sdo ndo significativos (p=0,569) e nio ha uma

relacdo linear entre os pardmetros (Fig. 6), sendo entdo, aplicada uma transformacdo estatistica
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aos dados para que fossem linearizados. Somente desta forma se obteve uma regressdo linear
bem ajustada (Fig. 7), nfio permitindo, porém, que o modelo fosse utilizado para fazer
previsdes de dados.

Segundo relato de alguns autores (BARTH ef al., 1988; WUNDERLI ef al., 1991), no
NIH, a via de imunizacio, o nitmero de doses de vacinas utilizadas e a dose de desafio viral
podem permitir a aprovacdo de uma vacina pobremente imunogénica, possibilitando que um
antigeno fraco possa parecer satisfatorio; além disso, o teste mostra melhor eficicia com
vacinas derivadas de mesma amostra parental do virus-desafio. Entretanto, provavelmente, o
NIH apresente um maior rigor na aprovagio de partidas de vacinas anti-rabicas porque, ao
comparar-se 0s resultados deste com os de Habel, verifica-se que o NIH, segundo os limites de
0,9 a 1.1, reprovou entre 22.38% e 28,1%, respectivamente, percentuais esses sempre
superiores aos obtidos por aquele teste (17,62%) (Fig. 8 e Tab. 1). O rigor do NIH aumenta na
medida que aumenta o limite do valor antigénico (VA) obtido (Tab. 1), podendo-se considerar
que um bom resultado seria aquele que diminui o risco de aprovar uma partida de vacina por
NIH, sendo que teria sido reprovada pelo teste de Habel.

A comparagdo entre o teste de Habel e o NIH, através do teste de Pearson revela que a
correlagdo (45%) obtida entre os dois testes ¢ baixa, porém, considerando o valor de p<0,001,
mostra que € muito significativa.

Ao verificar-se estatisticamente a igualdade entre as proporgSes de partidas de vacinas
aprovadas por Habel e NIH (Tab. 1), observa-se que a partir do valor de corte 0,98 (p=0,041) a
percentagem estimada de partidas de vacinas reprovadas por NIH e aprovadas por Habel
(68,42%) ¢ significativamente maior do que a percentagem estimada de partidas aprovadas por
NIH e reprovadas por Habel (58,58%), corroborando com a idéia de que o NIH apresenta,
provavelmente, maior rigor na aprovacgio dessas vacinas.

Considerando que o valor de corte diferencia as proporgdes de aprovacio por Habel e o
NIH e encontra-se acima de 0,98, cujo p=0,041 (baixa significincia) estd mais proximo do
ponto critico (5%) e muito préximo do valor recomendado (1 UI) pela OMS para aprovacio
das vacinas de uso veterindrio (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 1999), sugerindo o uso
oficial de 1 Ul para o limite de aprovacio no referido teste.

A qualidade das vacinas anti-rabicas pode também ser avaliada pela aplicacdo de

técnicas “in vitro™. Assim, virios métodos vém sendo propostos para testar a qualidade das
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vacinas inativadas. Dentre eles, os mais comumente utilizados para a deteccio e quantificagio
de anticorpos so a soroneutralizacdo (SN) em camundongos ¢ o teste rapido de inibiq:éo de
focos fluorescentes (IRFF), que sdio os métodos indicados pela OMS (ATANASIU et al.,
1978; BARTH ez al., 1988). A reacio imunoenzimatica ELISA vem se apresentando como um
metodo alternativo a SN, permitindo avaliar a concentragio de anticorpos pos-vacinagio e,
consequentemente, a qualidade das vacinas anti-rabicas (NICHOLSON & PRESTAGE, 1982;
KAVAKLOVA et al., 1984; PERRIN et al., 1986; MEBATSION er al., 1989; ELMGREN &
WANDELER, 1996; PIZA, et al., 1999).

A aplicabilidade do ELISA indireto ao controle de vacinas anti-rabicas foi avaliada, no
presente estudo, comparativamente ao teste de Habel, sendo testadas pelos dois métodos, 70
partidas de vacinas inativadas comerciais, de uso animal, de origens e procedéncia diferentes,
recebidas para os testes de controle oficial.

Nesta comparagio, o teste de Habel, quando aplicado as 70 partidas de vacinas,
apresentou diferentes niveis de indices frente a esse teste, mostrando uma distribuicdo de
freqiiéncia normal de resultados (Fig. 9), com indices bem distribuidos em torno da média e
com apresentacdo de simetria, estando a média (5,32) e a mediana (5,42) muito proximas entre
si, indicando que os dados tendem a uma distribuigio normal (Apéndice D, p. 129). Tal
comportamento foi demonstrado pela aplicacio do teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov (D= 0,073; p>0,05) e confirmado pelo Qui-quadrado (xz=3,679; 7=0,451), usado
como auxiliar a esse teste.

Apesar de um menor nimero de partidas de vacinas ter sido testado, observou-se um
padrdo de resultados muito semelhante ao observado anteriormente, quando foram testadas
210 outras partidas de vacinas por esse método (Fig. 2). A curva mostrou o mesmo padréio nos
dois comjuntos de dados (Fig. 2 e Fig. 9). A estatistica descritiva, do teste de Habel,
apresentando no primeiro conjunto de dados, valores de média (5,09), mediana (5,16) e
coeficiente de variagio (21,25%) e no segundo, média (5,32), mediana (5.42) e coeficiente de
variagdo (20,83%) muito proximos (Apéndice B, p. 128 e Apéndice D, p. 129,
respectivamente), bem como, a grande proximidade nos percentuais de aprovacdo (82,38% no
primeiro e 87,14% no segundo} sdo compativeis com a aplica¢do do referido teste.

A introdugdo de técnicas “in vitro” no controle de qualidade das vacinas anti-rabicas

representa um importante avanco que poderd reduzir a necessidade de testes em animais,
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desde que os referidos testes sejam validados adequadamente, atendendo as exigéncias da
OMS (BARTH, 1996). Os resultados da aplicabilidade do ELISA, obtidos por vérios autores,
mostraram boa correlacdo com o titulo neutralizante e a existéncia de linearidade entre a
diluigdo dos anticorpos e os valores de absorbancia encontrados. Desta forma, foi possivel
observar que, através da técnica imunoenzimética, os anticorpos poderiam ser detectados sete
dias apds a vacina¢do, enquanto na SN os titulos permaneceram baixos (ATANASIU er al.,
1978; NICHOLSON & PRESTAGE, 1982; KAVAKLOVA ef of, 1984; CLIQUET er al.,
2000).

A aplicagdo do ELISA indireto aos referidos soros de camundongos vacinados com
cada uma das 70 diferentes partidas de vacinas anti-rabicas inativadas, quando testados nas
diluigdes (1/100, 1/200, 1/400 e 1/800), permitiu detectar os anticorpos presentes nessas
amostras. Os valores de absorbéncia mostraram que hd proporcionalidade na distribuicio de
freqliéncia, em todas as diluigbes testadas por esse método (Fig. 10). Observa-se que,
favoravelmente ao método, nas diluigdes 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800 as médias (0,774; 0,496;
0,330 e 0,212, respectivamente) e as medianas (0,697; 0,443; 0,307 e 0,195, respectivamente)
estdo muito proximas entre si (Apéndice E, p. 129). Quando considerados os soros de
camundongos imunizados com vacinas aprovadas pelo teste de Habel (Apéndice F, p. 130) os
indices obtidos nesse teste ndo estdo correlacionados com os valores de A (p=0,45), indicando
que esses resultados sdo aleatorios em funcdo dos indices do teste de Habel. Através do teste
de Kolmogorov-Smirnov esses dados nfo apresentam uma distribui¢do normal de freqiiéncia
para todas as diluicSes (p<0,03), porém pelo teorema do limite central, sendo o nimero de
observagdes grande (acima de 30), os dados tendem para uma distribuicio normal. Entretanto
quando considerados 0s soros de camundongos imunizados com vacinas reprovadas pelo teste
de Habel (Apéndice F, p. 130), os valores de A, para todas as diluigdes (1/100, 1/200, 1/400 e
1/800), seguem uma distribuicdo normal (teste de Kolmogorov-Smirnov), com o valor de p
(variando de 0,08 2 >0,015).

Os testes sorologicos nfio medem um espectro de anticorpos absolutamente idénticos,
sendo de notavel valor a habilidade que o ELISA mostra de detectar anticorpos da classe IgG
(NICHOLSON & PRESTAGE, 1982; PIZA, 1997). Em experimentos de imunizacio por
transferéncia passiva, somente os da classe IgG protegeram camundongos contra o desafio

viral posterior (TURNER, 1985). Neste caso, pode-se supor que os resultados obtidos no
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ELISA tenham grande correlacdo com a protecio, apesar de o ELISA medir, além de
anticorpos neutralizantes anti-glicoproteina, anticorpos contra outras proteinas do virus rabico,
dentre as quais a ribonucleoproteina (PIZA, 1997; ZANETTI e al., 1998), podendo-se admitir
que a aplicacdo do ELISA poderia fornecer uma importante indicagio da poténcia “in vivo”
das vacinas (ROOIJAKKERS ef al., 1996a e 1996b).

Considerando que o controle de poténcia das vacinas anti-rdbicas ¢ rotineiramente
realizado pelos testes de Habel e NIH, ambos com vacinagdo intraperitoneal (i.p.) e desafio
intracerebral (i.c.), cujos mecanismos de induciio de imunidade a raiva nio sdo, ainda,
totalmente esclarecidos, admite-se que essa relagio forneca uma estimulacdo de anticorpos
neutralizantes, que passe a se constituir na mais importante fonte de protecdo dos
camundongos (WUNDERLI et al,, 1991). BARTH et al. (1988), no entanto, admitem que 08
anticorpos virus neutralizantes nfo estdo envolvidos primariamente na resisténcia induzida
contra o desafio i.c., sendo que dados da literatura mostram a participagéio de varios outros
mecanismos imunol6gicos em processos de infecgdio e/ou de imunizacio pelo virus rabico “in
vivo” (JOFFRET er al, 1991; TORDO, 1996). Considera-se entdo que, no NIH ¢
provavelmente no teste de Habel, que empregam imunizacio pela via ip. e desafio ic.,
conforme discutido anteriormente, mede-se mais estritamente a imunidade humoral que a
celular (BARTH et al., 1988), possibilitando o uso de técnicas como o ELISA indireto na
avaliag@o da qualidade das vacinas anti-rabicas.

Para o conhecimento do valor do ponto de corte, no ELISA indireto aplicado nesses
ensaios, foram considerados os resultados das vacinas aprovadas e reprovadas por Habel, em
fungfio dos valores de A obtidos nesse teste, de modo que limitasse os resultados falsos
negativos, com confirmagdio pela ANOVA e pelo teste de médias (Apéndice G, p. 131).
Favoravelmente a interpretagdo dos achados de aplicacdo do meétodo, os limites minimos de
absorbéncia que correspondem aos pontos de corte > 0,512 (1/100); > 0,341 (1/200); = 0,225
(1/400) e > 0,111 (1/800 (Tab. 2), estdo todos incluidos no intervalo de confianca M+3DP
(Apéndice H, p. 131).

Além disso, os pardmetros de validacio do ELISA indireto, com valores de
sensibilidade (S) (acima de 91%, em todas as diluigdes), especificidade (E) (100%, em todas
as diluigbes), valores preditivos de resultados positivos (VPRP) (100%, em todas as diluicoes)

e negativos (VPRN) (78% nas diluigdes 1/400 e 1/800) sio favordveis a aplicacdo do ELISA
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indireto, nas duas Ultimas diluigdes (1/400 e/ou 1/800), considerando as condicdes
preconizadas, no presente estudo. Vale salientar que esses pardmetros apresentaram-se
relativamente equilibrados nessas diluicSes (Tab. 3), com discrepancias apenas no VPRN
(=33%, na dilui¢do 1/100 e 44%, na diluicdo 1/200) - relativamente as outras diluicoes.

Admite-se, comumente, que o valor de um teste de controle de qualidade de vacinas,
isto €, a sua cortfiabilidade para distinguir entre um individuo protegido e outro nfio protegido,
¢ baseado nas caracteristicas de S e E, considerando que estas caracteristicas sio qualidades
fixas e proprias para cada teste (TOMAN, 1981). No presente estudo, os valores de S (acima
de 91%), E (100%) e VPRP (100%) foram elevados, em todas as dilvi¢bes testadas (Tab. 3),
compativelmente com os dados encontrados na literatura. Tal comportamento pode ser,
provavelmente, atribuido ao forte esquema de imunizaciio empregado (semethante ao utilizado
no teste de Habel).

Curiosamente, ZANETTI er al. (1998), ao testarem vacinas de uso veterinario, cuja
liberacdo oficial se da, ainda, pelo teste de Habel, através da inclusfio da amostra DR 19 ou 26
V, além do CVS, no desafio experimental, demonstraram indices acima da exigéncia minima
oficial brasileira, admitindo a ocorréncia de largo espectro de protegdio induzida por esse teste.
Também € possivel que os diferentes adjuvantes presentes nas vacinas testadas, que tém efeito
imunoestimulante, tenham exercido algum tipo de influéncia sobre as reagSes especificas, bem
como sobre as inespecificas, apesar de BARTH e al. (1988) admitir que a imunizagdo pela via
intraperitoneal apresenta menor efetividade que pela via intramuscular e ndo reflete a
verdadeira capacidade imunogénica das vacinas com adjuvante.

Na aplicacdo do ensaio imunoenzimatico ELISA, varios autores encontraram aka
sensibilidade (ATANASIU et al., 1978; NICHOLSON & PRESTAGE, 1982; KAVAKLOVA
et al., 1984; PERRIN et al., 1986; MEBATSION e¢f al., 1989; ELMGREN & WANDELER,
1996, PERRIN ef al, 1996; PIZA er al, 1999; CLIQUET et al, 2000). O ELISA,
desenvolvido por KAVAKI.OVA et al. (1984) provou ainda, ser especifico, apresentar uma
excelente correlagio com a soromeutralizacdo e ser mais rapido, necessitando apenas de
poucas horas para obtengio do resultado, quando comparado com outros métodos.

Com relagdo a especificidade, os valores de 100% encontrados, em todas as diluicdes,
no presente estudo (Tab. 3), mostram-se compativeis com os trabathos de varios autores
(NICHOLSON & PRESTAGE, 1982; KAVAKLOVA er al, 1984; PERRIN et al, 1986;
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MEBATSION ef al., 1989; PIZA et al., 1999; CLIQUET et al., 2000), porém diferem de
resultados obtidos por ELMGREN & WANDELER (1996) que, ao desenvolverem o ELISA
competitivo (C-ELISA), observaram que algumas vezes a especificidade poderia ser limitada.

Esses autores (ELMGREN & WANDELER, 1996) admitiram que o alto grau de
especificidade pode ser obtido pelo uso de um antigeno purificado. Quanto as vantagens do
uso de glicoproteina purificada sobre o virus completo para a titulagio de anticorpos anti-
rabicos foi demonstrado que a vacina de cultivo celular induziu significativamente maior
sintese de anticorpos neutralizantes antiglicoproteina e a vacina preparada em tecido neural,
que € conhecida por conter baixas quantidades de glicoproteinas (ZANETTI et al., 1998),
promoveu uma resposta imune diretamente contra a ribonucleoproteina, com alta sintese de
anticorpos antinucleocapsideo, anticorpos nfo neutralizantes e significativa sintese de
anticorpos antiglicoproteina (PERRIN er al., 1986).

A medida da resposta imune humoral através do ELISA indireto, nesses ensaios,
utilizando como antigeno - vacina inativada comercial, de uso humano -, que contém
particulas virais completas (PIZA, 1997), aliado ao forte esquema de imunizacio empregado
frente as diferentes vacinas utilizadas, permitiu, provavelmente, obter os altos valores de
sensibilidade e de especificidade (Tab. 3). Apesar, daqueles autores terem recomendado o uso
de glicoproteinas purificadas, no ELISA indireto, para uma apreciagio correta da poténcia
imunizante de uma vacina anti-rdbica e a eliminagio da influéncia provocada pelo uso de
particulas virais completas, especialmente em se tratando de vacina produzida em tecido
cerebral (PERRIN ez al., 1986; 1990) ATANASIU et al. (1978) ndo observaram discordéncia
entre os titulos obtidos pelo uso de particulas virais completas e contra a glicoproteina
purificada.

Varios outros autores relataram boa correlacio entre resultados de soroneutralizacio e
ELISA onde foram utilizados virus completo (NICHOLSON & PRESTAGE, 1982; PERRIN
et al., 1986), também MEBATSION ez al. (1989), executando o ELISA nessas condicdes e
comparando com a soroneutralizaciio em cultura de células, obtiveram além de alta correlagio,
concordancia total, particularmente com soros de gatos e humanos. Porém, a utilizacao de
particulas virais completas leva & possibilidade de detecgio de anticorpos nio neutralizantes,
acarretando maior discrepancia entre os testes sorologicos (PIZA, 1997) e parece ter ainda a

desvantagem de o antigeno poder ser infeccioso (ELMGREN & WANDELER, 1996).
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PIZA (1997) ao tentar substituir por virus purificado, a vacina humana produzida em
cultivo celular para sensibilizagio das placas, o mesmo antigeno utilizado nos ensaios aqui
realizados, encontrou resultados idénticos, optando entdo em padronizar o0 ELISA com essas
vacinas, considerando a maior praticidade na obten¢do do antigeno, a disponibilidade
comnercial, a ndo apresentacdo de risco para o operador, e 0 ndo requerimento de instalagdes de
seguranca para os laboratorios. Esse antigeno (vacina inativada comercial, de uso humano),
conforme informagdes do fabricante, ¢ submetido a ultrafiltracio e inativacio, contém
provavelmente particulas virais completas, ndo contém virus vivo, oferecendo as vantagens de
nfo demandar a necessidade de execugfo de procedimentos de purificacio laboriosos em
estruturas laboratoriais complexas. Além disso, propicia o processamento de um grande
namero de amostras, simultaneamente, em um curto periodo de tempo, com pequena
experiéneia técnica. Estes fatores, aliados ao alto grau de reprodutibilidade, sugerem que o
ELISA indireto poderd se tornar uma técmica extremamente util para o sorodiagnéstico da
raiva e para a medida da resposta imune humoral & vacinagio anti-rabica (NICHOLSON &
PRESTAGE, 1982), oferecendo uma alternativa para a técnica usualmente utilizada na
deteccdo de anticorpos anti-rabicos (ATANASIU et al., 1978).

O uso de anticorpos monoclonais neutralizantes (AcMN), que apresentam alta
especificidade natural, também vem sendo indicado para superar muitas das desvantagens do
ELISA indireto. O sistema ELISA ligante competitivo, desenvolvido para detectar anticorpos
contra o virus da raiva, € baseado na competi¢do dos reagentes por uma quantidade limitada de
antigeno ou por locais de ligagdo nos anticorpos e o uso de AcMN conjugados a enzima
promove uma condi¢do ideal para a sorologia de raiva, fazendo com que sejam detectados
somente os anticorpos neutralizantes (AcN) presentes no soro, com a vantagem de ndo
necessitar de antigeno altamente purificado (ELMGREN & WANDELER, 1996).

Deve-se considerar que a sensibilidade e a especificidade nfo sdo os tmicos pardmetros
determinantes da precisdo de um teste. A precisio de um teste com sensibilidade e
especificidade estaveis pode variar segundo o contato prévio ou ndo com um determinado
antigeno (vacinac@o). Dai a importéncia do esquema de imunizagio empregado nesses ensaios
e a provavel influéncia dos diferentes adjuvantes presentes nas vacinas testadas, confome
mencionado anteriormente. Assim, o valor preditivo de positividade (VPRP) de um teste pode

ser definido como a probabilidade de identificar os individuos protegidos em um grupo de
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individuos considerados positivos e o valor preditivo de negatividade (VPRN) de um teste
pode ser definido como a probabilidade de identificar os individuos ndo protegidos em um
grupo de individuos considerados negativos (TOMAN, 1981). O ELISA indireto utilizado
nesse trabalho apresentou resultado satisfatério quanto a esse aspecto, considerando o VPRP
de 100% em todas as diluicSes e o VPRN de 78% nas diluigdes 1/400 e 1/800 (Tab. 3), sendo
entdo, indicado o uso apenas dessas duas Gltimas dilui¢Ses.

Visando, entfio, utilizar apenas uma diluigio de soro em trabalhos subseqiientes, foi
determinada a diluicdo mais adequada de uso dos soros para o ELISA indireto, através de
avaliacdo estatistica e pelo calculo da raziio entre as médias dos valores de absorbancia (A)
obtidos nas diferentes dilui¢Ges do soro controle positivo (SCP) e de uma mistura de soros de
camundongos ndo vacinados (SCNV).

Quando comparados os valores de A obtidos para o0 SCP com os obtidos para 0 SCNV
verifica-se médias sempre maiores e maior variabilidade nos resultados obtidos para o
primeiro soro, independente da diluicdo testada. Admite-se que esta variabilidade pode ser
justificada pelo maior intervalo entre os valores maximos e minimos observados nos valores
de A obtidos para o SCP (Apéndice I, p. 132).

Considerando que as curvas formadas por cada um desses soros (Fig. 13) ndo
apresentam perfis paralelos (p<0,05) e que todos os parametros estudados na comparagdo dos
resultados obtidos entre os mesmos sfo significativamente diferentes embora, que pelo teste
de Student-Newmann-Keuls ressalte-se que as médias das A nas diluicdes 1/400 e 1/800 nfio
apresentam diferenca significativa entre si (0,02072 e 0,01518, respectivamente) (Apéndice 1,
p. 132), sugerindo o uso individual de uma das dilui¢Ses (1/400 ou 1/800), no ELISA indireto,
nas condi¢des preconizadas no presente estudo.

No entanto, a maior razio enconirada entre as médias dos valores de A obtidos nas
diferentes diluigSes do soro controle positivo (SCP) e de uma mistura de soros de
camundongos nio vacinados (SCNV) foi 6,65 (1/400) (Fig. 13), indicando que seja essa a
diluicdo mais adequada para uso no ELISA indireto, compativelmente com os resultados
observados por PIZA er al. (1999), porém com pequena divergéneia em relacdo a outros
autores, que utilizaram a diluigdo 1/200 (ATANASIU et al., 1978), fato este que pode ter sido

influenciado pelo esquema de imunizagdo empregado para a produgéio do SCP.
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Deve-se considerar, entdo, que os resultados obtidos na aplicagio do ELISA indireto,
nas condi¢cdes preconizadas no presente estudo, sugerem que a aplicabilidade do método ao
controle de qualidade de vacinas anti-rabicas € promissora, devendo ser executado na diluicgo
1/400 (valor discriminante 0,225 A), que foi a diluigio que apresentou maior razio entre os
valores de A entre o SCP e 0 SCNV e esté entre as que apresentaram maiores percentuais e
equilibrio entre os pardmetros de validagio (S=97, E=100, VPRP=100 ¢ VPRN=73).

Vale ressaltar que o ELISA indireto, segundo os pontos de corte 0,512, 0,341, 0,225 ¢
0,111, aprovou 96% (1/100); 93% (1/200); 90% (1/400) e 90% (1/800) (Tab. 2), estando esses
percentuais muito superiores aos obtidos no teste de Habel (87,14%). Tal comportamento deve
merecer maior estudo dado o aumento da freqiiéncia e a importincia da aplicagiio desse
método na avalia¢io da qualidade das vacinas anti-rabicas.

Embora tenha sido possivel, com a amostragem utilizada (70 partidas de vacinas), a
aplicagdo dos testes estatisticos de maneira confidvel, considerando a observagio pela
ANOVA (Apéndice F, p. 130) de que ha diferenca estatisticamente significativa entre o bloco
de aprovados ¢ reprovados por Habel (Fig. 11) € importante considerar ainda, que o ELISA
ndo ¢ um metodo completamente reconhecido pela OMS, apesar de estar sendo aplicado por
muitos pesquisadores, conforme referido anteriormente. Portanto é recomendavel a realizacio
de estudos colaborativos, testes de validaciio complementares e outros para esclarecer varios
aspectos levantados aqui e para garantir a total seguranca na sua aplicabilidade, ja que se deve
considerar 0 ELISA indireto como um teste alternativo.

Além disso, a introdugio do ELISA indireto, como prova de apoio e visando a
substituicdo futura, pelo menos em parte, dos testes de poténcia “in vivo”, seria de grande
valia, pois acarretaria imediata reducfo do tempo de expedicfio de resultados (em pelo menos
10 dias), diminuicdo significativa do namero de animais utilizados e do uso de virus vivo,
permitiria a realizacdo de testes com soros da espécie alvo de vacinagfo, além de trazer novas
perspectivas de aplicagdo de testes “in vitro” indireta ou diretamente sobre o produto final,
visando a methoria do controle de qualidade das vacinas anti-rabicas no nosso pais.

A inclusfo de uma vacina de referéncia nacional, padronizada frente a uma de
referéncia internacional -~ “Intermational Standard for Rabies Vaccine”, em paralelo com as
vacinas a serem testadas, ¢ essencial para cada série de testes, na execugdo do NIH (HABEL,

1976; BARTH et al., 1988; WUNDERLI et al., 1991; WILBUR & AUBERT, 1996).
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No Brasil, a poténcia das vacinas anti-rbicas, de uso animal, € ainda testada através do
teste de Habel, em virtude de dificuldades que t8m sido encontradas para a implantacdo do
NIH, principalmente relacionadas & inexisténcia de uma vacina de referéncia nacional que
atenda aos requisitos desse teste, conforme referido anteriormente,

ApOs o desenvolvimento de vacinas em cultura de células dipléides humanas (HDCV)
o Comité de PadrSes Biologicos da OMS adotou, em seu terceiro informe, uma vacina
preparada nestas células com atividade de 10 Ul/ampola (DIAZ er of., 1990). A introdugdo de
vacina homoéloga, como referéncia, poderia ndo somente proteger animais de laboratdrio nos
testes de poténcia, mas também permitir o estudo da resposta imunogénica no homem
(BARTH et al., 1988). Esse Comité preconiza que a composicdo ideal do componente
biologicamente ativo de um material de referéncia deveria assemelhar-se o mais intimamente
possivel aquele das amostras as quais vai ser enfrentado ou testado (ESPESETH, 1996).

E sabido que em 14 paises da América Latina e no Caribe sdo produzidos mais de
cinco milhdes de doses de vacinas anti-rabicas em cérebro de camundongos lactentes, para uso
humano e mais de 20 milhdes para uso veterindrio. Os Laboratérios governamentais
controladores de 12 paises, dos 14 dessas regides, inclusive o Brasil, usam a vacina de
referéncia de raiva produzida pelo INPPAZ (VRI) para o ensaio de poténcia NTH (DIAZ et al.,
1990). Para atender a essa demanda, o INPPAZ, que inicialmente produzia apenas vacina de
referéncia em cérebros de coelhos, passou a produzir a vacina de referéncia regional, em
culturas de células BHK-21, C 13 (ARGENTINA, 19952). Com base nessas informacdes e
visando atender & necessidade do controle de vacinas anti-rabicas do nosso pais, no presente
estudo, foi produzida experimentalmente a vacina de referéncia nacional (VRN).

As clulas da linhagem BHK-21, C 13, que sio amplamente empregadas na produgio
de vacinas anti-rabicas de uso animal (LARGHI et al., 1976; LARGHI & NEBEL, 1980;
CORTES et al., 1993; ARGENTINA, 1995b; RECULARD, 1996; KOTAIT et al., 1998),
foram escolhidas para a produgdo experimental da vacina de referéncia nacional.

Para a utilizagdo dos cultivos celulares na producéio de vacinas anti-rabicas devera ser
definido previamente, através de procedimentos operacionais — padrdo, o estoque de células
mde (ECM), a mais baixa e a mais alta passagem a ser utilizada nas mnoculagbes do virus
(ESPESETH, 1996; EUROPEAN PHARMACOPEIA, 1999). Esses parametros, que ja se
encontravam definidos pela Central de Produciio de Células do LARA/Campinas para
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trabalhos com o virus de febre aftosa (BARAHONA ef al., 1985), foram adotados de forma
semelhante. Os resultados obtidos com o cultivo das células BHK-21, C 13, que se
apresentaram qualitativamente e quantitativamente adequadas para uso, foram compativeis
com as observagdes de varios autores (LARGHI et al., 1976; LARGHI & NEBEL, 1980;
CORTES et al., 1993; ARGENTINA, 1995b).

No caso da vacina de referéncia produzida em cultivos celulares de que trata o presente
estudo, a amostra mais indicada ¢ o virus rébico fixo de producdo, original Pasteur - PV
(RECULARD, 1999). Os virus empregados nas vacinas inativadas, diferentemente das vacinas
atenuadas, geralmente devem proporcionar um material com alta viruléncia, visto que a
quantidade de antigeno existente representa a totalidade do estimulo antigénico e niio se conta
com a multiplicagdo viral posterior, como nas vacinas vivas. O requerimento de viruléncia ndo
so depende da amostra usada para produzir o virus, mas também do substrato biolégico
utilizado para a obtengdo da mesma; por isso, na elaboragio de vacinas inativadas, deve-se
controlar, de forma muito mais rigorosa, os requisitos dos quais depende a antigenicidade
(FUENZALIDA & PALACIOS, 1935). Exigem, porém, tecnologia mais avangada para a sua
produgdo, e apresentam a vantagem de induzir imunidade semelhante a induzida pelas vacinas
atenuadas (BLANCOU, 1986).

A amostra Pasteur (PV) mostrou boa condi¢o de adaptacdo ao cultivo celular (BHK-
21, C 13), com rendimento antigénico satisfatério e qualidade adequada para uso como
antigeno na produgdo experimental da vacina de referéncia nacional, que também apresentou
comportamento compativel com as observagdes de varios pesquisadores (LARGHI er al.,
1976; LARGHI & NEBEL, 1980; CORTES er al., 1993; ARGENTINA, 1995b),

O acompanhamento das passagens virais (2°, 3* ¢ 4* passagens) no processo de
producdo experimental da vacina de referéncia nacional foi feito pela quantificagio do
conteudo de glicoproteina total (cGT), através do ELISA de imunocaptura (Tab. 4). Houve
uma evolugdo crescente dos valores do ¢GT, compativel com a seqiiéncia de passagens
realizadas. A aplicagdo desse método no acompanhamento do processo de producio e na
selegdo das amostras a serem incluidas nos lotes do produto final tem sido de grande
importancia para os profissionais envolvidos com a produgfio e/ou o controle de vacinas anti-
rabicas inativadas (ESPESETH, 1996; PERRIN et al., 1996; EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 1999; PIZA ef al., 2002). Através da analise estatistica comparativa dos
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resultados da quantificacdo do c¢GT dessas preparagdes (22, 3% e 4% passagens), verificou-se,
pela aplicagdo do GLM, que ha diferenca entre as médias dos resultados das trés passagens
virais, confirmada pela ANOVA. Quando submetidos & avaliagio pelo teste de Tukey,
constatou-se que existe diferenca entre o grupo das 2* e 3* passagens, que ndo apresentaram
diferengas entre si, e 0 grupo das 4* passagens, sugerindo que na 4* passagem o virus ja estava
adaptado ao cultivo celular utilizado.

Com base na orientacdo de que deverd ser preparada uma semente viral mae (SVM),
que constituir a fonte de semente viral para a inoculagio de todos os cultivos de producio, ou
seja, todas as suspensdes virais deverdio ser preparadas a partir de subcultivos dessa SVM
(ARGENTINA, 1995a; ESPESETH, 1996; EUROPEAN PHARMACOPEIA, 1999), aliado
aos resultados obtidos pelas amostras de 4* passagem, a partir da qual o virus foi considerado
adaptado a linhagem celular, procedeu-se 4 mistura das duas amostras, que foi congelada a —
70°C para constituir a SVM, considerando que com um ntmero limitado de passagens, pode-
se conseguir maior uniformidade e consisténcia na produgio (ESPESETH, 1996; EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 1999).

A forma de preparacio da suspensdo mie atende ao requisito de que: uma SVM pode
ser constituida de uma Unica partida de suspensdo viral ou de lote uniforme de semente
formado por um lote ou por varios, que tenham sido misturados e colocados em um recipiente
para constituir um lote Unico, que devera ser conservado a temperaturas entre —40°C ¢ —70°C
ou hofilizado, ou ainda ser acondicionado em condi¢bes outras que mantenham a sua
viabilidade. Atende também ao critério indicado por ESPESETH (1996) e & orientagdo contida
na Farmacopéia Européia, que preconizam que a produgdo final ndo poderia ser mais que
cinco passagens a partir da semente viral mie (FUENZALIDA & PALACIOS, 1955;
ARGENTINA, 1995a; EUROPEAN PHARMACOPEIA, 1999).

A partir da SVM, foram entio preparadas as suspensdes virais, que correspondem & 52
passagem nas células BHK. Essas suspensdes virais (5° BHK) apresentaram titulos mais
elevados na titulagdo em camundongos lactentes, com 4 a 6 dias de idade (CL), quando
comparados aos observados na titulagio em camundongos adultos jovens, pesando de 11 a 14
gramas de peso vivo (CAJ).

Através da analise estatistica comparativa dos resultados obtidos nessas titulacdes, pela

aplicagdo do GLM, demonstrou-se que existe diferenca entre o uso desses animais (F=21,66;
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p<0,0001; R2=0,764686). Os resultados observados através da ANOVA sugerem uma maior
sensibilidade dos CL ao virus rabico. O comportamento observado nessas titulagBes em
camundongos, pelos materiais provenientes das diferentes colheitas de suspenses virais (1% e
2%), também avaliadas através da ANOVA, mostra que ha diferenca entre as médias dessas
colheitas (F=6,87; p=0,0164), visto que a 2* colheita apresentou titulos sempre maiores (Tab.
5), sugetindo que o maior rendimento viral e, provavelmente, o material de melhor qualidade,
foi proveniente desta colheita.

A diferenca entre os resultados observados nas titulacdes frente as distintas idades e
colheitas justifica a aplicagdo do teste de Tukey, mostrando que as médias dos titulos frente
aos CL (a) foram diferentes das observadas frente aos CAJ (b) e nas colheitas, 12 (a) e 2 (b),
que também apresentaram valores diferentes entre si. Entretanto, ao se analisar conjuntamente
essas variaveis, verifica-se que nfo existe diferenca entre a interagio, possibilitando, entdo, a
mistura dos materiais provenientes dessas colheitas.

Considerando-se que a glicoproteina do virus rébico é o principal antigeno responsavel
pela indugfo de anticorpos neutralizantes e pela protecfio contra o desafio intracerebral (i.c.),
tem havido muitas sugestdes para que a antigenicidade da vacina anti-rabica possa ser avaliada
pela quantificacdo do conteido dessa glicoproteina (PERRIN ef al, 1990; ELMGREN &
WANDELER, 1996). Sabe-se que, atualmente, os testes “in vitro” sio predominantemente
testes para determinacdo do conteudo antigénico dessas vacinas; dentre eles encontram-se,
principalmente, os varios modelos de ensaio imunoenzimatico — ELISA (PERRIN ef al., 1990;
1996; ROOIJAKKERS er al., 1996a ¢ 1996b; SIZARET, 1996; THARENHART, 1996).

O ELISA de imunocaptura (IC) e o ELISA de cobertura da placa direto com o antigeno
a ser testado (EC), usando anticorpos neutralizantes policlonais (AcP) e monoclonais (AcM),
dentre outros ensaios de glicoproteinas, foram estudados por PERRIN ez al. (1990, 1996). Na
opinido desses autores, 0 método de imunocaptura, baseado no uso do anticorpo monoclonal
anti-glicoproteina, parece ser um instrumento conveniente para utilizacdo nos testes de
acompanhamento das distintas etapas do processo de producdo. Foi com base nos trabalhos
desses autores que o método de quantificacdo de glicoproteinas foi empregado, neste estudo,
visando quantificar o contetido de glicoproteinas totais (cGT) nas suspensBes virais a serem

utilizadas na fase intermedidria do processo, até a adaptago da amostra viral, e na composicdo
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final da vacina de referéncia nacional experimental, comparativamente & semente padrio de
producdo do virus da raiva (PSRV).

A medida do cGT através desse método e quando associada a razio entre 0 AcP/AcM
tem dado informagdes adicionais no acompanhamento e monitoramento do processo de
produgdo de vacinas, sendo de grande aplicabilidade (PERRIN e al., 1990; 1996).

Os testes de quantificagio de antigeno (testes “in vitro™) sdo mais répidos e mais
econdmicos que os testes envolvendo animais e tém sido utilizados com sucesso para ¢
controle do processo de producdo, principalmente quando aliados & aplicacio e ao
monitoramento regular através dos principios das Boas Praticas de Fabricagdo (BPF “GMP™)
para garantir consisténcia no preparo do antigeno, uma vez que estes testes medem o contetdo
antigénico. S&0 pouco utilizados, visto que ndo tem sido alcangado consenso em testes
disponiveis baseados na determina¢do do contetido antigénico, especialmente no produto final
(PERRIN er al., 1990; SIZARET, 1996), mas podem ser de grande valia para o controle de
produgdo das vacinas anti-ribicas.

A introdugdo dessa técnica no acompanhamento do controle de qualidade das
suspensdes virais a serem introduzidas nas vacinas representa um importante avanco. Em
adi¢do, 0 uso de uma técnica “in vitro”, no controle do processo de producfio e na estimacio
da poténcia das vacinas anti-rabicas, podera reduzir a necessidade de testes em animais, desde
que o teste seja validado adequadamente, atendendo as exigéncias da OMS (BARTH, 1996).

Os resultados obtidos aqui para as mesmas suspensdes virais (52 BHK) provenientes da
SVM, pela quantificagdo do ¢GT (Tab. 6), quando avaliados através da analise estatistica dos
valores de A observados por diluico, para as diferentes colheitas, através do GLM (F=202,84;
p=0.0006; R2=0,996316) mostraram que existe diferenca entre as médias obtidas na 1% e na 22
colheitas. Esses resultados, quando avaliados pela ANOVA evidenciaram diferenga entre o
¢GT, nas suspensGes virais, em 1° e 2* colheitas (F=83,95; p=0,0027), nas dilui¢des (1/10;
1/20; 1/40 e 1/80) (F=242,47; p<0,0004) e tanto nas colheitas como nas diluicdes, quando
analisadas conjuntamente. Considerando entdo, a diferenca entre as colheitas e entre as
diluiBes, a aplicacdo do teste de Tukey mostra a existéncia de diferenca entre todas as
diluigdes empregadas (1/10 (a), 1/20 (b), 1/40 (c) e 1/80 (d), reforcando a idéia de que o
material proveniente da 2* colheita pode ter diferente qualidade, quando comparado ao

material originario da 1% colheita.
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Apesar do fato de que o ELISA de imunocaptura (IC) executado nesses ensaios ter
utilizado anticorpos policlonais (AcP), com resultados satisfatorios, vale lembrar gue PERRIN
et al (1990) avaliaram a importincia do uso de anticorpos monoclonais (AcM)
comparativamente aos AcP. Esses autores, testando a poténcia de sobrenandantes de células
infectadas (ap0s inativagdo) “in vivo™ e “in vitro™ encontraram a melhor correlagio com 0s
titulos do NIH, quando aplicaram o ELISA IC com AcM. Entretanto, quando utilizaram
particulas purificadas observaram uma alta correlagio (93%) também, com os AcP, tendo
sugerido a possibilidade de determinacdo da poténcia “in vitro” utilizando particulas virais
purificadas com AcP € o uso do AcMN, especialmente, em testes de sobrenadantes de células
infectadas. Com base nesses resultados. pode-se concluir que o ELISA de imunocaptura,
mesmo quando executado com AcP, no apenas, pelas vantagens que oferece de rapidez no
fornecimento de resultados, comparativamente as titulagces em camundongo, é de grande
utilidade para o acompanhamento da qualidade dos antigenos a serem incluidos nas vacinas
anti-rabicas, constittindo uwm excelente instrumento de avaliagio da qualidade desses
antigenos.

Os resultados obtidos pela quantificagio do c¢GT das suspensdes virais, em 52
passagem, pelo ELISA de imunocaptura, mostram grande variabilidade (Tab. 5), sendo, entdo,
selecionadas para compor o antigeno, considerando a 1% e a 2* colheita, apenas suspensdes,
numa faixa delimitada de resultado nas titulacGes, em camundongos lactentes e camundongos
adultos jovens (acima de 10°° DL 50) e na quantificagdo do ¢GT (no intervalo de 1,5 pg/mL a
3,0 pg/ml), para ndo acarretar prejuizo a qualidade da suspensdo viral a ser utilizada na
produgdo experimental da vacina de referéncia nacional. Apds a mistura, independente da
colheita, a amostra foi novamente submetida a titulagdes em camundongos e a quantificacio
do ¢GT, pelo ELISA de imunocaptura, conforme referido anteriormente, para avaliacio final,
sendo entdo submetida ao processo de ultrafiltracio.

O uso do sistema de ultrafiltracdo clarificante seletiva em membrana com capacidade
nominativa limitante de PM 50.000 nm, constituiu-se em um passo importante no processo de
concentragdo e selecdo do tamanho relativo das particulas virais presentes nas suspensdes
virais (ARGENTINA, 1995b). A producfo de vacinas anti-rabicas em cultura de células ja tem
resultado em vacinas altamente purificadas, com grande melhoria na poténecia e seguranca,

possibilitando a obtencdo de ricas preparagdes em escala industrial. O produto final é
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totalmente livre de substéncias teciduais, contendo um nimero menor de proteinas estranhas, o
que favorece o possivel uso de adjuvantes (no caso de vacinas de uso veterindrio) e suprime o
risco de reagdes devido & presenca de material estranho, sendo, portanto mais Sseguro
(NICHOLSON, 1996; DREESEN, 1997). Em relacio ao rendimento e 2 selecdo das
suspensfes virais obtidas nesse trabalho, quando se utilizou o sistema de ultrafiltracdo
seqiiencial, em membranas de 25.000 nm, foram satisfatorios, favorecendo, provavelmente,
além da concentragdo do contendo viral, a eliminagio de componentes mdesejaveis, com
menor peso molecular e de particulas virais defectivas, eventualmente presentes, methorando
0 grau de pureza da preparagio antigénica. O virus, quando filtrado seletivamente através de
membranas torna a inativagiio mais ficil devido & eliminacic de agregados, facilitando a
associagdo com outras vacinas preparadas com bactérias ou com outros virus, conforme
relatado por SOULEBOT (1982), como ¢ o caso da associacio com vacinas contra a febre
aftosa, que vem sendo proposta pela industria e foi abandonada por dificuldades na aplicagdo
dos testes de controle de qualidade empregados atualmente, no nosso pais.

Além disso, a presenga de um antigeno purificado e imunogénico é capaz de possuir
epitopes que poderdo interagir com os macrofagos e linfocitos T auxiliares (CD4+), induzindo
a produgdo de interleucina 1 (IL-1) capaz de estimular os linfocitos B a se transformarem em
plasmocitos, produzindo altos niveis de IgG. Por isso é importante o preparo adequado da
vacina preservando-se os antigenos para estimulagdo antigénica repetida, pois a producio
prolongada de IgM ndo € vantajosa, por apresentar atividade restrita & circulagdo. Vacinas
anti-rabicas produzidas em culturas celulares nfio prolongam a sintese de IgM. A persisténcia
de anticorpos detectaveis depende da qualidade e da quantidade de antigeno administrada.
Com relacio as imunoglobulinas (Ig) produzidas em resposta  vacinagdo anti-rabica, também
a transi¢do da resposta primaria, onde a concentragio de IgM é superior a da classe 1gG para a
resposta secundaria com concentragio mais elevada de IgG depende da pureza e da qualidade
do antigeno utilizado nas vacinas (TURNER, 1985).

A fragdo antigénica da vacina deve ser composta de particulas virais completas, ndo
degradadas, de modo a preencher todas as possibilidades antigénicas que apresenta a infecgdo
natural. Isto se pode conseguir em vacinas inativadas, desde que na sua elaboragio sejam
utilizadas amostras virais com caracteristicas antigénicas adequadas (FUENZALIDA &
PALACIOS, 1955; DIAZ et al., 1990). O antigeno utilizado na produgio experimental da
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vacina de referéncia nacional, apds mistura e concentragdo (2x), apresentou altos titulos
(10"*DL 50/mL, em CL) e (10™'7 DL 50/mL, em CAJ) e conteiido de GT (3,10 pg/mL),
sendo considerado um antigeno capaz de atender aos requisitos basicos de uma preparagio
viral a ser empregada na producdo de vacinas inativadas, tendo sido, posteriormente, dividido
em duas fracbes para ser submetido & inativagdo pela bromo etilenoimina bindria (BEI) e pela
betapropiolactona (BPL).

Com relagdo aos inativantes usados, a bromo etilenoimina binaria (BEI), que contém o
derivado etilenoimina da AEIL, cujo mecanismo de agfo no procedimento de inativagio gera
uma reagdo de primeira ordem, tem recebido uma atengio aumentada nos (timos anos, e esta
agora sendo usado extensivamente na producdio experimental e industrial de vacinas contra a
raiva (BAHNEMNN er al., 1974; LARGHI et al., 1976; LARGHI & NEBEL, 1980; CORTES
etal., 1993).

A dindmica de inativagdo do virus de produgdo PV pela BEI, as propriedades
imunogénicas ¢ a estabilidade de vacinas preparadas usando esse agente foram estudadas por
LARGHI et al. (1976), que concluiram que a vacina inativada com a BEI, adsorvida em
hidréxido de aluminio ou com adjuvante oleoso, em altas dilui¢Ges, protegeu cobaias contra o
desafio viral e que este procedimento de seguranga de inativagio do virus da raiva empregado
oferece a perspectiva de producdo de uma vacina efetiva para a imunizacio de cdes e de
bovinos, dados esses corroborados por outros trabalhos do mesmo grupo (LARGHI &
NEBEL, 1980). Desde entdo, este agente quimico vem sendo usado extensivamente, em
trabalhos de inativacdo do virus rabico.

A atuacdo da BEIL no presente estudo, foi avaliada através do acompanhamento do
processo da cinética de inativagdo da suspensdo, virus PV, através de titulagio em
camundongos lactentes (CL) e de quantificagdo do c¢GT. A medida da infectividade viral
residual de amostras coletadas no decorrer do processo de imativagio (12 h), quando
determinada pela titulagio em camundongos lactentes e mostrada através da equagio de
regressdo linear estimada com 100% de explicaciio e pardmetros altamente significativos,
indica uma reducfo rapida e progressiva da infectividade viral, com decréscimo de 0,583 DL
50/h, encontrando o valor zero antes das 10 h de exposi¢io ao produto (Fig. 15 e 17),
sugerindo que a inativagio pela BEIl ocorreu de forma efetiva e adequada. As mesmas

amostras, quando submetidas a quantificagio do c¢GT através do ELISA de imunocaptura,
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mostram, através da equac@io de regressio linear estimada com 100% de explicacdo e
pardmetros altamente significativos, uma linha com leve inclinacio descendente (Fig. 15 e
18), com decrescimo de 0,035 ug/mL por hora (0,425 pg/mL, em 12 h), ou seja uma reducio
de 13,55% na integridade das particulas virais, sugerindo, provavelmente, que as particulas
virais permanecerarm estaveis.

Estudos de imunogenicidade com vacinas inativadas pela BEI, realizados por LARGHI
et al. (1976), mostraram que a vacina anti-rabica produzida experimentalmente por esses
pesquisadores, em células BHK-21, C 13, inativada com BEl e contendo o hidréxido de
aluminio como adjuvante, foi potente e capaz de conferir imunidade persistente em bovinos.
CORTES et al. (1993) conseguiram, com vacina também preparada em celulas BHK e
inativada pela BEI, contendo o avridine como adjuvante, promover alta resposta de anticorpos
e protecdo contra o desafio viral, em bovinos. Também estudos de imunogenicidade com
vacinas contra a febre aftosa inativadas pela BEI, em comparagiio com vacinas inativadas pela
AEI, foram realizados em bovinos por BAHNEMANN er al (1974), que observaram
resultados compardveis entre os dois inativantes, justificando a inclusio desse inativante na
producdo experimental da vacina de referéncia nacional.

O outro inativante utilizado, a betapropiolactona (BPL), é o inativante mais
amplamente utilizado na inativagdo do virus da raiva, em vacinas para uso animal e
principalmente em vacinas para uso humano. A BPL foi utilizada de forma convencional,
sendo a sua atuacdo também avaliada através do acompanhamento da cinética de inativagdo da
suspensdo, virus PV, através de titulagSes em camundongos lactentes (CL) e da quantificacio
do cGT. A medida da infectividade viral residual de amostras coletadas no decorrer do
processo de inativagdo (6 h), quando determinada pela titulaciio em camundongos lactentes e
mostrada também através da equagdo de regressio linear estimada com 100% de explicacdo e
pardmetros altamente significativos, indica uma redugfio rapida e progressiva da infectividade
viral, com decréscimo de 1,179 DI 50/h, encontrando o valor zero entre 5 e 6 horas de
exposi¢ho ao produto (Fig. 16 e 17), sugerindo que a inativacio pela BPL também ocorreu de
forma efetiva e adequada. As mesmas amostras, quando submetidas a quantificacio do cGT
através do ELISA de imunocaptura mostram, através da equagdo de regressio linear estimada
com 100% de explicagio e pardmetros altamente significativos, uma linha com leve inclinagio

descendente (Fig. 16 e 18), com decréscimo de 0,59 pg/mL por hora (0,456 ug/mi, em 6 h),
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ou seja, uma redugdo de 12,80% na integridade das particulas virais, sugerindo,
provavelmente, que as particulas virais também permaneceram estaveis.

De acordo com dados da literatura, particulas de virus rébico podem ser parcialmente
alteradas apds o processo de inativagdo pela BPL. A alteracio parcial do arranjamento
molecular pode induzir uma diminuicio da acessibilidade de um epitopo envolvido na
produgdio dos anticorpos neutralizantes. Tal fato foi constatado por PERRIN er al. (1990),
atraves da comparacio da medida do contelido de glicoproteina pelo ELISA de imunocaptura,
mas ndo no teste com o ELISA de cobertura com antigeno, usando AcM e AcP anti-
glicoproteina, em um experimento no qual a suspensdo viral foi submetida a inativacio,
seguido pela quantificagdo do ¢GT. Tais informagdes e ainda considerando que a aplicagdio do
ELISA de imunocaptura com AcP, no acompanhamento do processo de inativacio pela BPL,
no presente estudo, mostrando pequena redugdio do contetido de glicoproteinas apds
inativacdo, corroboram com a indicacdo de que as particulas virais permaneceram estaveis.

Os inativantes utilizados (BEI e BPL), quando relacionados através das curvas de
cinética de inativacdo, representadas pelas equagdes lineares estimadas para os resultados das
titulagbes em camundongos lactentes (CL), com base no percentual de redugio da
infectividade viral, no tempo de exposi¢do ao respectivo inativante, sugere, provavelmente,
que a mesma tenha ocorrido de forma mais efetiva pela agdo da BPL (21,50%/h) que pela agio
da BEI (10,48%/h) (Fig. 17).

Quando a relagdo entre os dois inativantes (BEI e BPL) foi determinada sobre os
resultados da quantificagdo do c¢GT (ug/mL), que mede a degradagdo viral durante o tempo de
exposicdo aos respectivos inativantes, também através da analise das equagdes de regressio
linear estimadas, verifica-se pela observagdo da diferenca nas inclinagSes das respectivas
equacdes (nivel de probabilidade de 5%), que as mesmas ndo podem ser expressas por uma
tnica equagdo (Fig. 18). Pela atuaciio da BEI o ¢GT da suspensdo viral decresceu 0,035
ug/mL por hora, enquanto sob agdo da BPL o decréscimo foi de 0,058 pg/mL. Quanto aos
dois interceptos esses tambeém apresentam diferengas significativas (probabilidade de 5%).
Esses resultados ressaltam, provavelmente, as diferencgas de atuacio dos dois inativantes sobre
o virus rabico, quando medida através da quantificagdo do ¢GT pelo ELISA de imunocaptura.
Verifica-se que o tratamento pela BEI levou a maior redugfio da integridade das particulas

virais (13,55%), comparativamente ao da BPL (12,80%), indicando, provavelmente, que tal
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resultado pode ter sido ocasionado pelo dobro de tempo de exposicio da suspenséo viral a BEI
(Fig. 18).

Quando se analisam detalhadamente os valores da quantificagio do cGT obtidos pela
BEI, antes (3,1 ug/mL) e depois (2,41 pg/mL) e pela BPL, antes (3,1 ug/mL) e depois (2,42
ug/mL) da inativagio, observa-se que sob efeito de ambos os inativantes ocorreram pequenas
diferencas entre os valores do c¢GT, que foram também detectados no contetdo de
glicoproteina insolivel depois da inativacdio (BEI=1,92 ug/mL e BPL=2,02 pg/ml) (Fig. 19),
sendo que os menores valores obtidos no material submetido a BEI podem ser também
atribuidos ao dobro do tempo de exposicio a4 mesma. Apesar dessa pequena diferenca
encontrada, admite-se que a glicoproteina viral permaneceu estével, provavelmente nio
degradada, no decorrer do tempo, frente aos dois inativantes utilizados, permitindo inferir que,
se houveram alteragcdes estruturais na conformacio das particulas virais presentes nas
suspensOes inativadas, estas foram, provavelmente, em pequena escala, considerando o nivel
de detecgdo permitido pela técnica aplicada.

Cabe novamente ressaltar que a aplicabilidade do ELISA de Imunocaptura, na
produgfo experimental da vacina de referéncia nacional, foi de grande utilidade, tornando-se
um valioso instrumento auxiliar, através do qual foi possivel controlar a qualidade de todas as
suspensdes virais envolvidas no processo de produgio experimental da referida vacina. O teste
contribuiu para definir a condi¢io de adaptagiio do virus na 4* passagem € a composicio da
suspensdo viral mde (SVM); nas suspensdes, em 52 passagem, selecionar (conjuntamente com
os resultados obtidos nas titulagies em CL e CAJ) as suspensdes virais para compor a
preparagdo antigénica a ser inativada; no acompanhamento da cinética da inativagdo viral pela
BEI ¢ BPL ¢ no teste das amostras finais BEI (12 h) e BPL (6 h), que apds a liofilizacdo
passaram a constituir as vacinas experimentais A e B, respectivamente, que foram testadas
pela quantificagdo do ¢GT e do cGI, visando avaliar a estabilidade e a degradagio das
particulas virais presentes.

Por essas constatagdes seria interessante considerar a possibilidade de adogdo de um
teste com estas caracteristicas no acompanhamento rotineiro da producio das vacinas, e
tambeém, na avaliagdo da qualidade final das vacinas anti-rabicas para garantir a qualidade

antigénica das mestnas.
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PIZA ef al. (2002) ao aplicarem o ELISA de imunocaptura para testar o efeito do
contetdo e forma de apresentacio da glicoproteina do virus da raiva, na avaliagio da poténcia
de vacinas anti-rabicas encontraram forte correlagfio entre a glicoproteina (G) ligada ao virus
(G insoltivel), mas nio entre a glicoproteina total (GT) e a G soliivel com tftulos de anticorpos
induzidos por vacina¢io em bovinos, medidos através da soroneutralizagio, que também nio
correlacionaram bem com o NIH, dai a importdncia da quantificacio da G insolivel, no
presente estudo, tendo em vista a utilizagdo do antigeno na produgfo experimental da vacina
de referéncia nacional para uso no NIH.

Além disso, a necessidade de implantagiio de técnicas mais modernas no controle das
vacinas anti-rdbicas inativadas, tendo em vista principalmente a possibilidade de uma futura
comercializacdo de vacinas recombinantes, no mercado nacional, particularmente as
constituidas por nucleoproteina, ja que sua capacidade imunogénica é subestimada nos testes
de poténcia realizados atualmente e os problemas no controle de vacinas anti-rabicas, de uso
animal, no Brasil, apontados por VAZ (1999), reforgam essa idéia.

As prepara¢des antigénicas inativadas, respectivamente, pela BEI (vacina experimental
A) e pela BPL (vacina experimental B), que apresentaram rendimento satisfatorio e qualidade
antigénica adequada para compor a vacina de referéncia nacional produzida
experimentalmente, foram submetidas aos testes rotineiros de controle, compreendendo a
mocuidade, representada pelos testes de virus residual e o teste de toxicidade, e a esterilidade,
apresentando, em todos, resultados satisfatorios, de acordo com os requisitos exigidos pela
legislagdo brasileira vigente (BRASIL, 1988).

Apbs a hidratacdo relativa, foram submetidas aos testes de poténcia, Habel e NIH, sob
a denominacfio de A; ¢ A, (inativadas pela BEI), B; ¢ B, (inativadas pela BPL). Quando
submetidas aos testes de Habel e ao NIH (Tab. 7) as vacinas experimentais A; e B, (10x
concentradas), comparativamente a A; e By (5x concentradas), apresentaram resultados mais
altos, mostrando-se compativeis com o grau de concentragiio apresentado. No teste de Habel,
todas as vacinas experimentais alcancaram o indice de aprovacgio exigido pela legislacio
vigente, sendo portanto, aprovadas (BRASIL, 1988) e, no NIH, apresentaram resultados
compativeis com o da vacina de referéncia regional produzida pelo INPPAZ (ARGENTINA,
1995¢).
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Quando avaliada a resposta imune humoral induzida em camundongos inoculados com
as vacinas experimentais - A;, Az, B, e B; -, comparativamente 3 VRI (Tab. 8), através do
ELISA indireto, na diluicio 1/400, observa-se que, pela quantificacdo dos anticorpos IgG, os
valores de absorbancia (A) sdo fung¢@o da concentra¢do antigénica, em uma dada diluicdo da
vacina utilizada na imunizagdo, apresentando proporcionalidade entre A, ¢ B; {amostras 10x
concentradas) e entre A; e By (amostras 5x concentradas) relativamente a VRI, provavelmente
semelhante 4 observada nos testes de Habel e no NIH.

A avaliagdo da protegiio conferida a camundongos imunizados com as vacinas
experimentais Aj, Az, B; e B,, comparativamente 4 vacina de referéncia do INPPAZ (VRI),
através de probitos, indicam que os dados apresentamn uma distribuicdo normal de resultados,
confirmados pelo teste do Qui-quadrado (Apéndice L, p. 133), bem como a estimativa da
probabilidade de protecdo (epp) (Apéndice J, p. 133) segue também uma func8o normal de
probabilidade acumulada. Ao analisar-se os valores 50% verifica-se que ha também uma
proporcionalidade entre A; e B; (amostras 10x concentradas) e entre A; e B, (amostras 5x
concentradas) relativamente a VRI, semelhante a observada nos testes referidos anteriormente,
embora ac verificar-se os limites, inferior e principalmente o superior, observa-se, na
amplitude do intervalo, uma variabilidade muito alta, atribuida, provavelmente, ao pequeno
numero de experimentos realizados,

Os resultados obtidos sugerem que a vacina de referéncia nacional produzida
experimentalmente apresentou bom desempenho nos testes de controle de qualidade e foi
capaz de estimular resposta imune em camundongos, manifestada tanto pela quantificacdo de
anticorpos IgG através do teste sorologico (ELISA indireto) como, pela protegdo ao desafio
viral. Estas constatagdes indicam que a metodologia mostrou-se adequada e apresentou
resultados compativeis com a vacina de referéncia regional produzida pelo INPPAZ, podendo
ser ampliada para atender 2 demanda do laboratdrio oficial e da industria produtora, para uso
no NIH.

Com base nesses resultados pode-se chegar as seguintes conclusées:



6 CONCLUSOES

1 - Os percentuais de aprovagio das vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, de uso animal,
no Brasil, pelo NIH, nos limites entre 0,9 a 1,1 Ul/mL, foram sempre inferiores aos obtidos
pelo teste de Habel (10* DL 50), indicando que o NIH representa um maior rigor no controle
de vacinas;

2 - A comparac8o entre os testes de Habel e NIH, através do teste de Pearson mostra uma

baixa correlagdo (45%) entre os dois testes, porém, demonstra que ¢ muito significativa
(p<0,001);

3 - O valor discriminante para o NIH, aplicado ao controle de vacinas anti-rabicas inativadas
comerciais, para uso animal, no Brasil, encontra-se acima de 0,98 UI, sendo entdo, indicado o
uso oficial de 1 UI, recomendado pela OMS, para o limite de aprovacio no referido teste;

4 - O ELISA indireto, quando comparado ac teste de Habel (10*° DL 50), apresentou valor
discriminante, por diluiggo, de 0,512 (1/100), 0,341 (1/200), 0,225 (1/400) e 0,111 (1/800);

5 - O ELISA indireto apresentou altos valores de sensibilidade, especificdade e valores
preditivos de resultado positivo e negativo nas diluicdes 1/400 e 1/800, sendo promissora a sua
aplicagdo no conirole de vacinas anti-rdbicas, indicando a diluicio 1/400 como a mais
adequada para uso no teste;

6 - O teste de Habel, executado rotineiramente apenas, no Brasil, mostrou comportamento

estavel, com distribuicdo de freqtiéncia normal de resultados, nos dois conjuntos de dados
empregados;

7 - A amostra viral de produgio (PV) adaptou-se facilmente as células BHK - 21, C 13, com
rendimento antigénico satisfatorio e qualidade adequados para uso como antigeno na producio
experimental da vacina de referéncia nacional;

8 - Os inativantes (BEI e BPL) mostraram-se adequados a inativacdo do virus rabico, amostra
PV, utilizada na producfio experimental da vacina de referéncia nacional, tendo em vista o
tempo de inativacio e a manutengfo da integridade antigénica, representada pela conservacio
do contetido da GT, dosada pelo ELISA de imunocaptura;

9 - A vacina de referéncia nacional, produzida experimentalmente, nesse estudo, apresentou
resultados compativeis com os da vacina de referéncia do INPPAZ, sugerindo que a

metodologia empregada poderd ser ampliada para atender 4 demanda macional, quanto ao
controle de vacinas, de uso animal, pelo NIH.
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$ APENDICES

APENDICE A: Metodologia aplicada na avaliagio estatistica do estudo comparativo entre
testes de controle de qualidade de vacinas anti-rdbicas inativadas e na producdo experimental
da vacina de referéncia nacional

A.1 Anilise de resultados relativos 2 aplicacio dos testes de Habel e o NIH

A comparagdo entre os resultados do teste de Habel e o NIH foi realizada, primeiro,
pela estimativa inicial do valor critico para aprovagdo de vacinas por NIH. Foi montada uma
amostragem piloto de 42 partidas de vacinas anti-rabicas inativadas, que foram testadas em
paralelo pelos dois testes. Sobre os valores das reciprocas dos indices obtidos no teste de
Habel, considerando o pardmetro de aprovagio (indice >10*") determinado pela legislacdo em
vigor, foi aplicada a analise estatistica discriminante (JOHNSON, 1998) com o objetivo de
calcular um valor de corte para os valores antigénicos obtidos no NIH, considerando-se, em
principio, a probabilidade de aprovagiio de vacina e, a estimativa das proporcdes de
aprovagdes obtidas por Habel (76%). A partir dessa premissa foi determinado o tamanho da
amostra, considerando-se a hipotese de nulidade (Ho: pam = pan'), para experimentos
comparativos em amostras pareadas (SNEDECOR & COCHRAN, 1976). Foi considerada
ainda a probabilidade de confianga P (Jpan - pan/"<0,07)=0,80 e o nivel de significncia o =
5%, sendo avaliada entdo, a amostra final dos resultados observados nos dois testes.

Apos a determinacfio da amostragem, foi realizada entfio, analise dos resultados obtidos
pela aplicacdo do teste de Habel e do NIH a 210 diferentes partidas de vacinas anti-rabicas
inativadas comerciais para uso animal, no Brasil, através de estatistica descritiva (DACHS,
1978), com calculo de meédia, mediana, 1°(Q:) e 3°(Qs) quartis, desvio padrdo, amplitude
interquartilica (d=Q;-Q;), valores minimos e maximos, limites extremo inferior (Q;-d/2) e
superior (Qs+d/2) da distribuicdo, teste de normalidade pela estatistica de Kolmogorov-
Smirnov (D), nivel minimo de significancia para D, prob (D<D.) (STEEL & TORRIE, 1980) ¢
aplicado o teste Qui~quadrado (SNEDECOR & COCHRAN, 1976).

A relaco entre os resultados dos testes de Habel e NIH foi analisada através da
correlagdo linear de Pearson (SNEDECOR & COCHRAN,1976) e da estimativa do valor de
corte para aprovagdo de partidas de vacinas por NIH (hipotese de nulidade Ho: pruan =
prnan’) pela aplicacio do teste de propor¢des para amostras pareadas de McNemar
(SNEDECOR & COCHRAN, 1976), ao nivel de significAncia de a=5% para os valores
criticos de indice 0,90, 0,97, 0,98, 0,99, 1,0 e 1,1. O valor critico escolhido foi aquele para o

! pay=propor¢io de vacinas aprovadas por Habel ¢ pan=proporcao de vacinas aprovadas por NIH.
. precisio relativa na diferenca pag- pan

* Pruan =proporcdo de vacinas reprovadas por Habel e praan =reprovadas por NIH e aprovadas por
Habel



qual a Ho ¢ rejeitada (pryan > pruan). que significa formular uma hipétese de que o NIH &
mais rigoroso do que o teste de Habel, representando-se um grafico de dispersio em fungio do
valor de corte estimado.

As doses letais 50% camundondo/0,003/mL (DL50) do virus padrio de prova (CVS) e
as doses efetivas 50% (DE 50) das vacinas de referéncia utilizadas nos testes NIH foram
relacionadas através de gréfico de dispersio e de ajuste de uma equaciio linear entre as
respectivas DL 50 e DE 50 (DRAPER & SMITH, 1981).

A.2 Anpalise de resultados da aplicacio dos testes de Habel e do ELISA indireto

Os resultados obtidos no teste de Habel aplicado a 70 partidas de diferentes vacinas
anti-rabicas inativadas e os resultados da aplicagio do ELISA indireto a soros de camundongos
vacinados com as mesmas 70 partidas de vacinas, considerando os resultados de aprovagio e
reprovagdo pelo teste de Habel, foram analisados através de estatistica descritiva (DACHS,
1978), sendo calculados os pardmetros indicados no item A.1 desse apéndice, do teste de
normalidade pela estatistica de Kolmogorov-Smirmov (D), nivel minimo de significAncia para
D, prob (D<D.) (STEEL & TORRIE, 1980) e do teste do Qui-quadrado (SNEDECOR &
COCHRAN, 1976).

A relagio entre os testes de Habel e o ELISA indireto foi determinada pela analise de
varidncia  através do modelo linear generalizado dos valores das absorbéncias (A),
considerando os soros de camundongos vacinados com as 70 diferentes partidas de vacinas,
nas dilui¢Ges 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800 (JOHNSON, 1998), aplicando-se o teste de Student-
Newmann-Keuls (STEEL & TORRIE, 1980) para comparages multiplas entre diluicdes e
entre 0s parametros de aprovagdo e reprovagdo dessas vacinas pelo teste de Habel Foi
determinada a estimativa do valor de corte para verificagdo da protegio conferida pela vacina
segundo o teste ELISA indireto com base no limite de confianga de 99%, M+3DP, dos valores
de absorbancia observados entre os soros de animais imunizados com vacinas
verdadeiramente aprovadas pelo teste de Habel e calculada ainda, a sensibilidade,
especificidade e valores preditivos de resultados positivos e negativos por diluicio (TOMAN,
1981).

A.2.1 Determinacio da diluicio de uso dos soros no ELISA indireto

A diluicio de uso foi determinada através da andlise dos resultados obtidos pela
aplicagdo do ELISA indireto ao soro de camundongos nfio vacinados (SCNV) e ao soro
controle positivo (SCP) nas diluigdes 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800. Foi verificado, através da
andlise de perfil, o paralelismo entre as curvas do SCNV e do SCP, com base nas médias das



absorhincias (ﬁx) sobre todas as diluigdes (JOHNSON & WICHERN, 1998). Além disso,
esses resultados foram analisados através da estatistica descritiva (STEEL & TORRIE, 1980)
e sob o modelo linear generalizado, para testar as médias dentre as diluicdes, dentre 0 SCP e o
SCNV, e dentre as dilui¢des e os referidos soros (JOHNSON & WICHERN, 1998). Aplicou-
se o teste de Student-Newmann-Keuls (STEEL & TORRIE, 1980) para comparacdes multiplas
entre diluicSes dentro do SCNV e do SCP e foi calculada a razio entre 0 SCP e 0 SCNV.

A.3 Andlise dos dados obtidos na producio experimental da vacina de referéncia
nacional

Na produgdo experimental da vacina de referéncia nacional foram feitas comparagoes
entre as médias dos resultados da quantificagdo das glicoproteinas totais nas suspensdes virais
em 2%, 3* e 4% passagens em células BHK, entre os resultados das titulacdes em camundongos
lactentes e adultos jovens e da quantificagdo das glicoproteinas totais das 1%e 2% colheitas das
suspensdes virais em 5° passagem em células BHK, com 6 repeticdes, através da aplicacio do
teste de modelos generalizados (GLM), da analise de varincia (ANOVA) e do teste de Tukey
(WANDROP, 1995). As curvas da cinética de inativagio das suspenses virais pela
bromoetilenoimina e pela betapropiolactona foram ajustadas pela equacio de regressio linear
simples, com 100% de explicagdo ¢ parmetros altamente significativos (DRAPER & SMITH,
1981).

A relacdo entre a inativagdo pela BEI e pela BPL foi avaliada através dos parimetros
de inclinagdo das respectivas equagbes lineares, sendo verificada a inclina¢do e a igualdade
entre os interceptos (DRAPER & SMITH, 1981), visando mostrar a diferenca estatistica entre
os resultados obtidos frente aos dois inativantes. Qs testes de controle e o teste de
imunogenicidade foram avaliados individualmente. A protegdo conferida a camundongos
pelas vacinas experimentais A;, As, B;, B, frente a4 vacina de referéncia do INPPAZ, (VRI) toi
estimada através da andlise de probito (FINNEY, 1971) e pelo teste do Qui-quadrado
(SNEDECOR & COCHRAN, 1976).



APENDICE B: Estatistica descritiva de resultados obtidos pela aplicagdo do teste de Habel a
210 partidas de vacinas anti-rabicas inativadas para uso animal, no Brasil

Habel

Total >4.0 <4,0
Numero de observagdes 210 (100,00) 173 (82,38%) | 37 (17,62%)
Limite inferior 3,45 4,05 2,78
Valor minimo 2,62 4,01 2,62
1° quartil 4,28 4,74 3,10
Mediana 5,16 5,48 3,58
Meédia 5,09 5,44 3,44
3° quartil 5,93 6,12 3,74
Valor méximo 7,08 7,08 3,97
Limite superior 6,76 6,81 6.44
Desvio padriao 1,08 0,83 0,40
Coeficiente de variagdo (%) 21,22 15,26 11,63
Moda 6,50 6.50 2,72
Amplitude interquartilica 0,83 0,69 0,32
D 0,455 - -
Prob(D<Dc) p>0,05 - -

APENDICE C: Estatistica descritiva de resultados obtidos pela aplicagao do teste NIH a 210
partidas de vacinas anti-rdbicas inativadas para uso animal no Brasil,
considerando os pardmetros de aprovacio do teste de Habel

NIH

Total Habel > 4,0 Habel < 4,0
Namero de observacdes 210 (100,00) | 173 (82,38%) | 37 (17.62%)
Limite inferior -0,42 -0,69 0,00
Valor minimo 0,23 0,39 0,23
1° quartit 0,98 1,23 0.54
Mediana 1,98 2,23 0,91
Média 2,69 2,99 1,26
3° quartil 3,77 3,99 1,62
Valor maximo 10,01 10,01 5,23
Limite superior 5,17 5,37 2.16
Desvio padréo 2,27 2,34 1,12
Coeficiente de variacio (%) 84,39 78,26 88,89
Moda 0,70 1,23 0,41
Amplitude interquartilica 2,79 2,76 1,08
D 0,151 - -
Prob(D<Dc) P<0,001 - -
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APENDICE D: Estatistica descritiva dos resultados obtidos pela aplicag@io do teste de Habel a
70 partidas de diferentes vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, para uso

animal, no Brasil
Habel total Habel > 104" Habel < 10%%

Numero de observacdes 70 61 9
Limite inferior 3,69 4,04 2.86
Valor minimo 3,10 4,01 3,10
1° quartil 4,52 4,79 3,19
Mediana 5,42 5,56 3,63
Média 5,32 5,59 3,51
3° quartil 6,19 6,30 3,86
Valor maximo 7,08 7,08 3.89
Limite superior 7,03 7,06 4,20
Desvio padréo 1,11 0,91 0,34
Coeficiente de variagdo(%) 20,83 16,33 9,83
Amplitude interquartilica 1.67 1,51 0,67
Moda 4,79 4,79 3,19
D 0,103 0,073 0,215
Prob(D<Dc) 0,068 >0,05 >0,15

ns s ns

APENDICE E: Estatistica descritiva dos resultados obtidos pela aplicacdo do ELISA indireto
a 70 partidas de diferentes vacinas anti-rabicas inativadas comerciais, para

us0 animal, no Brasil
Diluictes
1/100 1/200 1/400 1/800
Numero de observagdes 70 70 70 70
limite inferior 0,429 0,287 0,217 0,124
valor minimo 0,450 0,290 0,170 0,075
1o quartil 0,588 0,380 0,263 0,167
Mediana 0,697 0,443 0,307 0,195
Média 0,774 0,496 0,330 0,212
30. Quartil 0,907 0,566 0,356 0,254
valor méximo 1,521 1,113 0,679 0,422
limite superior 1,067 0,659 0,403 0.298
desvio padriio 0,250 0,170 0,099 0,070
coeficiente de variagdo(%) 32,28 34,20 29,86 32,98
amplitude interquartilica 0,319 0,186 0,093 0.087
Moda 0,784 0,374 0,251 0,185
D 0,145 0,153 0,151 0,115
prob(D<Dc) <0,01 <0,01 <0,01 0,03
* * * £




APENDICE F: Estatistica descritiva dos resultados obtidos pela aplicagio do ELISA indireto
(A) a soros de camundongos vacinados com 70 partidas de vacinas anti-
rabicas inativadas comerciais, de uso animal, no Brasil, considerando o
parametro de aprovacio para o teste de Habel

Valores da Absorbancia (A) para resultados de Habel > 10%%°

Diluigdes
1/100 1/200 1/400 1/800
Nimero de observagdes 61 61 61 61
Limite inferior 0.420 0,289 0,226 0,130
Valor minimo 0,512 0,341 0,225 0,111
1° Quartil 0,596 0,386 0,273 0,172
Mediana 0,744 0,470 0,317 0,215
Média 0,803 0,514 0,342 0,221
3° Quartil 0,948 0,581 0,368 0,257
Valor maximo 1,521 1,113 0,679 0,422
Limite superior 1,124 0,679 0,416 0,300
Desvio padrao 0,251 0,172 0,099 0,068
coeficiente de variagdo(%) 31,236 33,452 28,859 31,020
Amplitude interquartilica 0,352 0,195 0,095 0,085
Moda 0,784 0,374 0,251 0,141
D 0,145 0,153 0,151 0,115
Prob(D<Dc) <0,01 <0.01 <0,01 0,03
Valores da Absorbéncia (A) para resultados de Habel < 10%%
Diluicdes
1/100 1/200 1/400 1/800
Numero de observagdes 9 9 9 9
Limite inferior 0,386 0,255 0,222 0,097
Valor minimo 0,450 0,290 0,170 0,075
1° Quartil 0,489 0,316 0,238 0,126
Mediana 0,524 0,338 0,246 0,146
Meédia 0,572 0,370 0,250 0.152
3° Quartil 0,696 0,438 0,271 0,185
Valor maximo 0,740 0,501 0,345 0,238
Limite superior 0,800 0,499 0,288 0,215
Desvio padrdo 0,116 0,075 0,049 0,048
coeficiente de variacio(%) 20,194 20,226 19,779 31,836
Amplitude interquartilica 0,207 0,122 0,033 0,059
Moda 0,450 0,290 0,170 0,075
D 0,259 0,222 0,181 0,130
Prob{D<Dc) 0,08 >0,15 >(,15 >0,15
ns ns ns ns
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APENDICE G: ANOVA para valores de absorbéncias obtidas pelo ELISA indireto a soros
(diluigbes 1/100, 1/200, 1/400 e 1/800) de animais imunizados com 70 partids
de vacinas anti-rabicas inativadas reprovadas e aprovadas pelo teste de Habel.

Fonte de variacgéo Grausde Somade  Quadrado F P
liberdade quadrados Meédio

Tratamentos' 1 0,563 0,563 7,82 0,0067

Camundongo/ tratamento 68 4,896 0,072 8,60 0,0001

Diluico 3 4,420 1,473 176,06 0,0001

Dilui¢do x Tratamentos 3 0,122 0,041 4,85 0,0028

Erro(Diluicio) 204 1,707 0.008

Tratamentos d. diluicdo 4 0,687

Tratamento d. di=1/100 1 0,418 0,418 60,53 0,0001

Tratamento d. dil=1/200 1 0,163 0,163 23,56 0,0001

Tratamento d. dil=1/400 1 0,067 0,067 9,63 0,0001

Tratamento d. dil=1/800 1 0,039 0,039 5,345 0,0001

Erro 2479 1,707 0,001

‘soro de animal imunizado com vacinas aprovadas e reprovadas pelo teste de Habel
Pgraus de liberdade do erro

=[qme(tratamentos)+3qme(diluicio)]*/{ [(qme(tratamentos))*/68]+[(3 qme(diluiggo))*/204]}

APENDICE H: Estatistica descritiva para os verdadeiros valores de absorbéncia em soros de
animais vacinados com vacinas reprovadas e aprovadas pelo teste de Habel.
Soro de animais imunizados com vacinas reprovadas pelo teste de Habel

Diluicdo
1/100 1/200 1/400 1/800
Minimo 0,450 0,290 0,170 0,075
My -35 0,457 0,295 0,201 0,104
My 0.572b 0,370 b 0,250 b 0,152 b
My +38 0,688 0,445 0,300 0,200
Maximo 0,740 0,501 0,345 0,238
S 0,040 0,025 6,016 0,016
Soro de animais imunizados com vacinas aprovadas pelo teste de Habel
Diluicdo
1/100 1/200 1/400 1/800
Minimo 0,512 0,341 0,225 0,111
Mhyp =38 0,759 0,485 0,323 0.202
Myp 0,803 a3 0,514 a 0,342 a 0.221 a
My, +38 0,848 0,543 0,361 0,239
Maximo 1,124 0,679 0,416 0,300
S 0,010 0,010 0,006 0,006

s=erro padrio da media; mesmas letras sfo ndo significantes ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Student-Newmann-Keuls
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APENDICE I Estatistica descritiva dos resultados obtidos pela aplicacdo do ELISA indireto,
expresso em absorbdncia a 492 nm (A), a soros de camundongos ndo
vacinados e a0 soro contole positivo

Soro de camundongos néo vacinados

Dilui¢bes
1/100 1/200 1/400 1/800
Numero de observaghes 6 6 : 6 6
limite inferior 0,071 0,029 0,010 0.007
valor minimo 0,072 0,029 0,013 0,006
1° Quartil 0,080 0,035 0,015 0,008
Mediana 0,106 0,047 0,018 0,013
Média 0,103 0,047 0,021 0,015
3° Quartil 0,124 0,059 0,028 0,015
valor maximo 0,127 0,062 0,032 0,037
Limite superior 1,124 0,679 0,416 0,300
desvio padrio 0,022 0,013 0,008 0,011
coeficiente de variacio(%) 21,76 28,34 37.46 72,63
amplitude interquartilica 0,018 0,012 0,010 0,002
D 09119 0,9452 0,8940 0,7658
prob(D<Dc) 0,4325 0,7208 0,3338 0,0282
ns ns ns *
Soro controle positivo
Diluicdes
1/100 1/200 1/400 1/800
Numero de observagdes 6 6 6 6
limite inferior 0,297 0,187 0,121 0,053
valor minimo 0,216 0,107 0,052 0,030
1° Quartil 0,318 0,205 0,129 0,061
Mediana 0,348 0,231 0,150 0,079
Média 0,338 0,222 0,138 0,075
3° Quartil 0,391 0,267 0,165 0,095
valor maximo 0,407 0,291 0,181 0,103
limite superior 1,124 0,679 0,416 0,300
desvio padrdo 0,069 0,064 0,046 0,026
coeficiente de variacdo(%) 20,49 28,83 33,56 35,30
amplitude interquartilica 0,042 0,036 0,016 0,016
D 0,9016 0,9067 0,8515 0.9425
prob(D<Dc) 0,3713 0,3983 0,1535 0,6988
ns ns ns ns
Razdo 3,29 4,77 6,65 4,91
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APENDICE J: Namero de animais inoculados {nai), protegidos (nap), estimativa da
probabilidade de prote¢8io (epp) para a VRI, A, A, B, e B, nas diluigdes
(Dil. 1/5, 1/25,1/125, 1/625 e 1/3125)

DiL. VRI A A B, B,

f Nai |[Nap epp nai nap| epp  nai nap| epp nai nap epp | mai nap  Epp
5 10 | 10 | 1,00 ; 12 {11 1 0,92 i 12 | 12| 1,00 @ 11 9 0,82 12 12 11,00
25 10 9 109 12110 083 12|10 ,083 1219 10,75 12 9 075
125 | 11 7 106410, 6 1060 11| 8 073 12| 7 058 12! 7 1058
625 121 6 1000 116 1054 /115 045111 | 7 063 12| 6 0,50
3125 12 0 1 000 0 12 1 008 1213 1025 12| 2 | 0,17 | 11| 4 |0,36

Fonte: dados da pesquisa

APENDICE L: Valores estimados e seus desvios padrio, entre parénteses, dos pardmetros da
equacdo LD=a+blogo(dilui¢io) para a estimativa dos probitos, os valores do
Qui-quadrado (%%,) para o teste de bom ajustamento da curva normal de
probabilidade acumulada com seus niveis de significincia p, valores das L.D50
e os limites fiduciais de 95% de confianga para o verdadeiro valor da LD50
paraa VRI, A;, A2, B e B;

Vaci| Estimativa | Estimativa Probit| DP | limite fiducial | Dilui- | limite fiducial de
-nas dea deb v’ |O/para de 95% de | ¢do |95% de confianca
a confianca para | 10""*| para o verdadeiro
LD50 o verdadeiro valor da diluicéo
valor do probito
paraa DL 50
inferio : superior inferior |superior
r
VRI |5,10564  |-2,43546 12,1127 2,10 |0,41 1,83 1238 1125 67 239
(1,37073)  (0,64403) | p=0.549
4
Al 12,18728 -0,8904 2.1490 12,46 |1,12,2,02 (3,02 286 (105 1043
(0,51718) (0,21446) p=0,542
1
A2 (2,51069 -0,92745 0,7792 2,71 11,08 2,29 13,31 509 194 2047
(0,58800) [(0,230087) |p=0,854
4
Bl |1,46872 -0,57908 12,7421 2,54 1,73 1,92 |3,63 344 83 4303
(0,445921) [(0,181721) |p=0,433
1
B2 11,87672 -0,68292 12,0888 2,75 1461223 (3,74 560 168 5490
{0,501231) 1{0,203606) p=0,554 | |

Fonte: dados da pesquisa
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