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RESUMO

A protegcdo dos seres humanos contra a raiva urbana é alcangada
principalmente por medidas profilaticas aplicadas a caes e gatos, que incluem
vacinas que induzem o minimo de titulos de anticorpos (0,5 Ul/ml).. Contudo, nas
campanhas de vacinagdo em massa, humerosos animais nao alcangam titulos
protetores de anticorpos apds a vacinagao. Poucos estudos examinaram os fatores
associados a falha de caes atingirem um titulo adequado de anticorpos apés a
vacinagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a titulagdo de anticorpos frente a
diferentes protocolos da primovacinagao antirrabica em cées. O estudo foi
composto por 32 caes acima de 4 meses de idade divididos em trés grupos
experimentais. Os animais, tiveram seu sangue coletado previamente a primo
vacinagao, para a titulacao de anticorpos antirrabicos. No Grupo 1, se realizou a
coleta de amostra sanguinea e primeira vacina antirrabica, seguida de nova coleta
de amostra nos dias 30 e 180. No Grupo 2, foi realizada coleta de amostra e
primeira vacina antirrabica, nova coleta de amostra e reforco de vacina antirrabica
no dia 30, e somente coleta de amostra nos dias 60 e 180. No Grupo 3, foi realizada
a coleta de amostra e primeira vacina antirrabica, coleta de amostra e reforco
vacinal no dia 7, coleta de amostra e reforgo de vacina no dia 30, e somente coleta
de amostra nos dias 60 e 180. Foram coletadas 120 amostras de soro
encaminhadas ao Instituto Pasteur de Sao Paulo onde foram processadas
mediante a Prova de Reacgao de Inibicdo de Focos Fluorescentes (RIFFT), a fim de
determinar quantitativamente a titulacdo de anticorpos antirrabicos. Se realizou
estatistica descritiva e os resultados foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis,
Wilcoxon-Mann-Whitney, mostram o protocolo 2 quem concentra e mantem a maior
quantidade de anticorpos em caes primovacinados no dia 180... Os cdes miniatura
€ pequenos obtiveram maior quantidade de anticorpos que os caes de porte medio.
Esses dados demonstram que ha variagao da obtencéo de anticorpos antirrabicos

frente a primo vacinagao na populacio de caes estudados.

Palavra-chave: imunizagéo, raiva, vacinas, caninos, zoonose
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ABSTRACT

Protection of humans against urban rabies is mainly achieved by prophylactic
measures applied to dogs and cats, which include vaccines that induce minimal
antibody titers (20.5 IU/ml). mass, many animals do not achieve protective antibody
titers after vaccination. Few studies have examined factors associated with the
failure of dogs to achieve an adequate antibody titer after vaccination. The objective
of this work was to evaluate the antibody titration against different protocols of anti-
rabies primary vaccination in dogs. The study consisted of 32 dogs over 4 months
of age divided into three experimental groups. The animals had their blood collected
prior to the first vaccination, for the titration of anti-rabies antibodies. In Group 1, a
blood sample and first anti-rabies vaccine were collected, followed by a new sample
collection on days 30 and 180. In Group 2, a sample collection and first anti-rabies
vaccine, a new sample collection and vaccine booster were performed anti-rabies
on day 30, and only sample collection on days 60 and 180. In Group 3, sample
collection and first anti-rabies vaccine were performed, sample collection and
vaccine booster on day 7, sample collection and vaccine booster on day 30, and
only sample collection on days 60 and 180. 120 serum samples were collected and
sent to the Pasteur Institute in Sdo Paulo where they were processed using the
Fluorescent Focus Inhibition Reaction Test (RIFFT), in order to quantitatively
determine the titre of anti-rabies antibodies. Descriptive statistics were performed
and the results were analyzed using the Kruskal Wallis, Wilcoxon-Mann-Whitney
test, which shows that protocol 2 concentrates and maintains the highest amount of
antibodies in dogs first vaccinated on day 180... Miniature and small dogs obtained
the highest amount of antibodies than medium-sized dogs. These data demonstrate
that there is variation in the obtaining of anti-rabies antibodies in the face of the first

vaccination in the population of dogs studied.

Keyword: immunization, rabies, vaccines, canines, zoonosis
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1. INTRODUGAO

A raiva € uma doenca totalmente evitavel mediante a disponibilidade de
vacinas, ferramentas e tecnologias para evitar que as pessoas morram de raiva
pela mordedura de cdes. No entanto, a raiva ainda mata cerca de 60 000 pessoas
por ano, das quais mais de 40% sao criangas menores de 15 anos, principalmente
em areas rurais de paises economicamente desfavorecidos como ser Africa e Asia.
De todos os casos humanos, até 99% sao adquirido pela mordida de um céo
infectado. O custo estimado da raiva é de aproximadamente US$ 8,6 bilhdes por
ano, dos quais 54% sao perdas de produtividade devido a mortes prematuras, 37%
€ para o tratamento de humanos mordidos por caes suspeito de ser raivoso e
apenas 2% é gasto em vacinagao canina e controle populacional. O custo da
vacinacgao canina, medida mas eficaz para combate da raiva € um componente
insignificante frente as perdas decorrentes da doenga. Por um valor relativamente
de baixo orgamento, a doencga poderia ser eliminada, com milhares de vidas salvas.
Conscientizar as pessoas sobre como evitar as mordidas de caes raivosos, para
procurar tratamento quando mordido e vacinar animais pode atrapalhar o ciclo de
transmissao da raiva. Se nenhuma nova agao for tomada, um milhdo de pessoas
morrerao de raiva até 2030 ( United Against Rabies Collaboration First annual
progress report. Geneva 2019)(WHO 2021).

A raiva e uma doenga negligenciada por ragbes diversas, a falta de
conscientizagado sobre a doenga em algumas areas, particularmente em ambientes
rurais e em paises em desenvolvimento. Muitas pessoas nao entendem a natureza
da raiva e os seus sintomas, o que dificulta o diagndstico e tratamento precoces da
doencga. Além disso, existem barreiras econdmicas e logisticas para o controle da
raiva em algumas regides, incluindo a falta de acesso a vacinas e tratamentos
adequados, falta de recursos para campanhas de conscientizagao e a dependéncia
de métodos antiquados de controle animal. Em alguns casos, as politicas
governamentais e a falta de investimento também contribuem para a negligéncia
da raiva. A doencga néo é vista como uma prioridade de saude publica em algumas
areas, e a falta de financiamento resulta em falta de acesso a servigos essenciais
para o controle da raiva. (Bourthy H.dautry-Varsat et al 2010), (Hampson K et al
2015),(Rupprecht CE et al 2002).

A Alianga Global para o Controle da Raiva (Rabies Alliance) tem como meta
a eliminacao da raiva até 2030 por meio do controle da doenga em animais e a
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prevencgao da transmissao para humanos. A organizagao enfatiza a importéncia da
vacinagdo animal em grande escala, a estratégia One Health para a gestdo da
raiva, e a colaboracdo para o intercambio de informagdes e o compartilhamento de

tecnologias. (Rabies Alliance 2021)

Existem diversas politicas mundiais em vigor para o controle da raiva canina,
estabelecidas por organizagdes como a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a
Organizagcdo Mundial de Saude Animal (OMSA) e a Alianga Global para o Controle
da Raiva (Rabies Alliance). Entre as politicas mais relevantes se destacam as
1.Campanhas de vacinagdo em massa: a vacinagédo € a principal estratégia de
controle da raiva canina, uma vez que a doenca € transmitida por contato com a
saliva do animal infectado. A OMS e a OMSA, lancaram a iniciativa de um “Plano
Estratégico Global para Acabar com as Mortes Humanas por Raiva Transmitida por
Caes até 2030", que estabeleceu a meta de vacinar pelo menos 70% da populacao
canina em paises endémicos até 2030.(Rabies Forum 2020), Trisha A. Whitbread
etal 2016), 2. Controle populacional de caes de rua: a OMS e a OMSA recomendam
a implementagao de programas de esterilizagao e castragao de caes de rua como
forma de controlar a populagdo de animais e reduzir a transmissédo da doenca. A
Rabies Alliance também promove iniciativas nesse sentido em varias regides do
mundo. 3.Monitoramento e vigilancia: a OMS e a OMSA recomendam que o0s
governos estabelecam sistemas de vigilancia para monitorar a incidéncia de raiva
em humanos e animais, permitindo a identificagdo precoce de surtos e a
implementagdo de medidas de controle. A Rabies Alliance também promove o
desenvolvimento de sistemas de vigilancia em diversos paises. FAO,OIE,One
Health, 2020).4. Educagdo e conscientizacdo publica: a OMS e a OMSA
recomendam a realizacdo de campanhas de conscientizagdo publica sobre a
importancia da vacinagcdo de caes e da prevencdo da doenga em humanos. A
Rabies Alliance também promove agdes nesse sentido, incluindo a distribuicao de
materiais educativos em escolas e comunidades.(Center for Disease Control and

Prevention)

A Organizagdo Mundial da Saude Animal (OMSA) enfatiza a importancia da
vacinagdo animal, bem como o controle de movimentagdo de animais e o

monitoramento de areas de alta prevaléncia.
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A World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) emitiu
recomendagdes gerais para a preveng¢ao da raiva em animais em todo o mundo,
incluindo na América Latina. Algumas das recomendacdes especificas para a
regiao incluem o estabelecimento de campanhas de vacinagcdo em massa para
caes e ,recomenda que as autoridades de saude na América Latina trabalhem com
os veterinarios locais. O fortalecimento dos sistemas de vigilancia epidemioldgica:
A organizagado recomenda a condugao de programas de educagao publica para
melhorar o conhecimento sobre a raiva e sua prevencao entre proprietarios de
animais e comunidades em geral. Recomenda desenvolver planos de contingéncia:
para responder a casos de raiva em animais e humanos na regido. O Grupo de
Diretrizes de Vacinagao identificou numerosos desafios na América Latina, falta de
supervisdo nacional da profissao médico veterinaria, extraordinario crescimento de
faculdades particulares de medicina veterinaria, restricdes socioecondmicas para
os cuidados de medicina preventiva, alta prevaléncia regional de algumas doengas
infecciosas importantes auséncia quase completa de vacinas contendo uma
quantidade minima de antigenos, , auséncia relativa de vacinas com duragéo
estendida da imunidade, acesso a vacinas diretamente pelos donos de animais de
estimacdo ou criadores, de forma que a vacinacao pode ser realizada sem
supervisdo veterinaria, disponibilidade limitada de educagdo continuada em
vacinologia veterinaria e falta de obrigatoriedade de desenvolvimento e atualizagao
profissional continuada e limitados dados publicados em revistas cientificas
indexadas sobre doencgas infecciosas em pequenos animais e auséncia de apoio
na pesquisa académica,doencas infecciosas caninas e felinas que podem ser
prevenidas por vacinas na América Latina através de trés métodos: (1) revisdo da
literatura cientifica revisada por pares, (2) discussao com os principais lideres de
opinido em reunides de pequenos grupos e (3) questionario encaminhado aos
veterinarios conforme descrito acima. Paises onde a raiva canina e endémica a
vacina antirrabica inativada é considerada uma vacina essencial para todos os
caes. As diretrizes da WSAVA recomendam a revacinacgao dos filhotes com vacinas
essenciais internacionais contendo VVM a intervalos determinados ao longo dos
primeiros 4 meses de idade para superar a interferéncia dos anticorpos maternos
As diretrizes também recomendam que uma vacina essencial final contendo VVM
seja administrada entre 6 meses e 1 ano de idade . O desenvolvimento de

imunidade protetora ndo depende do numero de doses de vacinas essenciais
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contendo VVM administradas durante a série de vacinag&o dos filhotes, mas sim
de quando elas sdo administradas. (WSAVA 2020)

A politica de vacinagado canina no Brasil € uma medida crucial para a
prevencao da raiva em animais e humanos. Desde 2004, o Ministério da Saude
Brasileiro implementou a estratégia de vacinagdo canina em massa anualmente,
conhecida como Campanha Nacional de Vacinagdo Antirrabica Animal. A meta é
vacinar todos os caes e gatos do pais com mais de trés meses de idade, atingindo
uma cobertura minima de 80% da populagdo canina. De acordo com dados do
Ministério da Saude, a raiva ainda é um grande problema de saude publica no
Brasil, com uma média de 30 casos humanos e 8 mil animais infectados a cada
ano. No entanto, a vacinagcdo em massa tem tido um impacto significativo na

diminuicdo do numero de casos caninos e humanos. (Ministerio da Saude 2021)

Um estudo de seis anos (2000-2017) Do total de 188 casos de raiva humana
ocorridos no pais, com variacao de idade de 1 a 82, os menores de 15 anos foi a
faixa etaria mais acometida de um total de49,6%. A ferida registrada maiormente,
foi a mordedura. Os porcentagens da regido de notificagdo foram o Nordeste
55,0%, seguido pela regiao Norte 34,0%. Os numero de casos por estado foi
Maranhao 30,0%, Para; 24,0% e Ceara; 9,0%, 68 casos (36,2% )foram registrados
na Amazonia, todos em area rural e transmitidos por morcegos. Em 2017 na
comunidade ribeirinha Tapira, municipio de Barcelos AM, houve um surto de raiva,
com trés irmaos menores de 18 anos infectados: eram moradores de area rural
(reserva extrativista), com histérico de exposi¢des a morcegos. Em 2000 quatro
casos de raiva humana transmitidos por caes ocorreram em regides de fronteira:
Assis Brasil/AC; Sao Francisco do Guaporé/RO, em 2001; Xapuri/ AC, em 2004; e
Corumba/MS, em 2015. Cabe ressaltar que os quatro municipios fazem fronteira
com a Bolivia, sendo que Assis Brasil, é de triplice fronteira (Brasil, Peru e Bolivia).
Entre 2000 e 2008 ocorreu a maioria dos casos Desses, 75 (46,6%) envolveram
caes e 74 (45,9%) morcegos. Entre 2009 e 2017 ocorreram 27 casos (14,4%), 11
(40,7%) envolvendo céaes, seguidos de oito por morcegos (29,6%) e quatro por
macacos (14,8%); e trés por gatos (11,1%), com virus da variante AgV3, compativel
com a encontrada em morcego hematéfago. Em 2017, um surto de raiva humana
causada por morcegos infectou trés pessoas: duas delas evoluiram a 6bito; no

terceiro caso, se fez tratamento de soro antirrabico e trés doses de vacina,
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sobreviveu mais com sequelas neurologicas severas. (Alexander Vargas
et.al.2000-2017)

A resposta imune individual é a capacidade do organismo de reconhecer e
responder a um determinado patégeno de maneira especifica. Isso significa que
cada individuo pode ter uma resposta diferenciada em relagao a outros individuos
expostos ao mesmo patdogeno, com base em varios fatores, como idade, sexo,
estado de saude e histérico imunoldgico prévio. Por outro lado, a resposta imune
de rebanho se refere a protecdo que um grupo de individuos tem contra a
propagacédo de doengas, gragas a imunidade coletiva adquirida. Isso é possivel
quando uma porcentagem suficiente da populagcdo € vacinada ou desenvolve
imunidade natural contra um patégeno, o que dificulta sua disseminagao. Dessa
forma, mesmo que individuos imunocomprometidos ou ndo vacinados estejam
presentes, eles ainda estdo protegidos pela imunidade do grupo. (Plotkin S et.al.
2017) (Fine P.et.al. 2009)

A politica de vacinagao canina em massa no Brasil tem sido uma medida
crucial para a prevenc¢ao da raiva em animais e humanos. A diminuicao dos casos
caninos de raiva sugere que a campanha tem tido um impacto positivo na saude
publica, mas ainda ha muito trabalho a ser feito para erradicar esta doenca no
pais.(Ministerio da Saude 2021).

No estado de Mato Grosso do Sul no periodo de 2019-2021 os caes e gatos
foram responsaveis por 96,5% dos agravos a seres humanos, com um total de
19904 casos envolvendo cées e 3539 envolvendo felinos, revelando a importancia
da vacinacao antirrabica em cées e gatos. (SECRETARIA DE SAUDE, GOVERNO
DE ESTADO MATO GROSSO DO SUL, 2020).

A maior referéncia de protecao contra o virus da raiva e a titulacdo de
anticorpos. O indicador para avaliar a resposta positiva da vacina e do tratamento
em humanos e animais e determinado pelo titulo de anticorpos igual ou acima de
0,5 Ul/ml, estabelecido pela Organizagdo Mundial da Saude e a Oficina
Internacional de Epizootias. Para esta finalidade o teste mais usado é o Rapid
Fluorescent Focus Inibition Test (RFFIT) (Leonardo Rigo1 e Michael Robin
Honer,2003) (KOTAIT et al., 2009).. O teste RFFIT é recomendada pela WHO25
(1992) por apresentar alta sensibilidade, especificidade e rapidez na obtencéo dos

resultados.
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Poucos estudos examinaram os fatores associados a falha de ces atingirem
um titulo adequado de anticorpos apds a vacinagcdo. Entre os fatores que
determinam a queda do nivel de anticorpos pds-vacinagao, o estado nutricional dos
animais € mencionado como interferente na indugdo e manutengdo da resposta
imune humoral. A esse respeito Das et. al. testaram duas vacinas anti-rabicas uma
de cultura celular e outra de tecido nervoso, a conclusao foi que a resposta de anti-
corpos € sempre melhor em animais bem nutridos, independentemente da vacina
utilizada.(Almeida el.al.1997)

Akakpo et. al., avaliaram a resposta imune de 514 caes que receberam dose
Unica de vacina antirabica de cultura celular, e observaram uma diminuicdo no
numero de animais protegidos de 74%, 30 dias apds a vacinagao, para 7,0% apdés
360 dias, motivo da baixa condicdo de saude dos animais, ma nutricao, infec¢des
e parasitoses. (Almeida et.al. 1997)

Dados relatados por (SOARES et al. 1991), analisando a resposta imune
humoral de caes domiciliados e bem nutridos, observaram a queda no titulo de
anticorpos para raiva, induzidos pela vacina Fuenzalida-Palacios. Entretanto,
(RIGO 2006) ndo encontraram associagao entre a aplicagdo de 1 ou mais doses
de vacina, com maior titulo imunitario em caes avaliados durante uma campanha

de vacinacao antirrabica em Campo Grande, MS.

Estudo conduzido por (WALLACE et al. 2017) revelou que o tamanho (porte
do cdo) também pode afetar a resposta imune. Caes pequenos tiveram resultados
de titulos mais favoraveis, seja por fatores genéticos ou em relagdo a dose da
vacina antirrabica. Todos os céaes, independentemente do tamanho, recebem a
mesma dose da vacina antirrabica (1 ml por produtos licenciados), de modo que
embora a concentragédo de antigeno possa variar entre produtos e lotes, a dose de

antigenos que os cées recebem varia muito entre ragas miniaturas e gigantes.

Outro estudo revelou que apds a primeira vacinagao, 51,5% dos caes
apresentaram titulos de protecdo durante o periodo estudado. Apds um ano da
primeira vacinagéo, apenas 54,7% dos animais mantiveram niveis protetores de
anticorpos contra a raiva. E sugerem que, a fim de melhorar os titulos de protegao

contra a raiva durante 12 meses, sejam realizadas 3 doses, sendo uma dose
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reforco 30 dias apds a primeira e uma terceira dose da vacina aos 180 dias apés a
primeira (BABBONI et al., 2014)

Estudo conduzido por PINBURAGE revelou que uma unica dose de
vacinagao antirrabica nao é suficiente para a manutencgao dos titulos de anticorpos
por um periodo de 1 ano em cachorros, cdes jovens com donos e em cées sem
donos. Os anticorpos maternos nao fornecem protecdo adequada aos filhotes de
maes previamente vacinadas e aos filhotes de maes nao vacinadas anteriormente.
O desenvolvimento da imunidade apds a vacinacao parece ser muito semelhante
em ambos os grupos de cachorros. Os resultados indicaram que uma unica dose
de vacinagao antirrabica ndo consegue gerar um nivel protetor de imunidade (0,5
Ul /ml) que dura até 1 ano em 40,42% dos caes sem donos e 57,14% dos juvenis
nao vacinados anteriormente (idade: 3 meses a 1 ano) caes com donos. Mais de
uma vacinagao ajudaria a manter os titulos de anticorpos acima do nivel protetor
na maioria dos cées. (PINBURAGE et al. 2017)

O pico de anticorpos neutralizantes do virus da raiva ocorre geralmente entre
4-6 semanas apos a estimulagao antigénica inicial. CLIQUET et al. (2003) citam
que a resposta humoral torna-se significativamente mais fraca em caes
primovacinados cinco meses apds a vacinacao. O percentual de caes com titulos
inferiores a 0,5 Ul/ml foi de 7,8% dois meses apds a primeira vacinagao, 19,1%
entre dois e quatro meses, 25% de quatro a seis meses e 22% mais de seis meses
apods a vacinacgao. Os autores também observaram que quanto mais vezes os caes
foram vacinados (numero de reforgos anuais), como por exemplo os vacinados
duas vezes com um intervalo de 12 meses entre doses, os titulos de anticorpos
foram geralmente mais altos, independentemente da época do teste soroldgico
(CLIQUET et al., 2003).

Considerando que uma unica dose de vacina antirrabica ndo e suficiente
para a manutencao de anticorpos no periodo de um ano, foi delineado experimento
com objetivo de avaliar a titulagdo de anticorpos frente a diferentes protocolos da
primovacinagao antirrabica em caes apds a primeira dose de vacina; além de
comparar diferentes protocolos de vacinagao antirrabica mediante os titulos de
anticorpos obtidos; comparar a titulacdo de amostras de soro de caes

primovacinados, em relacdo ao estado geral e ao porte do cédo e finalmente,
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elaborar um protocolo adequado de doses de vacina antirrabica na primovacinagcao

capaz de induzir a uma boa imunidade.

Testes usados para detectar anticorpos contra o virus rabico, em estudo
comparativo entre o RFFIT e o Fluorescent Antibody Virus Neutralization (FAVN),
nao foram encontradas diferengas significativas entre o uso deles para detecc¢éo de
anticorpos no soro sanguineo (BRIGS et al.,1998) (CLIQUET et al.,2003).
Comparando o uso do Flow Cytometry (FC) com o Teste Simplificado de Inibigdo
Fluorescente (SFIMT) e o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), os
autores encontraram correlagdo de 0,7712 e 0,6702, respectivamente, indicando
que o Flow Cytometry (FC) pode ser usado para analises de titulos de anticorpos
neutralizantes em soro (BORDIGNON et al., 2002). Em trés estudos com o teste
ELISA, foi verificado que o nivel de falso-positivo variou de 0,2% a 1,1% e de falso
negativo variou de 5,7% a 20,7%. Conclui-se que o ELISA tem baixa sensibilidade
em relagdo ao Fluorescent Antibody Virus Neutralization (FAVN) teste, mas € uma
ferramenta util para processar rapidamente amostras de animais de companhia
(CLIQUET et al., 2004).

O teste mais usado para avaliar a titulagao € o Rapid Fluorescent Focus Test
(RFFIT) (SMITH et al., 1973).

2. REVISAO DE LITERATURA
21. Epidemiologia

A raiva em mamiferos é fatal devido ao envolvimento do sistema nervoso
(SN) e é causada por um virus de RNA de fita simples, neurotrépico, sentido
negativo, nado segmentado, pertencente ao género Lyssavirus, familia
Rhabdoviridae e ordem Mononegavirale ( Madhusudana et al .2012 ). O RNA do
virus da Raiva possui acido nucleico envelopado, lembrando sua morfologia a
formade um projétil que mede 180 x 70nm (PRADO, 2009; CORREA, CORREA,
1992). O genoma do virus da raiva contém 5 genes monocistrénicos altamente
conservados relacionados a cinco proteinas virais glicoproteina (G), nucleoproteina
(N), proteina de matriz (M), proteina nao estrutural (NS) e proteina RNA polimerase
dependente de RNA (L).
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. A proteina N especifica do grupo exibe atividade de precipitagéo, fixagado do
complemento, imunofluorescéncia e ELISA e, portanto, desempenha um papel

importante no diagndstico e na identificagéo do virus.

. A proteina M é responsavel pela montagem e brotamento do virus,

regulando a transcrigdo e a replicagao do virus.

. A proteina G (especifica do sorotipo) atua como antigeno protetor e

neutralizador. E responsavel pela ligacdo com os receptores das células-alvo.

. As proteinas NS e L sao vitais para a sobrevivéncia e replicagao do virus da
raiva (Albertini et al.2011 ; Zhu e Guo2016 ). .

O virus da raiva consegue viver 4 horas a 40°C e 24 horas na saliva A baixas
temperaturas (4°C), sobrevive por anos. Fica inativado por detergentes, solventes
organicos PH 10, enzimas proteoliticas e Raios UV, Embora seja um virus estavel
com relagédo as mutagdes genéticas, seu género possui 8 genaotipos, porém, o que
é encontrado na América Latina e no Brasil € o tipo 1 — Rabies virus (RABV), sendo
que este, possui 12 variantes antigénicas, mas no Brasil 7 foram isoladas
(MORANDI 2020).

Figura 1. Variantes antigénicas e espécies nas quais elas s&o isoladas
Fonte: Adaptado ao Instituto Pasteur (2020)

Variantes Animais Reservatérios Nome Cientifico
1e2 Cao Canis lupus familiaris
3 Morcegos hematéfogos Desmodus rotandus

4 Morcegos ndo hematéfagos Lasiurus cinereus
5 Morcegos nao hematéfagos Tadarida brasiliensis

6 Cachorro do mato Cerdocyon thous

7 Sagui de tufos brancos Caliithrix jacchus

2.2. Patogenia

O RABV causa uma doenga relativamente lenta, mas progressiva, sem
sinais clinicos iniciais, que se torna fatal apds o aparecimento dos sinais clinicos.
O virus no local injetado permanece oculto (eclipse) por tempo variavel (um limite

deve ser excedido para causar a doencga). O periodo de incubagao ou eclipse é
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altamente variavel de 2 semanas a 6 anos (média de 2 a 3 meses), que depende
inteiramente da concentracéo do virus inoculado, local de inoculagédo e densidade
de inervagdes (Greene e Rupprecht 2006). Maior fator de risco sdo as mordidas
nas maos, pescoco, face e cabega principalmente com sangramento levando a um
periodo de incubagcdo mais curto devido a diminuigdo do comprimento e maior
numero de neurdnios. Geralmente o RABV pode persistir no musculo por tempo
prolongado, o que pode dar uma chance para tratamento pds-exposi¢cao e
eliminacao do RABV pelo sistema imunolégico do hospedeiro (Hemachudha et
al.2002). Ele se liga através dos receptores da proteina G as células-alvo (midcitos,
neurdnios sensoriais e motores locais) e se amplifica nas células musculares e nos
macrofagos (Tsiang et al.1986). Pode entao persistir até 18 dias.

* O virus se liga por meio de receptores acoplados a proteina G as células-
alvo (miocitos, neurbnios sensoriais e motores locais) e se amplifica nas células
musculares e macrofagos e, em seguida, através dos fusos nervosos dos nervos
sensoriais ou da jungdo neuromuscular dos nervos motores, o virus ascende

centripetamente ao longo os nervos para atingir o sistema nervoso central.

e O virus viaja por transporte axonal retrogrado rapido a uma taxa de 12-100 mm
por dia em direcdo ao SNC.

¢ Os receptores sao o receptor nicotinico de acetilcolina, molécula de adesao
celular neural (CD56) e receptor do fator de crescimento nervoso de baixa
afinidade (NTR75).

e Disseminagao do virus da raiva para longe do SNC (disseminagao centrifuga)
ao longo das vias neuronais, particularmente através do sistema nervoso
parassimpatico, que é responsavel pela infecgdo das glandulas salivares e da
pele.

¢ Nenhuma resposta imune é detectavel na maioria dos casos de raiva humana
em 7-10 dias apos o inicio dos sinais clinicos e a imunossupressao nao tem
efeito sobre o resultado da raiva.

e A inibicao da apoptose pode ser uma estratégia do RABV para favorecer sua

progressé&o pelo sistema nervoso (Rajendra Singha et.al. 2017).

Estudos experimentais em gambas listrados usando isolado canadense de
RABYV de rua obtido de glandulas salivares de gamba para explorar os eventos que
ocorrem durante o periodo de incubacdo mostraram que o RABV esta presente no

local da picada ou proximo a ele durante a maior parte do periodo de incubacgao
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(Jackson et al.,2010). A replicacdo nas fibras musculares pode ser uma etapa
patogenética critica para o virus obter acesso ao NS periférico. Normalmente, a
pele e os tecidos subcutaneos sao ricos em inervacdes sensoriais e autonémicas,
que estdo envolvidas na infeccdo devido a picada mais profunda dos vetores, mas
os morcegos geralmente infligem picadas mais superficiais do que os vetores
terrestres, tornando o hospedeiro geralmente inconsciente da picada. Estudos in
vitro mostraram que o RABV de morcego se multiplica eficientemente durante
temperatura corporal menor (34°C) quando comparado ao normal, e tem mais
viruléncia devido a boa adaptabilidade em células epiteliais e fibroblastos
localizados na derme resulta em mais replicagdo do RABV na derme localmente (
Rajendra Singha et.al. 2017).

Do SNC, o RABV atinge as glandulas salivares por meio dos nervos
cranianos (nervos facial e glossofaringeo) e entao € excretado na saliva, que esta
pronto para ser transmitido a um novo hospedeiro. A forma mais comum de
transmissao da raiva (90%) é a mordida de animais infectados como cées e gatos,
devido a sua intima associagdo com o ser humano (Baer et al.,1991). Na maioria
das nacdes do mundo, particularmente na Asia e na Africa, as mordeduras caninas
sao responsaveis por 85% a 95% dos casos de raiva em humanos (Tang et al.2005;
Fitzpatrick et al.2012). Normalmente, o RABV entra no corpo através de feridas ou
cortes, nao através da pele intacta. Assim, a disseminagao requer a deposicao de
RABYV da saliva ou tecido neural infectado em feridas de mordidas, cortes abertos
na pele e membranas mucosas. O risco de infeccdo por mordida é de 5% a 80%,
aproximadamente 50 vezes mais do que por lambedura ou arranhdo, cuja
ocorréncia é de 0,1% a 1% (Hemachudha et al.2013). A mortalidade na infecgéo
por RABV depende da gravidade da infecgao, localizagao da picada e quantidade
suficiente de virus na saliva (Warrell e Warrell 2004; Hemachudha et ai.2013).
Isolados de RABV de morcegos s&o mais virulentos quando injetados
superficialmente na epiderme porque o virus se replica mais rapidamente em
células ndo neuronais e em temperaturas mais baixas do que os RABVs de caes.
A infecgéo percuténea provavelmente ocorre durante contato despercebido com a
pele e mordidas e arranhdes superficiais. Nos ultimos 50 anos, poucas exposi¢des
sem mordida foram documentadas em humanos embora o numero de casos de
raiva nao transmitida por mordida de animal € menor (Dietzschold e Koprowski

2004). A exposigcdo sem mordida inclui a inalagdo de RABV em aerossol no sistema
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do corpo em concentragdo mais alta, transplantes de o6rgdos e cornea e
contaminagdo de feridas abertas, abrasbes, membranas mucosas com saliva
carregada de antigeno da raiva ou com material infeccioso, como tecido cerebral
de um animal raivoso. A transmissdo de doencas por meio de transplante de
orgaos, especialmente transplante de cérnea, foi relatada em pacientes alemaes
em 2005 (Helenbrand et al.2005). Assim, foi sugerido que os doadores,
principalmente aqueles com sinais nervosos, deveriam ser testados para raiva
(Dietzschold e Koprowski 2005). A exposi¢cao a vacinas durante a vacinagédo de
animais pode apresentar risco potencial quando as vacinas contém virus vivos
atenuados. A profilaxia pré e pds-exposicao € necessaria para lidar com essas
condi¢des. O manuseio de carcagas infectadas com raiva em frigorificos, agougues
e matadouros, incluindo veterinarios, estdo em risco. Durante a fase de incubacao,
o RABV permanece estritamente na condig&o intraneuronal. Ainda ndo se sabe,
durante a fase de incubacdo da raiva, se doadores de sangue aparentemente
saudaveis podem transmitir a doencga aos receptores. Assim, apds o PEP contra a
raiva em humanos, a doagédo de sangue e 6rgaos nao é permitida por um ano. O
virus da raiva pode ser excretado do leite da mulher, e ha suspeita de um caso de
transmissao de raiva de mae para filho através da amamentacédo A transmissao
transplacentaria foi relatada em animais, mas ainda nao foi documentada em
humanos. Além disso, muitas mulheres gravidas com encefalite devido a infecgao

por raiva deram a luz bebés saudaveis (Rajendra Singha et.al. 2017).

2.3. Epidemiologia

A raiva nao faz distingado de sexo ou idade. Ocorre em todos os continentes,
exceto Antartida e Oceania, sendo frequente relatado em paises da Africa e Asia
(FUNASA, 2002). .O Brasil é considerado uma area endémica, pois infelizmente,
se faz presente em todas as regides (KIMURA, 2006). Ha duas formas de
manifestacdo epidemioldgica da raiva e se distinguem-se pela area em que foi
relatada, sendo a raiva urbana, disseminada, principalmente pelos caes e gatos e
araiva silvestre, onde tem como reservatorio animais carnivoros e selvagens, como
raposas e lobos (CORREA & CORREA, 1991; LIMA, 2014). A manifestacdo da
raiva furiosa no cao também faz com que antes dele vir a 6bito, dissemine a doencga
através de mordidas em uma grande quantidade de animais (MS, 2019; PRADO,

2009). Com o animal infectado a salivagao € intensa, disseminando saliva pelas
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suas patas, isso permite que arranhaduras sejam fontes de infecgédo,
principalmente vindas de felinos, que se defendem através das garras. Nao ha
relatos onde tenha a infecgao do virus em pele intacta, porém, em mucosas integras
sim (CORREA & CORREA, 1991). De acordo com a definicdo da Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), um pais que nao tenha registro de casos de raiva
humana ou animal adquiridos localmente dentro de um periodo de dois anos devido
a regulamentos de vigilancia e importagao pode reivindicar o status de livre de raiva.
Mas a suscetibilidade a reintroducao de paises vizinhos existe. Qualquer pais que
mantenha o status de livre de raiva exige monitoramento continuo estrito,
quarentena de animais importados e regulamentos para evitar a entrada de virus,
principalmente com a importagao ou introducéo de animais infectados (Castrodale
et al.2008). E necessaria uma lista oficial atualizada para que um pais seja livre de

raiva.

A disseminacéo da doenga de areas vizinhas infectadas para areas livres de
raiva foi relatada na regido fronteirica da Coréia do Sul e na llha Flores da
Indonésia. Portanto, € necessario dar atencdao especial a raiva como uma
importante doenga emergente e reemergente, mesmo em paises livres da doencga
(Kim et al.2005).

O aumento do numero de morcegos hematdéfagos nas Américas esta
diretamente associado ao risco de surtos de doengas em humanos e animais A
transmissao da raiva por picadas de morcegos hematofagos foi relatada em varios
estados dos Estados Unidos da América (EUA), bem como no Chile, Venezuela,
México, Peru, Coldmbia e outros paises do Novo Mundo. A raiva circula com dois
ciclos epidemioldgicos, que se inter-relacionam, ou seja, ciclo urbano e silvestre,
tendo principalmente cdes de estimacdo, gatos e mamiferos silvestres como
raposa, guaxinim, chacal, lobo, texugo, mangusto e morcegos, etc., como
vetores/reservatérios. O segundo grupo mais importante sdo os animais
domésticos, como bovinos, ovinos e caprinos, camelos, burros e gatos selvagens.
A raiva equina é uma doenca relativamente incomum, mas ainda ¢é invariavelmente
fatal e muitas vezes tem um potencial significativo de exposigdo humana Na maioria
dos casos de raiva em cavalos, gambas raivosos sao os culpados, mas raposas,
guaxinins, morcegos e caes e gatos nao imunizados também podem transmitir a

doenca (Rajendra Singha et.al 2017).
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Suas formas epidemiolégicas obedecem a uma divisdo didatica, sendo que
as mais conhecidas sao a raiva urbana e a raiva rural. Do SNC, o RABV atinge as
glandulas salivares por meio dos nervos cranianos (nervos facial e glossofaringeo)
e entdo é excretado na saliva, que esta pronto para ser transmitido a um novo
hospedeiro. A forma mais comum de transmissao da raiva (90%) € a mordida de
animais infectados como caes e gatos, devido a sua intima associagdo com o ser
humano (Baer 1991). No Brasil a raiva urbana se presenta principalmente na
populagdo canina; porém, outros animais domeésticos também sao infectados. A
raiva rural € mantida no campo pelo morcego hematdéfago (Desmodus rotundus),
transmitindo o virus para diferentes espécies de animais domésticos, bovinos,
equinos, caprinos, etc. O ciclo silvestre é representado pela raiva nas espécies de
mamiferos, principalmente nos canideos silvestres. No Brasil, mediante estudos se
propus um ciclo epidemioldgico da raiva onde tem estreita relagdo (Ministério da
saude 2008).

Figura 2. Ciclos epidemiolégicos da raiva

Fonte: Instituto Pasteur (2008)

Ciclo Urbano
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Figura 3. Casos de Raiva Humana no Brasil (periodo 2010-2018)

Fonte: (SVS et al., 2019)

Ao Lugar Casos Vurim'\lc. Animal agresor
humanos Antigénica

2010 Ceara | V2 Perro

2010 Ceara 1 Vuu Primate

2010 Rio Grande Norte 1 V3 Murciélago

2011 Maranhdo | V2 Perro

2011 Maranhdo | V2 Gato

2012 Ceara 1 Vuu Pnimate

2012 Maranhdo 2 V2 Perro

2012 Minas Gerais 1 V3 Murciélago

2012 Mato Groso 1 e

2013 Maranhdo 2 V2 Perro

2013 Maranhdo 1 Vuu Primate

2013 Piaui 1 V2 Perro

2013 Piaui 1 Vuu Primate

2015 Mato Grosso do Sul 1 Vi Perro

2015 Paraiba | V3 Gato

2016 Ceara 1 V3 Murciélago

2016 Roraima 1 V3 Gato

2017 Amazonas 3 V3 Murciélago

2017 Bahia 1 V3 Murci¢lago

2017 Pemambuco 1 V3 Gato

2017 Tocantins 1 Vi Perro

2018 Para 10 Vi3 Murciélago

2018 Sdo Paulo 1 -e- Murciélago

2.4. Sintomatologia

2.4.1. Raiva em Humanos

29

Periodo de incubac&o: 10 dias até 4 a 6 anos (assintomatico). Com os

seguintes sinais clinicos:

1) Alteragbes de comportamento, angustia, cefaleia, pequena elevagdo de

temperatura, mal-estar e alteracbes sensoriais imprevistas no local da

mordedura.

2) Excitacao, sensibilidade a luz e ao som, dilatagdo das pupilas, aumento da

salivacao.

3) Espasmos nos musculos da degluticdo, bebida recusada por contragdes

musculares espasmaodicas laringofaringeas (hidrofobia).
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5)

6)

30

Espasmos dos musculos respiratorios, convulsdes generalizadas.

A fase de excitagao pode ser predominante até a morte ou ser substituida por

uma fase de paralisia generalizada (quando o morcego e o transmissor).

Duracédo da doenca 2-6 dias e morte, que é atribuida a faléncia das fungdes

vegetativas centrais basicas devido a miocardite rabica concomitante.

2.4.2. Raiva Canina

1)

Periodo de incubagédo :15 dias - 2 meses. Com os seguintes sintomas:

Fase prodrbmica :mudanca de comportamento, escondem-se em locais

escuros, agitagao inusitada.

Apods 1 a 3 dias excitagao, agressivo, morde objetos, outros animais, 0 homem,

seu proprietario, si mesmo

A salivagao abundante, incapaz de deglutir sua saliva, paralisia dos musculos

da degluticao
Alteracéo do latido, se torna rouco ou bitonal.

Propensao de abandonar suas casas e percorrer grandes distancias, atacando

outros animais, disseminando a raiva.

Fase final, convulsdes generalizadas, incoordenagdo motora, paralisia do
tronco e dos membros.A forma muda :predominio de sintomas do tipo
paralitico, fase de excitagdo curta ou imperceptivel. A paralisia comeca pela
musculatura da cabeca e do pescocgo; apresenta dificuldade de deglutigao

‘engasgo”, paralisia, morte

2.4.3. Raiva Felina

Sintomatologia semelhante a raiva canina segundo o Ministerio da Saude,

2008.

2.5.

Diagnéstico

O virus da raiva explora varios mecanismos para escapar das respostas

imunes do hospedeiro. Sendo uma importante zoonose, o diagndstico preciso e

rapido € importante para o tratamento precoce e medidas eficazes de prevengéao e

controle.

2.5.

1. Com base nos sinais clinicos
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Os sintomas prodrémicos da raiva em humanos incluem coceira, dor ou

parestesia no local da picada e disturbios gastrointestinais.

A raiva furiosa € caracterizada por irritabilidade, agitagdo, hiperestesia,
disturbios autonémicos com sintomas patognoménicos de hidrofobia, aerofobia e
paralisia flacida. Em 75% dos caes, os primeiros sinais (duragcdo de 2 a 5 dias)
progridem para formas paraliticas ou mudas. Tanto a paralisia quanto a mortalidade
ocorrem em ambas as formas clinicas 4 a 8 dias apds o aparecimento dos sinais
clinicos. Com base em alguns sinais clinicos tipicos em cées e outras espécies. A
doencga deve ser diferenciada de cinomose, encefalite canina, equina e bovina,
encefalopatia hepatica, deficiéncia de tiamina (gatos), intoxicagdo por chumbo e
compostos organoclorados, acido benzdico, intoxicagdo por estricnina, pseudo-
raiva, encefalopatia espongiforme e listeriose A raiva adquirida por morcegos pode
apresentar manifestagdes clinicas diferentes da raiva adquirida por caes. Esses
achados podem ajudar a melhorar o diagndstico precoce da raiva (Rajendra Singha
et.al 2017).

2.5.2. Amostras clinicas

Amostras clinicas como LCR, saliva, swabs da mucosa nasal, olho e
garganta, esfregacos de impresséo do globo ocular e da cérnea, bidpsias da pele
facial e da nuca e dos tecidos do cérebro (tronco cerebral, cerebelo e hipocampo)
nos animais mortos (Warrell e Warrell, 2004). Um teste intra-vitam é o primeiro teste
de diagnéstico indicado para a raiva, aplicavel a individuos mortos ou vivos. O teste
da cdérnea € um novo meétodo para o diagndstico intravitam da raiva. As amostras
para diagnostico devem ser transportadas com glicerol ou solugao salina a baixa
temperatura (Shankar2009). As biopsias de pele sdo materiais uteis para o
diagndstico ante-mortem e post-mortem da raiva em humanos (Blenden et al.1986)
e animais (Blenden et al.1983). O antigeno viral foi identificado nos nervos
periféricos ao redor dos foliculos pilosos, e a taxa de diagndstico positivo aumentou
a medida que a infecgéo progride (Blenden et al1986). Os pelos tateis (complexo
foliculo-sinusal) na pele do focinho de cdes podem ser utilizados como material
alternativo para o diagndstico post mortem da raiva. O antigeno RABV foi detectado
na bainha radicular externa no seio anelar, que foi sobreposto com a coloragao de
marcadores de células de Merkel, como citoqueratina 20 e CAM5.2. As células de

Merkel sao alvos do RABV em caes raivosos (Shimatsu et al.2016).
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2.5.3. Imagens por ressonancia magnética (MRI)

Imagens ponderadas por difusdo, imagens por tensor de difusédo e

biomarcadores estdo em uso recentemente.

Os métodos tradicionais de coloragao rapida de Seller e histopatolégico (HP)
ainda estdo em uso; entretanto, falham em detectar casos positivos de raiva na

auséncia de corpos de Negri.
2.5.4. Isolamento do virus da raiva em camundongos

Isolamento do virus da raiva em camundongos (camundongos recém-
nascidos com 3-4 semanas de idade ou 2 dias de idade) ou em linhagens celulares
como neurobrastoma de camundongo (Neuro2a/CCL 131), rim de hamster bebé

(BHK) 21/C13, Vero células e células de McCoy sdo os métodos mais confiaveis.
2.5.5. O teste de anticorpo de fluorescéncia direta (dFAT)

E o teste mais amplamente recomendado pela OIE e pela OMS para o
diagnéstico de raiva. E o teste padrao-ouro para diagnéstico de antigeno em tecidos

cerebrais frescos de caes.
2.5.6. Testes baseados em acido nucleico e microarray de DNA

Também estdo em uso segundo Rajendra Singha et.al, 2017.

2.6. Prevencao e Controle

e -E preciso uma vigilancia responsavel, diagndstico preciso e oportuno

e Vacinagao pré-exposicao de caes e gatos, eliminagdo de animais de rua ..

e A imunizacdo preventiva € recomendada pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) para todas as equipes envolvidas no manuseio de materiais
infectados ou suspeitos.

e Trés injecdes estao incluidas no protocolo de imunizagao nos dias 0, 7 e 28.
A vacinacao de reforgo é recomendada a cada ano.

e Na Europa, cepas de virus da raiva como SAG 2, SAD Bern e SAD B19
foram usadas para imunizagao oral em animais selvagens para programas
de controle da raiva.

e Gerenciamento pés-exposicao: quarentena estrita de animais por 6 meses

expostos a um animal com raiva confirmada ou suspeito.
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e FEutanasia dos animais que estdo desenvolvendo sinais clinicos de raiva e a
cabeca deve ser enviada para testes.

e A profilaxia pds-exposicdo (PEP) é acompanhada por injegdao de
imunoglobulina antirrabica de origem humana ou equina.

e Vigilancia laboratorial em animais selvagens e domeésticos

e Campanhas de conscientizagao através de meios de comunicagao de massa
e workshops.

e Colaboragao entre os setores médico e veterinario € necessaria para o

controle eficaz da doenca (Rajendra Singha et.al 2017).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a titulacdo de anticorpos neutralizantes frente a diferentes protocolos

de primovacinagao antirrabica em caes.

3.2. Objetivos especificos

e Auvaliar titulos de anticorpos neutralizantes antirrabicos em caes em diversos
protocolos apds a primeira dose de vacina.

e Comparar diferentes protocolos de vacinacao antirrabica mediante os titulos
de anticorpos neutralizantes obtidos.

e Comparar a titulagdo de amostras de soro de caes primovacinados, em
relagéo ao estado geral e ao porte do cao.

e Elaborar um protocolo adequado de doses de vacina antirrabica na

primovacinagdo capaz de induzir uma boa imunidade.

4. MATERIAL E METODOS
O projeto foi desenvolvido na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
FAMEZ-UFMS.

4.1. Aspectos éticos e legais

Para que fosse realizada a colheita de material biolégico de qualquer animal,
o projeto foi submetido ao Comité De Etica Para Uso De Animais (CEUA), e
aprovado com o numero 1.136/2020 da Universidade Federal De Mato Grosso Do
Sul-UFMS.
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O projeto foi submetido na SESAU para obter “Autorizagédo para realizagao
de pesquisa e projeto de extensdo na Secretaria Municipal de Saude de Grande —
MS” (Anexo 1).

Posteriormente foi enviada uma carta solicitando autorizagdo a
Coordenadoria do Centro de Controle de Zoonoses, para a obtengao das vacinas
e atuacdo no momento das adogdes dos cédes com a finalidade de conseguir

candidatos ao projeto (Anexo 2).

O proprietario de cada participante assino um Termo de consentimento, e
preencheu um questionario sobre manejo, habitos e ambiente de cada individuo,
onde também foram anotados dados referentes aos elementos epidemiolégicos e

exame clinico (Anexo 3).

No Instituto Pasteur foi realizado um acordo institucional com um Profissional
responsavel por lado sendo um grupo, tanto da parte do Instituo Pasteur, e outro
da parte da FAMEZ- UFMS (Anexo 4).

4.2. Delineamento do estudo

As caracteristicas principais procuradas em todos os grupos foi idade e nao
terem recebido vacinagao antirrabica, foram selecionados caes a partir de 4 meses
de idade e sem historico de vacinagao antirrabica, independente de raca, tamanho

€ sexo, porém essas caracteristicas também foram tabuladas e avaliadas.

Por motivo da pandemia de Covid-19 todas as medidas de protecado como
uso de mascara e alcool gel foram utilizadas nas visitas domiciliares. Todos os
animais participantes foram submetidos aos procedimentos do projeto nos

domicilios particulares.
4.2.1. Selecao de candidatos

O principal critério de inclusao foi o cdo estar ao redor ou maior dos 4 meses
de idade e nunca ter recebido vacina antirrabica, independentemente de raca e
sexo. Caes acima de 4 meses de vida tem niveis muito baixos de anticorpos de
origem materna que ndao podem neutralizar uma vacina (WILSON et al., 2014;
CADIER, 2015; FORD et al., 2017; NOVA et al., 2018; RUBIO et al., 2018)



692
693
694

695
696
697

698

699
700
701

702

703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716

77

718
719
720

35

O estudo constou de 3 grupos, cada um com 10 caes, Foi coletada amostra

de sangue de todos os individuos, de todos os grupos, prévio a primeira vacina,

tornando-se todos o grupo controle.

O método escolhido para a formagao dos grupos foi de areas geograficas

distantes aproximadamente 20 km uma da outra e proprietarios que aceitaram um

periodo experimental de 6 meses.

4.2.2.

4.2.4.

Periodo de realizacao, total animais, total amostras
Periodo: Margo 2021-Outubro 2021
Total numero de animais:32 caes

Total nUmero de amostras: 124

. Protocolos de vacinacao contra a raiva

Protocolo 1: Dia 0, coleta de amostra sanguinea e primeira vacina, seguida
de nova coleta de amostra nos dias 30 e 180. (Secretaria do estado de
saude, CAMPANHA ESTADUAL DE VACINACAO ANTIRRABICA ANIMAL
—2021) sugere uma vacina por ano.

Protocolo 2: Dia 0, coleta de amostra e primeira vacina, nova coleta de
amostra e reforgo de vacina no dia 30, e somente coleta de amostra nos dias
60 e 180. Protocolo sugerido pelo Instituto Pasteur, que indica a
primovacinagao a partir dos trés meses de idade e uma revacinagao aos 30
-45 dias e refor¢o no seguinte ano.

Protocolo 3: Dia 0, coleta de amostra e primeira vacina, coleta de amostra e
reforgo vacinal no dia 7, coleta de amostra e refor¢co de vacina no dia 30, e
somente coleta de amostra nos dias 60 e 180 (Protocolo sugerido por caso
de picada de morcego a um cachorro em Parana, e a doencga pode evoluir

aos 10 dias).
Formacao de grupos

Formacgao de grupos de caes para os protocolos de vacinagao 1,2 e 3 com

caracteristicas individuais de cada individuo, apresentado na Tabela 1 a

continuagao:
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Tabela 1. Formacgao de grupos de caes para os protocolos

N° Protocolo | N° Numero Raca Sexo Castrado Idade Peso EPC
individuo (Kg)
1 17 SRD Macho Néo 2 anos 10 Médio
2 18 SRD Fémea Né&o 1 ano 8 Médio
3 19 SRD Fémea Né&o 2 anos 10 Médio
4 20 SRD Fémea Nao 1 ano 7 Médio
5 21 SRD Fémea Nao 5 anos 7 Médio
Protocolo 1
6 22 SRD Fémea Nao 1,5 anos 6 Pequeno
7 23 SRD Fémea Nao 1 ano 5 Pequeno
8 24 SRD Fémea Nao 1 ano 5 Pequeno
9 25 SRD Fémea Nao 4 meses 3 Pequeno
10 32 Maltes Fémea Sim 8 anos 3,5 Pequeno
1 16 SRD Macho Nao 5 més 10 Médio
2 15 LuluPom Macho Nao 2 anos 2,5 Pequeno
3 14 LuluPom Macho Nao 4 anos 3 Pequeno
4 26 LuluPom Fémea Nao 2 anos 4 Pequeno
5 27 York Shire Macho Nao 8 anos 2 Pequeno
Protocolo 2 6 29 Maltes Fémea Nao 9 anos 3 Pequeno
7 31 York Shire Fémea Nao 7 anos 3,5 Pequeno
8 30 Maltes Fémea Nao 9 més 1,8 Miniatura
9 13 LuluPom Fémea Nao 3 anos 2,5 Pequeno
10 28 Maltes Macho Nao 5 anos 1,5 Miniatura
11 12 York Shire Macho N&o 7 anos 2 Miniatura
1 09 SRD Fémea Nao 3,5 més 6 Pequeno
2 07 SRD Macho Né&o 7 més 12 Grande
3 1" York Shire Fémea Nao 1 ano 1,5 Miniatura
4 06 York Shire Fémea Nao 3 anos 3 Pequeno
5 01 York Shire Macho Nao 9 anos 2 Pequeno
Protocolo 3 6 03 Shitzu Fémea Néao 8 anos 2,5 Pequeno
7 04 Amer.bul Macho Nao 9 més 25 Grande
8 05 Amer.bul Fémea Nao 6 més 20 Grande
9 02 York Shire Fémea Sim 6 anos 5 Pequeno
10 10 York Shire Fémea Nao 8 anos 2,5 Pequeno
1 08 York Shire Fémea Nao 8 anos 2,5 Pequeno

4.2.5. Procedimento da coleta de amostra e vacinacao

a) Todas as amostras e vacinagbes foram realizadas nos domicilios,

agendamento. Trés pessoas realizaram os procedimentos.

36

prévio

b) Coleta de amostra de sangue prévio a vacina Rhabdocell-Tecpar, utilizada

nas campanhas de vacinacdo realizadas pelo Centro de Controle de

Zoonoses do Municipio. A administragdo da vacina obedeceu a

recomendacgao de 1ml por via subcutanea na regido lombo sacra, tomando-

se os cuidados de assepsia no momento da aplicacgao.
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c)
d)

4.2.6.
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Os soro foram mantidos em freezer a -70° C;

Os soros foram encaminhados ao Instituto Pasteur para o processamento
das amostras pelo teste rapido de inibigao de focos fluorescentes (RIFFT), a
fim de determinar quantitativamente a titulacdo de anticorpos antirrabicos,
neutralizantes do virus da raiva, conforme SMITH et al. (1996) com
modificagdes (CHAVES et al., 2006), descrito a seguir:

O soro padrao internacional (WHO 2013) contendo 30 Ul/ml, foi diluido para
uso a 0,5 Ul/ml. As amostras de soro teste e soro padrao internacional foram
diluidas em seis diluicdes quintuplas seriadas iniciando-se de 1:2,5 em
microplacas de 96 orificios num volume final de 50uL usando meio minimo
essencial de Eagle com sais de Eagle contendo 10% de soro fetal bovino
(MEM-SFB). O volume de 50uL da suspensao de virus padrao (Challenge
Virus Standard — CVS- 132-11A), contendo 100 FFDs, foi acrescentado ao
soro diluido e as microplacas foram incubadas durante 90 minutos a 37°C
em atmosfera de 5% de CO,. Em seguida, foram adicionados 100uL de
suspensao de células BHK-21 (2,5 x 10° células/ml) e incubadas novamente
por mais 20 horas, a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. As células foram
fixadas, em banho de gelo, utilizando acetona 80% a -20°C. A reacéo foi
revelada com adigdo de conjugado antivirus da raiva produzido pelo Instituto
Pasteur (CAPORALE et al., 2009). A leitura foi realizada em microscopio
invertido de fluorescéncia em aumento de 200 vezes e em cada orificio da
placa foram examinados 18 campos para verificar a presenca de focos
fluorescentes. O célculo dos titulos foi feito utilizando o método de analise
Spearman-Karber (AUBERT, 1996) por comparag&o ao soro padrao (Test —
RFFIT). (Dados proporcionados Dra Karin Ferreira, Instituto Pasteur).

Analise de dados

Se utilizou analise estadistica media e desvio padrao intra grupos e entre

grupos.

. Os resultados foram analisados pelo teste de Kruskal Wallis, Mann-Whitney

Wilcoxon Test.

4.2.7.

Limitacbes da pesquisa
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761 — Proprietarios sédo evasivos referente a participacdo do cao no estudio porque
762 nao gostam das coletas de sangue.

763 — Nao se tinha muita escolha a hora de conseguir candidatos.

764 — Se evito escolher céaes de estado de saude regular, para evitar que em caso
765 de morte por qualquer circunstancia o estudo seja comprometido por
766 instancias legais.

767 — Caes foram vendidos, ou roubados ou mortos, portanto a coleta se viu
768 comprometida.

769 5. RESULTADOS
770 Foi realizado o calculo da média(X), mediana (Me) e desvio padrao (s)dos
771  resultados obtidos para cada protocolo do presente estudo.

772 No Grafico 1 se presentam resultados de anticorpos do protocolo 1, do qual

773  foram obtidos os seguintes resultados:

774 — Paraodia0: X=0,0557 Ul/ml, Me = 0,06 Ul/ml e s =0,0131
775 — Para o dia 30: X = 28,671 Ul/ml, Me = 34,985 Ul/ml e s = 17,366
776 — Para o dia 180: X = 2,051 Ul/ml, Me = 1,07 Ul/ml e s = 2,1486
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777 Grafico 1. Resultados de anticorpos do Protocolo 1

PROTOCOLO 1

ANTICORPOS

90 120 150 180
DIAS
—®—Individuo 17 —@— Individuo 18 Individuo 19 —@—Individuo 20
—@— Individuo 21 Individuo 22 —@— Individuo 23 —@— Individuo 24
—@—Individuo 25 —@— Individuo 32
778
779 No Grafico 2 se presentam resultados de anticorpos do protocolo 2, do qual
780 foram obtidos os seguintes resultados:
781 — Paraodia0: x=0,0546 Ul/ml, Me = 0,04 Ul/ml e s = 0,0357
782 — Paraodia 30: X = 41,969 Ul/ml, Me = 17,87 Ul/ml e s = 60,076
783 — Para o dia 60: X = 259,82 Ul/ml, Me = 81,73 Ul/ml e s = 657,97

784 — Para o dia 180: X = 52,118 Ul/ml, Me = 39,97 Ul/ml e s = 60,457
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785 Grafico 2. Resultados de anticorpos do Protocolo 2
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787 No Grafico 3 se presentam resultados de anticorpos do protocolo 3 do qual

788 foram obtidos os seguintes resultados:

789 — Paraodia0: Xx=0,1382 Ul/ml, Me = 0,12 Ul/ml e s = 0,0722
790 — Paraodia7: X=43,742 Ul/ml, Me = 3,9 Ul/ml e s = 92,577
791 — Para odia 30: X = 106,13 Ul/ml, Me = 68,34 Ul/ml e s = 129,69
792 — Para o dia 60: X = 125,96 Ul/ml, Me =139,75 Ul/ml e s = 144,81

793 — Para o dia 180: X = 29,031 Ul/ml, Me = 4,67 Ul/ml e s = 53,401
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A comparagao das medias gerais para cada protocolo esta representado no
Grafico 4.

Grafico 4. Comparacéo entre protocolos de vacinagao antirrabica

COMPARACAO ENTRE PROTOCOLOS
270
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No Grafico 5 se compara a quantidade de anticorpos depois de 180 dias. O
teste Kruskal Wallis forneceu um valor de P muito significativo 0,00077 que significa
que existe diferenga entre os grupos, e para saber onde estava essa diferenca,
utilizou-se o teste de Mann Whitney. Aparentemente, pode se observar que o grupo
2 tem valores muito mais altos. A diferenca entre o grupo1 e o grupo 2 é grande,
ou seja, o grupo 2 tem maior quantidade de anticorpos que o grupo 1 apds 180
dias. Também ha diferenga entre o grupo 1 e o grupo 3, sendo que o grupo trés
tem maior quantidade de anticorpos que o grupo 1 apés 180 dias. Entretanto,
quando comparamos 0 grupo 2 com o grupo 3, nao existe diferencga significativa. O
grupo 1 é diferente do grupo 2 e do grupo 3.
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810  Grafico 5. Comparacao dos niveis de anticorpos neutralizantes contra a raiva nos
811 trés protocolos de vacinacdo aos 180 dias

o504 Kruskal-Wallis, p = 0.00077
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813 No Grafico 6 com relagdo ao porte do cdo médio miniatura e pequeno, se
814  verifica que a caixa mais alta verde, e de caes miniatura, segue a caixa azul de

815 caes de pequeno porte e finalmente a caixa roxa de caes de médio porte

816 Para diferencar de uma caixa e outro se utilizou o teste de Kruskal Wallis e
817 deu um p significativo de 0,03, mostra a diferenga entre os caes de porte médio e
818 caes de porte miniatura, este ultimo grupo tem maior quantidade de anticorpos,
819 também os caes de pequeno porte comparado com os caes de médio porte, os de
820 pequeno porte tem maior quantidade de anticorpos. Entretanto, ao comparar os

821 caes miniatura com os caes de pequeno porte, ndo houve diferenca significativa.
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Grafico 6. Titulacado de amostras de soro de caes primo vacinados, em relacao a

Estimativa do Porte do Cao
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O gréfico 7 representa as porcentagens de caes com titulos de anticorpos

contra a raiva iguais ou maiores que 0,5 Ul. No tratamento 1, 90% dos caes

apresentaram niveis de anticorpos maiores de 0,5 Ul depois de 30 dias. Entretanto,

aos 180 dias apds a vacinagao, a quantidade de anticorpos desce para 70%,

enquanto nos tratamentos 2 e 3, 100% dos caes ultrapassaram o valor minimo de
0,5Ul aos 180 dias.
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Grafico 7. Comparagao entre os tratamentos (protocolos de vacinagao) e
porcentagem de caes com anticorpos acima de 0,5Ul/ml
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6. DISCUSSAO

No Grafico 1 observamos a evolugao do protocolo1, que inicia com uma
média abaixo do 0,5 Ul/ml devido a que ndao possuem vacina, evolui no dia 30 com
uma dispersao pronunciada e uma média de 28,671Ul/ml, e depois desce no dia

60, para retomar a uma média de 2,051Ul/ml,

Este resultado corrobora o estudo de CLIQUET et al. (2003), que diz que o
pico de anticorpos neutralizantes do virus da raiva ocorre geralmente entre 4-6

semanas apoés a estimulag&o antigénica inicial.

No Grafico 2 representando o protocolo 2, o pico de anticorpos se observa
aos 60 dias com uma média de 259,82/ml e posteriormente os anticorpos caem
para uma média de 52,118, mais se verifica que s6 um individuo esta ocasionando
essa dispersdo de dados, porque em geral o nivel de anticorpos se mantem

estabilizado, ja que no dia 30 a média e de 41,969 Ul/ml
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No Grafico 3 se observa uma marcante dispersdo, mais as medias
continuam em aumento em aumento aos 7 dias com média de 43,742Ul/ml sobe
para o dia 30 com uma média de106,13 Ul/ml e se mantem até o dia 60 com uma
média de 125,96 Ul/ml e cai no dia 180 a uma média de 29,031 Ul/ml.

No Grafico 4 comparando as medias dos trés protocolos, o Protocolo 2 e
aquele que mantem os anticorpos até o dia 180, seguido pelo protocolo dois

No grafico 5 ja com a utilizagao do teste Kruskal Wallis também se verificou
no dia 180 o grupo 2 apresentou maior quantidade de anticorpos que os grupos 1
e 3, resultado que concorda com (CLIQUET et al., 2003), indicando que a 645
resposta humoral torna-se significativamente mais fraca em cées primo-vacinados
cinco meses apos a vacinagao. Os autores também observaram que quanto mais
vezes os caes foram vacinados (numero de reforgos anuais), como por exemplo os
vacinados duas vezes com um intervalo de 12 meses entre doses, os titulos de
anticorpos foram geralmente mais altos, independentemente da época do teste 27
650 soroldgico (CLIQUET et al., 2003)

No Grafico 6 Em relagdo ao porte do cdo, os caes miniatura e caes de
pequeno porte apresentaram maior quantidade de anticorpos que os caes de porte
meédio. Este resultado concorda com o estudo conduzido por WALLACE et al.
(2017) que revelou que o tamanho (porte do cdo) também pode afetar a resposta
imune. Caes pequenos tiveram resultados de titulos mais favoraveis, seja por

fatores genéticos ou em relagéo a dose da vacina antirrabica.

No Grafico 7 Em fungdo da porcentagem a atingirem os protocolos de
vacinagao, todos eles atingiram., verificamos que o grupo 2 apresentou maior
quantidade de anticorpos seguido pelo grupo 3 e bem abaixo estaria o grupo 1, que
estaria apenas dentro do aceitavel, concordando com (BABBONI 2014),
(PINDURAGE 2017) e (CLIQUET et al 2003) que também observaram que quanto
mais vezes os cdes foram vacinados (numero de reforgos anuais), como por
exemplo os vacinados duas vezes com um intervalo de 12 meses entre doses, 0s
titulos de anticorpos foram geralmente mais altos, independentemente da época do
teste sorologico (CLIQUET et al., 2003).
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7. CONCLUSOES

Nesse estudo, quando avaliada a titulagdo de anticorpos neutralizantes em
trés diferentes protocolos de primo vacinacao antirrabica em caes, observa-se que
a utilizagdo de 2 ou 3 doses de vacinas se mostrou mais adequada na primo
vacinagdo capaz de induzir boa imunidade por atingir maior quantidade de

anticorpos neutralizantes antirrabicos acima de 0,5Ul/ml.

8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Muitos caes e gatos, principalmente os ultimos ndo possuem nenhuma
vacina antiviral em toda sua vida, de forma que seria util determinar se a presenca
dessas vacinas podem influenciar o nivel de anticorpos neutralizantes contra a

raiva, especialmente em gatos..

9. IMPACTO ECONOMICO, SOCIAL, TECNOLOGICO E/OU INOVAGAO

A raiva é uma enfermidade de suma importancia na saude publica devido a
sua letalidade de aproximadamente 100%. Esta pesquisa demostrou que uma so
vacina em 12 meses ndo gera anticorpos neutralizantes contra a raiva nos cées
avaliados, deixando o humano mais exposto. Este estudo mesmo com uma
quantidade de animais limitado demostrou que o protocolo atual de cobertura

vacinal contra a raiva nao é suficiente.
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ANEXOS
1-Autorizacdo e Termo de Parceria para Pesquisa na Area de Satide SESAU
2-Carta de Solicitacdo de Vacina a Coordenadoria Centro de Controle de Zoonoses

3-Termos de consentimento e questionarios dos proprietarios dos caes candidatos

participantes do Projeto
4-Primeiro acordo de Cooperacéao do Instituto Pasteur

5- Segundo acordo de Cooperacéao do Instituto Pasteur
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PREFEITURA MUNICIPAL DE CAMPO GRANDE
ESTADO DO MATO GROSSO DO SUL

TERMO DE PARCERIA PARA PESQUISA NA AREA DA SAUDE
Considerando a importancia da pesquisa na drea da salde;
Considerando a necessidade de elaborar protocolos para assegurar a qualidade dos
trabalhos realizados; {
Considerando resguardar questdes éticas e preservar sigilo das informages constantes
nas fichas/prontuarios/laudos de pacientes atendidos na rede municipal de saude;
O presente termo estabelece responsabilidades entre pesquisadores e a Secretaria
Municipal de Saude Publica:

COMPETENCIAS:
PESQUISADOR:
1) Solicitar por meio de carta de apresentagao a autorizagao do Secretario Municipal
de Saude para realizar pesquisa, no seguinte fomato:
 Identificagao do pesquisador do projeto (nome completo e do orientador);
Contato (telefone e e-mail);
Nome do projeto;
Objetivos,
Metodologia completa;
e Assinatura do coordenador de curso e do orientador de pesquisa.
Para que a execu¢io da pesquisa acontega devera entregar a esta secretaria uma copia
do parecer do Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos com o numero de
protocolo.
2)Em fungao da rotina de trabalho da SESAU agendar previamente com a area
envolvida;
3) Garantir a citagao da SESAU como fonte de pesquisa;
4) Disponibilizar copia para a SESAU e quando necessario para equipe de saude
5) Apresentar-se com jaleco ou cracha de identificagao.

SESAU:

1) Fornecerd as informagdes para pesquisa, preservando-se a identidade e
enderego do paciente;

2) As pessoas serdo atendidas pelos técnicos de acordoc com a
necessidade/objetivo da pesquisa,

3) Os trabalhos que envolverem dados, serdo enviados através de e-mail do
pesquisador;

4) Receber o resultado final e encaminhar para o devido retomo.

> q0s 5
Lol de yApfet F.::e
Pos-Graddvr EPISd F/SESAU m&g
S'?}'(ﬂria Muy'éipal de Saude Pesquisagédica Veterinaria

CRMV/.!S - 06284
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PREFEITURA MUNICIPAL DE CAMPO GRANDE
ESTADO DO MATO GROSSO DO SUL

TERMO DE RESPONSABILIDADE E AUTORIZAGAO

A Secretaria Municipal de Saude autoriza a pesquisa proposta pelo (a) pesquisador (a),
___Jeannette Leon Thames_ _ inscrito (a) no CPF/MF sob n°. _CRMV no.
6284 . portador (a) do documento de Identidade sob 1’
37.681.536 , residente e domiciliado (a) & Rua/Av. _Luiz Coutinho de
Alengar___ "n". 56, bairmo _ Jardim Auxiliadora____, nesta Capital,
telefone . (67)993220311_ , pesquisador (a) do Curso de _Mestrado_em_Ciencias
Veterinarias , da instituicdo _ FAMEZ-UFMS__, com o titulo do projeto de
pesquisa _ "Avaliagdo da titulagdo de anticorpos frente a diferentes protocolos de
primovacinagao antirrabica em uma populagio de caes de Campo Grande, Mato Grosso
do Su"___ o pesquisador firma o compromisso de manter o sigilo das informagdes
acessadas do banco de dados da Secretaria Municipal de Saude Publica, assumindo a
total responsabilidade por qualquer prejuizo ou dano & imagem dos pacientes
cadastrados na SESAU.

Fica advertido (a) de que os nomes efou qualquer referéncia aos dados do
paciente devem ser mantidos em sigilo, ndo podendo em hipotese alguma serem
divulgados, devendo ser consultada a geréncia da unidade de salde sobre quaisquer
referéncias aos dados analisados.

A pesquisa sé sera iniciada ap6s a aprovacdo do Comitd de Etica em
Pesquisa (CEP).

Vale ressaltar que a visita restringir-se-4 somente a observagdo e entrevistas nao
sendo permitido fotos e/ou procedimentos.

Apbs a conclusdo, o académico devera entregar uma copia para esta Secretaria.

Campo Grande, __ 06 de___ outubro de 2020

% ~ Joqnnette Leon Thames

. |
/  Pesquisado MVIS - 06284

Manos| Roberto dos Sar
Chefe de Pivisao da Exlansdo, Bésttisa o
rafeSaude GEPAGTESESAY

ecretaria Myficipal de Saide

Pl
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Servigo Publico Federal
Ministério da Educagao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Oficio No 01/2020-JLT
Campo Grande, 18 de setembro 2020

De: Académica mestrado: Jeannette Leon Thames

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso

do Sul
Para: Dra. Juliana Resende Araujo

Coordenadora da Controladoria do controle de Zoonoses

REF: Pedido de vacinas contra a Raiva

lIma. Senhora,

Eu Jeannette Leon Thames, académica de pos graduacéo da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia , Campo Grande , da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, venho por meio deste, tenho a bem, fazer solicitacéo de
vacina contra a raiva para elaborar o projeto titulado “Avaliagéo da titulagdo de
anticorpos frente a diferentes protocolos de primo vacinagdo antirrabica em uma
populacdo de caes de Campo Grande, Mato Grosso do Sul”, trabalho orientado
por a Profa. Veronica Jorge Babo-Terra e colaboragé@o da Profa. Juliana Arena
Galhardo.

Copia do formulério de pedido do Comité de Etica de Uso de Animais ja
aprovado e o Projeto acompanha este oficio.

O pedido de vacina contra a raiva seria em numero de 60 doses.

Acreditando que o projeto e de relevancia e importancia na saude publica, e
parabenizando as laboriosas e efetivas agdes de tdo prestigiosa instituicdo,
estarei a espera de concessao a minha solicitagao

Atenciosamente,

Jeannette L. Thames

Medico Veterinario
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Oficio No 02/2020-JLT
Campo Grande, 01 de dezembro 2020

De: Académica mestrado: Jeannette Leon Thames
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul

Para: Dra. Juliana Resende Aratjo
Coordenadora da Controladoria do controle de Zoonoses

REF: Pedido de 30 doses de vacina contra a Raiva

lima. Senhora,

Eu Jeannette Leon Thames, académica de pds graduagdo da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia , Campo Grande , da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, venho por meio deste, tenho a bem, fazer
solicitagdo de 30 doses de vacina contra a Raiva para elaborar o projeto
titulado “Avaliagdo da titulagdo de anticorpos frente a diferentes protocolos
de primo vacinagdo antirrabica em uma populacdo de caes de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul”, trabalho orientado por a Profa. Veronica Jorge
Babo-Terra e colaboragéo da Profa. Juliana Arena Galhardo.

O numero de doses seria parcial ao pedido original aprovado de 60 doses.

Desejando-lhe éxitos nas suas fungdes, atte.

Jea%‘ nege'Léon Thames
MJ‘(A of

30 olpse,
D/ /3,30
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Avaliacao da titulagao de anticorpos frente a diferentes protocolos de
primovacinagao antirrabica em uma populagio de cies de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul

O(A) sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar em uma pesquisa. Este estudo esta sob
responsabilidade pela medica veterinaria Professora Doutora Veronica Jorge Babo-
Terra, vinculada & Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). O(A) sr.(a)
precisa decidir se quer participar ou ndo. Nao havera despesas financeiras e nem
compensacéo de qualquer tipo por sua participacéo. Por favor, ndo se apresse em tomar
a decisdo. Leia cuidadosamente o que se segue e pergunte ao responsavel pelo estudo
qualquer davida que tiver.

1. Por que o estudo esta sendo feito?

Avaliar a ftitulacdo de anticorpos frente a diferentes protocolos da primovacinacéo
antirrabica em cées.

2. Quem participara deste estudo?

Serdo inclusos no estudo todos os cées atendidos no Hospital Veterinario da UFMS,
cées levados ao Centro de Controle de Zoonoses e cdes de abrigos.

3. O que sera solicitado?

Serdo solicitados exames de sangue para titulacéo de anticorpos antirrabicos e seréo
aplicadas doses de vacina antirrébica.

4. Quem tera acesso as minhas informacoes e respostas ao questionario?
Se concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo.
Somente os pesquisadores envolvidos e Comité de Etica terdo acesso as suas
informacdes pessoais nesse estudo.

Por fim, AUTORIZO a publicacdo de fotos e/ou videos realizados durante a consulta a
fim de maior detalhamento do caso.

Ressalta-se ainexisténcia de interesse comercial ou promocional dos resultados obtidos
neste trabalho.

Campo Grande.......... o [= T de 20.....

Voluntario Pesquisador
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ANEXO llI
QUESTIONARIO

Nome do proprietario: Data:
Endereco:
Bairro: Cidade:
Telefone:
Nome do animal: N° do prontuario:
Raca: Sexo:[ ]MACHO[ ]FEMEA
Castrado? ( ) Sim ( ) N&o
Idade: Peso:

EPC (estimativa de porte do cdo): Miniatura -1 ( ) Pequeno-2( ) Médio-3( )
Grande—-4( ) Gigante—5( ) N&o é possivel estimar( )

Tipo de alimentacéo:

Faz uso de produto para protecéo de:
() carrapatos (Qual? )

() mosquito da leishmaniose (Qual? )

( ) sem protecéo
Vacinagao atualizada? ( ) Sim quais? ( ) Nao

Vermifugac&o atualizada? ( ) Sim qual? ( )Nao

Apetite: ( ) Normorexia ( ) Polifagia ( ) Hiporexia ( ) Anorexia
Ingestdo hidrica: ( ) normal ( ) Polidipsia ( ) Hipodipsia

Urina: ( ) Normuria ( ) Polidira

QOutros ( ) Quais:

OBS.: O ANIMAL PARTICIPARADOGRUPO 1( ) 2( ) 3( )




1124

1125

ANEXO IV

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Coordenadoria de Controle de Doencas
INSTITUTO PASTEUR SmmorsER

Campo Grande 17 de janeiro de 2022

ACORDO DE COOPERAGAO

Pelo presente, assinam o acordo de cooperacdao, JEANNETTE LEON THAMES
aluno discente de curso de Mestrado em Strictu Sensu da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS)
e KARIN CORREA SCHEFFER FERREIRA do Instituto Pasteur da Secretaria da Salde do
Estado de S3o Paulo para a realizacdo do projeto de pesquisa de intitulado: “Avaliacdo da
titulagao de anticorpos frente a diferentes protocolos de primovacinagao antirrabica em uma
populacao de cdes de Campo Grande, Mato Grosso do Sul”.

JEANNETTE LEON THAMES sera o coordenador das atividades laboratoriais na
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (UFMS), enquanto a Pesquisadora Dra. KARIN CORREA SCHEFFER
FERREIRA sera o responsavel interno das atividades laboratoriais realizadas no Instituto
Pasteur. Dra. Veronica Jorge Babo-Terra e Dra. Juliana Arena Galhardo da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Dra. Luciana Botelho Chaves e Ms. Rene dos

Santos Cunha Neto do Instituto Pasteur, serdo colaboradores deste projeto.

Objetivos:

Objetivo geral
Avaliar a titulacdo de anticorpos frente a diferentes protocolos da primovacina¢do antirrabica

em caes.

Avenida Paulista, 393 — Cerqueira César — Sio Paulo /SP — CEP 01311-000 — Fones: (11) 3289 7738/ (11) 3145 3145 (DDR) / Fax: (11) 3289 0831

e-mail: pasteur@pasteur.saude.sp.gov.br / website: www.pasteur.saude.sp.gov.br
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ANEXO IV

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Coordenadoria de Controle de Doencas

Objetivos especificos

o Avaliar titulos de anticorpos antirrabicos em cées em diversos protocolos apos a primeira
dose de vacina.

o Comparar diferentes protocolos de vacinacdo antirrabica mediante os titulos de anticorpos
obtidos.

o Comparar a titulacdo de amostras de soro de cdes primo vacinados, em relacdo ao
estado geral, e ao porte do cao.

e Elaborar um protocolo adequado de doses de vacina antirrabica na primovacinagao

capaz de induzir a uma boa imunidade.

Contrapartidas:

O (a) coordenador (a) do projeto JEANNETTE LEON THAMES aluno discente de
curso de Mestrado em Stricto Sensu da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) assume o compromisso
de fazer referéncia a outra parte e sua filiacdo em publicacdes e apresentacdes resultantes
da colaboragdo, em que sejam utilizados dados ou amostras geradas pela Instituicio

parceira de acordo com suas atribuicdes listadas nas Atividades lll e IV.

Responsabilidades:

Cabe FAMEZ — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul:

Responsabilizar-se por: Obter autorizagdes necessarias CEUA, aprovacgao do trabalho de
pesquisa, selegdo de individuos, com autorizagdo dos proprietarios, coleta de amostras
pelo periodo indicado no trabalho de pesquisa, processos prévios laboratoriais nas
amostras, entregar amostras no Instituto Pasteur, enviar a contrapartida em forma de

insumos para o Instituto Pasteur.

INSTITUTO PASTEUR T

Avenida Paulista, 393 — Cerqueira César — Sio Paulo /SP — CEP 01311-000 — Fones: (11) 3289 7738/ (11) 3145 3145 (DDR) / Fax: (11) 3289 0831

e-mail: pasteur@pasteur.saude.sp.gov.br / website: www.pasteur.saude.sp.gov.br
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ANEXO IV

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Coordenadoria de Controle de Doencas
INSTITUTO PASTEUR SmmorsER

Cabe ao Instituto Pasteur:

Receber as amostras do referido estudo, preparar as amostras para o uso na técnica, obter
as autorizagbes necessarias para a realizagdo da técnica de soroneutralizacao, realizar a
técnica no prazo estipulado, enviar resultados obtidos, auxiliar na escrita do manuscrito

(parte realizada na instituicdo) se assim for solicitado.

Atividades e instituicdao responsavel pela execucao

Atividade |: Enviar amostras ao Instituto Pasteur (FAMEZ).

Atividade [I: Enviar contrapartida em forma de insumos para realizagdo da técnica
(FAMEZ).

Atividade lll: Realizagao da técnica de soroneutralizagao (Instituto Pasteur).

Atividade IV: Enviar os resultados obtidos (Instituto Pasteur).

Assumimos ainda que a ordem da autoria em publicacdes cientificas originadas deste

projeto devera ser definida por JEANNETTE LEON THAMES aluno discente de curso de

Mestrado em Strictu Sensu da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS)

Da Propriedade Intelectual

As questdes relativas a Propriedade Intelectual, incluidos os direitos autorais e
outros resultantes de atividades realizadas no ambito do presente instrumento, bem como a
eventual exploragdo econdmica, serdo objeto de instrumento(s) juridico(s) proprio(s),
observada a legislacdo e a Politica de Gestdo de Propriedade Intelectual do Instituto

Pasteur.

Avenida Paulista, 393 — Cerqueira César — Sao Paulo / SP — CEP 01311-000 — Fones: (11) 3289 7738/ (11) 3145 3145 (DDR) / Fax: (11) 3289 0831
e-mail: pasteur@pasteur.saude.sp.gov.br / website: www.pasteur.saude.sp.gov.br
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ANEXO IV

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

Coordenadoria de Controle de Doencas
INSTITUTO PASTEUR SRR

Paragrafo Unico — Nos termos da legislacdo vigente, ficando ajustado que, em
relacdo aos eventuais direitos patrimoniais, o NIT-IP elaborara minuta dos convénios com
diversos 6rgaos que digam respeito ao NIT.

Finalmente, acordamos que quaisquer outras pesquisas a serem realizadas com
estas amostras deverdo ser formalmente comunicados e aprovadas por JEANNETTE

LEON THAMES.

ASSINATURA

JEANNETTE LEON THAMES - FAMEZ/UFMS

)

ASSINATURA

KARIN CORREA SCHEFFER FERREIRA - INSTITUTO PASTEUR

Avenida Paulista, 393 — Cerqueira César — Sao Paulo / SP — CEP 01311-000 — Fones: (11) 3289 7738/ (11) 3145 3145 (DDR) / Fax: (11) 3289 0831
e-mail: pasteur@pasteur.saude.sp.gov.br / website: www.pasteur.saude.sp.gov.br
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ANEXO V

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Controle de Doencas \/

Campo Grande 17 de janeiro de 2022

ACORDO DE COOPERAGAO

Pelo presente, assinam o acordo de cooperagao, Veronica Jorge Babo-Terra Prof.2 Dra. Clinica

Médica e Terapéutica de Pequenos Animais FAMEZ — UFMS e

KARIN CORREA SCHEFFER FERREIRA do INSTITUTO PASTER do Instituto Pasteur da
Secretaria da Saude do Estado de S3o Paulo para a realizagdo do projeto de pesquisa de
intitulado: “Avaliagdo da titulagdo de anticorpos frente a diferentes protocolos de primovacinagao

antirrabica em uma populacao de cies de Campo Grande, Mato Grosso do Sul”.

Veronica Jorge Babo-Terra sera o coordenador das atividades laboratoriais na Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FAMEZ) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS), enquanto o (a) Pesquisadora Dr (a). KARIN CORREA SCHEFFER FERREIRA sera o
responsavel interno das atividades laboratoriais realizadas no Instituto Pasteur.

Med. Vet. Jeannette Leon Thames e Dra. Juliana Arena Galhardo da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), Dra. Luciana Botelho Chaves e Ms. Rene dos Santos Cunha Neto

do Instituto Pasteur, serdo colaboradores deste projeto.

Objetivos:

O objetivo da cooperagao é:

Objetivo geral
-Avaliar a titulagao de anticorpos frente a diferentes protocolos da primovacinacao

antirrabica em caes.

INSTITUTO PASTEUR R

Avenida Paulista, 393 — Cerqueira César — Sao Paulo / SP — CEP 01311-000 — Fones: (11) 3289 7738/ (11) 3145 3145 (DDR) / Fax: (11) 3289 0831
e-mail: pasteur@pasteur.saude.sp.gov.br / website: www.pasteur.saude.sp.gov.br
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

)
Coordenadoria de Controle de Doencas \/
INSTITUTO PASTEUR DSmmnsaR

Objetivos especificos

- Avalliar titulos de anticorpos antirrabicos em cées em diversos protocolos apos a

primeira dose de vacina.

- Comparar diferentes protocolos de vacinagéo antirrabica mediante os titulos de

anticorpos obtidos.
- Comparar a titulagao de amostras de soro de caes primo vacinados, em relagao ao

estado geral, e ao porte do cdo.

- Elaborar um protocolo adequado de doses de vacina antirrabica na primovacinagao

capaz de induzir a uma boa imunidade.

Contrapartidas:

O (a) coordenador (a) do projeto Veronica Jorge Babo-Terra Prof.? Dra. Clinica
Médica e Terapéutica de Pequenos Animais FAMEZ — UFMS assume o compromisso de
fazer referéncia a outra parte e sua filiagdo em publicagbes e apresentagdes resultantes da
colaboragao, em que sejam utilizados dados ou amostras geradas pela Instituigio parceira

de acordo com suas atribuigbes listadas nas Atividades Il e IV.

Avenida Paulista, 393 — Cerqueira César — Sao Paulo / SP — CEP 01311-000 — Fones: (11) 3289 7738/ (11) 3145 3145 (DDR) / Fax: (11) 3289 0831
e-mail: pasteur@pasteur.saude.sp.gov.br / website: www.pasteur.saude.sp.gov.br
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
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Responsabilidades:

Cabe FAMEZ — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul:

Responsabilizar-se por: Obter autorizacées necessarias CEUA, aprovagdo do
trabalho de pesquisa, selegdo de individuos, com autorizag&o dos proprietarios, coleta de
amostras pelo periodo indicado no trabalho de pesquisa, processos prévios laboratoriais
nas amostras, entregar amostras no Instituto Pasteur, enviar a contrapartida em forma de
insumos para o Instituto Pasteur.

Cabe ao Instituto Pasteur:

Receber as amostras do referido estudo, preparar as amostras para o uso na
técnica, obter as autorizagbes necessarias para a realizagdo da tecnica de
soroneutralizagdo, realizar a técnica no prazo estipulado, enviar resultados obtidos, auxiliar

na escrita do manuscrito (parte realizada na instituicao) se assim for solicitado.

Atividades e instituicdo responsavel pela execugio

Atividade |: Enviar amostras ao Instituto Pasteur (FAMEZ).

Atividade II: Enviar contrapartida em forma de insumos para realizagdo da técnica
(FAMEZ).

Atividade lll: Realizagao da técnica de soroneutralizagao (Instituto Pasteur).

Atividade IV: Enviar os resultados obtidos (Instituto Pasteur).

Assumimos ainda que a ordem da autoria em publicagbes cientificas originadas
deste projeto devera ser definida por Veronica Jorge Babo-Terra Prof.? Dra. Clinica Médica

e Terapéutica de Pequenos Animais FAMEZ — UFMS
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Da Propriedade Intelectual

|

As questdes relativas a Propriedade Intelectual, incluidos os direitos autorais e

outros resultantes de atividades realizadas no ambito do presente instrumento, bem como a

eventual exploragdo econdmica, serdo objeto de instrumento(s) juridico(s) préprio(s),

observada a legislagdo e a Politica de Gestdo de Propriedade Intelectual do Instituto

Pasteur.

Paragrafo Unico — Nos termos da legislacdo vigente, ficando ajustado que, em

relagdo aos eventuais direitos patrimoniais, o NIT-IP elaborara minuta dos convénios com

diversos drgaos que digam respeito ao NIT.

Finalmente, acordamos que quaisquer outras pesquisas a serem realizadas com

estas amostras deverdo ser formalmente comunicados e aprovadas por Veronica Jorge

Babo-Terra

Veronica J. Babo-Terra

ASSINATURA NOME DO COORDENADOR do (a) NOME DA INSTITUICAO EXTERNA

ASSINATURA NOME DO COORDENADOR do INSTITUTO PASTEUR
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