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RESUMO

A raiva é uma doenga que causa uma encefalite fatal, que acomete mamiferos
inclusive o homem, gerando sérios prejuizos na saude publica e na criagao de animais
do campo. O principal transmissor da raiva no ciclo rural € o morcego hematofago. A
vacina é a principal estratégia de controle da raiva ja que € uma enfermidade que nao
existe tratamento. Este trabalho teve o objetivo de avaliar as curvas de anticorpos
vacinais por 1 ano como medida de estratégia de controle da raiva equina. Foram
selecionados 10 equinos no dia D-0, todos os animais que foram vacinados,
apresentavam boas condi¢cdes de saude e sorologia negativa para raiva com titulagéo
<0,5 Ul/mL. Apds isso os cavalos foram acompanhados por um periodo de 1 ano de
coleta nos Dia D-21, DO, D+21, D+90, D+180, D+270 e D+360. Apds a vacinagao para
determinar os niveis de anticorpos, para o acompanhamento soroldgico foi realizado
através do Microteste Simplificado de Inibicdo de Fluorescéncia nos dias D+21, D+90,
D+180, D+270 e D+360, para acompanhamento da titulagdo de anticorpos rabico.
Assim como o exame fisico avaliando os parametros de frequéncia cardiaca,
respiratoria, temperatura retal e motilidade intestinal. Apds a vacinagao antirrabica, os
equinos apresentaram niveis de anticorpos que atingiram o pico em 21 dias, variando
entre 1 e 128 Ul/mL. Nos dias D+90, D+180, D+270 e D+360, os valores minimos e
maximos foram respectivamente: 2,0 Ul/mL a 170,67 Ul/mL, 0,5 Ul/mL a 32 Ul/ mL,
0,5 Ul/mL a 64 Ul/mL e 1,33 Ul/mL a 96 Ul/mL. Esses resultados mostram uma
resposta imunologica adequada e a manutengao dos niveis de anticorpos ao longo do
tempo. As andlises observacionais através de exames fisicos indicaram que os
animais apresentaram saude e comportamento condizente com a espécie e condi¢des
de manejo para o estudo. Diante dos resultados soroldgicos concluiu-se que a vacina
comercial antirrabica inativada para herbivoros, manteve a imunidade protetora de um
ano.

Palavras-Chave: Zoonose, equideos, lissavirus, Morcego hematéfago, letal.
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ABSTRACT

Rabies is a fatal encephalitis disease that affects mammals, including humans, and
causes serious public health and livestock farming problems. The main transmitter of
rabies in rural areas is the hematophagous bat. Vaccination is the main strategy for
rabies control, as there is no treatment for this disease. This study aimed to evaluate
the vaccine antibody curves for 1 year as a measure of equine rabies control strategy.
Ten horses were selected on Day D-0, all of which were vaccinated, in good health
conditions, and had negative serology for rabies with titration <0.5 IU/mL. The horses
were then followed for a period of 1 year with sample collections on Days D-21, DO,
D+21, D+90, D+180, D+270, and D+360. After vaccination, antibody levels were
determined through the Simplified Fluorescence Inhibition Microtest on Days D+21,
D+90, D+180, D+270, and D+360 to monitor rabies antibody titration. Physical
examinations were also performed to assess parameters such as heart rate,
respiratory rate, rectal temperature, and intestinal motility. After rabies vaccination, the
horses reached peak antibody levels within 21 days, ranging from 1 to 128 IU/mL. On
Days D+90, D+180, D+270, and D+360, the minimum and maximum values were
respectively: 2.0 lU/mL to 170.67 IU/mL, 0.5 IU/mL to 32 IU/mL, 0.5 IU/mL to 64 IU/mL,
and 1.33 IU/mL to 96 IU/mL. These results demonstrate an adequate immune
response and maintenance of antibody levels over time. Observational analyses
through physical examinations indicated that the animals had health and behavior
consistent with their species and management conditions for the study. Based on the
serological results, it was concluded that the commercial inactivated rabies vaccine for
herbivores maintained protective immunity for one year.

Keywords: Zoonosis, Equids, Lyssavirus, Blood-sucking bat, Lethal.
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1 INTRODUGAO

A raiva é uma doencga neurologica, causada pelo Rabies virus, pertencente ao género
Lyssavirus da familia Rhabdoviridae, que leva a um quadro de encefalite fatal em
mamiferos (LECOLLINET et al., 2019), e no Brasil, é transmitida principalmente pelo

morcego hematéfago (Desmodus rotundus) (ROSA, 2023).

Sabe-se que o Brasil avangou em desmatamento e consequentemente, na falta de
planejamento e estratégia em areas destinadas a agricultura e pecuaria, o que
impactou em alteragcdes de biomas intensificando o risco de surgimentos de doengas
infecto contagiosas, incluindo a raiva. A modificagdo dos habitats naturais forgou os
morcegos hematofagos a buscarem novos abrigos e fontes alimentares, aproximando-
os de animais de producédo e domésticos, aumentando a ocorréncia e disseminagao
da doenca (ALMEIDA, 2022; GOMES et al., 2010).

Apesar de ser pouco estudada em equinos, um estudo realizado por Pimentel et al.
(2009), no Nordeste Brasileiro, de 159 casos avaliados, 49 (30,8%) estavam
relacionados a enfermidades do sistema nervoso central, sendo a raiva confirmada
em terceiro lugar, representando 24,4%, sendo a doenga viral em equideos mais
importante na regido, carecendo medidas profilaticas para essa espécie (OLIVEIRA
et al., 2022).

Segundo os dados do IBGE (2014), a populagéo de equideos foi estimada em 5,45
milhées de cabecas e de asininos 950 mil cabecas distribuidas pelo pais. O Brasil
exporta para mercados como Unido Europeia, Vietna, Africa do Sul e Hong Kong
derivados e carnes desses animais. Segundo a ADAB (2016), os abatedouros devem
ser habilitados e seguir todos os requisitos e cuidados relacionados ao bem-estar e
sanidade animal, e os animais devem estar vacinados e em boa condicdo de saude,

para garantir a seguranga e qualidade da carne.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em 1966, por meio da
Defesa Sanitaria Animal, instituiu o PNCRH o Programa Nacional de Combate a Raiva
dos Herbivoros, estabelece agbes por meio de vacinagdes e ag¢des estratégicas do

controle populacional do Desmodus rotundus, o principal transmissor, em associacées
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a medidas profilaticas e de vigilancia (BRASIL, 2009b).

No Brasil, a vacina antirrabica utilizada para animais domésticos € a vacina inativada.
Ela estimula a producdo de anticorpos protetores contra a raiva, garantindo a
prevencdo dessa doencga. Para que essa resposta imune humoral seja efetiva, o
individuo deve estar saudavel para que o organismo produza anticorpos especificos
contra os antigenos do virus (ALBAS et al., 2005, JACKSON, 2011, MOORE;
HANLON, 2010).

Pesquisas evidenciam em diversas espécies de animais que a principal protecao
contra o virus da raiva € a presenga de anticorpos neutralizantes no soro (HOOPER,
et al., 1998). Existem diferentes métodos para avaliar a resposta imune humoral a
vacinagao antirrabica, como o RFFIT ou teste de neutralizagdo de virus com
anticorpos fluorescentes. Estes testes sao amplamente utilizados in vitro para
avaliagao dos niveis de anticorpos neutralizantes do virus rabicos pelos laboratorios
(MOORE; HANLON, 2010). No Brasil tem sido utilizado o teste de simplificado da
inibicdo da fluorescéncia (SFIMT) para deteccdo de anticorpos neutralizantes
antirrabicos em animais para a verificagdo da eficacia da vacina (PASSOS;
GERMANO; FEDULLO, 2002).

Atualmente as pesquisas sobre raiva em herbivoros sao voltadas mais para a espécie
bovina. Sendo assim este trabalho teve o foco em estudar a espécie equina, pois esta
€ empregada no trabalho em conjunto com o homem. Observa-se a importancia de
atualizagdes de protocolos vacinais, podendo contribuir para o controle e possivel
erradicagao da doencga, evitando impactos econdmicos e sanitarios no Brasil e no

mundo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar sorologicamente a producédo de anticorpos de uma vacina antirrabica

inativada, em equinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar a titulacdo de anticorpos IgG nos momentos D+21, D+90, D+180,
D+270 e D+360, por meio da técnica de Microteste Simplificado de Inibicao de

Fluorescéncia, durante um ano.

e Avaliar os paramentos fisiolégicos, hematolégicos e bioquimicos dos animais

antes e durante todo o experimento.
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3 ESTADO DA ARTE

3.1 CARACTERISTICAS DO AGENTE ETIOLOGICO

A raiva é causada pelo Rabies virus, do género Lyssavirus, da familia Rhabdoviridae
e ordem Mononegavirales (JOHNSON et al., 2010), sua estrutura assemelha-se ao
projétil de uma bala, variando de 100nm a 300nm de comprimento e 75nm de largura
(BRASIL, 2009b). Segundo Fooks et al. (2017), a membrana plasmatica apresenta-se
homotrimeros da glicoproteina transmembrana tipo 1, que reveste o envelope viral, se
assemelhando com um peplémeros (picos de proteinas), possui uma fita de RNA no
sentido negativo de ~ 12kb codificando cinco proteinas virais: a nucleoproteina (N),
fosfoproteina (P), proteina de matriz (M), glicoproteina (G) e proteina de polimerase

de RNA grande (L), como é possivel observar na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura do Rabies virus.
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Fonte: Adaptado de Abujamra (2020)

Dentre as proteinas, as glicoproteinas (G) estdo em destaque por desempenhar
fungdes importantes, incluindo a indug¢ao de anticorpos neutralizantes, a estimulagao
das células T, e a adsorgcdo do virus na célula do hospedeiro. Por outro lado, as
nucleoprotéinas (N), também desempenha um papel importante na resposta imune,
agem como antigeno interno e grupo especifico, desencadeando em uma resposta

imune celular. A relagédo entre as proteinas N e G, na suspensao antigénica da vacina
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€ um indicativo da qualidade da vacina antirrabica (BRASIL, 2008; FERNANDES,
2001).

Por meio de testes laboratoriais realizados desde 1996, através de isolamento viral,
foi descoberto que existem, na América, 5 variantes do virus da raiva, Variante 2 do
céo, isolado em humanos e animais silvestres, variante 3 Desmodus rotundus,
também encontrada em outras espécies de morcego, animais urbanos, rurais,
silvestres e humanos, variante 4 Tadarida brasiliensis isolada em animais de
companhia e morcegos ndo hematofago, variante 5 semelhante a 2 porém encontrada
em outros paises, e a variante 6 Lasiurus cinereus, descoberta em morcegos

insetivoros e outras espécies de animais (BRASIL, 2005).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

No Brasil a equinocultura € considera um setor importante do agronegdécio devido ser
responsavel por gerar uma renda de R$ 6 bilhdes anualmente por meio de criagao,
atividades e comercializacido de cavalos, bem como da producdo e vendas de
produtos e subprodutos agropecuarios. Além disso a equinocultura empregar 610
milhdes de pessoas de forma direta e 2.430 milhdes de forma indireta. Portanto,
propiciando, em média, 3 milhdées de ocupagdes no setor econdbmico, e sendo
direcionado principalmente para o publico urbano, vem ganhando destaque e
crescimento na criagao de cavalos, para as areas de lazer e esporte; mas observa-se
que esse animal requer maiores cuidados e investimentos com medicamentos,
acessorios e ferragens (LIMA; CINTRA, 2016).

A Bahia ocupa o segundo lugar em cabegas de equinos, com aproximadamente
485.356 animais, e o primeiro lugar em relacdo aos asininos e muares, com um
rebanho de pouco mais de 230 mil asininos e cerca de 260 mil muares. A
regulamentacao dos frigorificos, para abater esses animais, pode movimentar o
mercado agropecuario e gerar lucros com exportacdes de carne e produtos para a
China o principal consumidor, como também ajudar a resolver problemas relacionados
a animais errantes. Esses animais causam acidentes em rodovias e atuam como

agentes disseminadores de doencas infecciosas e zoonoses (ADAB, 2016).
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Estima-se que a raiva na América Latina cause prejuizos econdmicos provocados pela
morte de animais, além dos gastos indiretos com vacinagcdo desses herbivoros e
tratamentos de pos-exposi¢cao de pessoas que tiveram contato com animais suspeitos
(BRASIL, 2009b). Os principais reservatorios do virus da raiva sdo 0os morcegos
hematdfagos e os frugivoros, assim como os animais silvestres. A transmissao aos
equideos ocorre principalmente pela mordedura, inoculando o virus contido na saliva
do animal infectado. Os equideos podem desenvolver sinais clinicos de forma

silenciosa ou agressiva (BASILE, 2016).

A raiva € uma zoonose que tem a capacidade de se adaptar a diferentes espécies de
mamiferos, além da sua ampla distribuicdo mundial, o que a torna uma doenca
endémica para diversos paises; no territorio Brasileiro o seu ciclo de transmissao pode
ser classificado em rural, aéreo, silvestres e urbano, como observado na Figura 2.
(TAKAOKA et al., 2000, KOTAIT et al., 2009).

Figura 2 — Ciclo de transmissao da raiva

Ciclo de transmissao da Raiva

‘ Ciclo aéreo s
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AN ¢ A
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Fonte: Adaptado de Freitas (2023).
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No ciclo rural, o morcego hematéfago (Desmodus rotundus) € o principal transmissor
da raiva aos herbivoros domésticos de interesse econdmico conhecidos como
bovinos, caprinos, ovinos, equinos e suinos. Além de causar perdas econdmicas a
agropecuaria, este ciclo como também o ciclo urbano apresenta risco a saude publica,
devido ao fato de poder ocorrer transmissao para humanos ao manipularem animais

infectados principalmente caes e gatos (KOTAIT et al., 2009).
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Segundo Brasil (2017), no ciclo silvestre, a circulagéo viral esta subdivida em animais
terrestres como raposa (Dusicyon vetulus), cachorro do mato (Cerdocyon thous),
guaxinim (Procyoncan crivorus), saguis (Callithrix sp.), entre outras espécies, e o
aéreo sao os morcegos hematofagos e ndo hematéfagos. Os quais podem manter o
virus rabico como reservatérios naturais, infectando um para outro, sendo estes
hematofagos ou nao, pois todas as espécies sao vulneraveis a se infectarem pelo

virus.

Um estudo realizado por Pimentel et al. (2009), no Nordeste Brasileiro, avaliaram 159
casos, dos quais 49 (30,8%) estavam relacionados a enfermidades do sistema
nervoso central, sendo a raiva confirmada em terceiro lugar, representando 24,4%,
sendo a doenga viral em equideos mais importante. De acordo com os dados da Divep
(2019), foram notificados na Bahia um total de 44.739 casos de raiva, sendo
diagnosticados pelo Lacen, 26 casos de raiva animal: 13 bovinos, 2 equinos, 2
caprinos, 7 quirépteros ndo hematéfagos, 2 raposas (cachorro-do-mato - Cerdocyous
thous). Ja a Secretaria de vigilancia em Saude do Ministério da Saude que registrou
entre 2010 e 2020, 39 casos de raiva humana. O Ministério da Agricultura e Pecuaria
registrou entre 2009 a 2019, 49.562 notificagcdes de casos de raiva em 9 espécies de

mamiferos dentre eles bovinos, equinos, caes e gatos (CFMV, 2020).

O crescimento da raiva no pais € influenciado pelo aumento da criagdo de herbivoros,
que esta relacionado ao desmatamento, construgao de estradas e hidrelétricas. Essas
atividades humanas modificaram o habitat natural dos morcegos, forgando-os a
buscar novas fontes de alimento e abrigos artificiais, como casas, tuneis e bueiros.
Essa mudanca no ambiente favorece o contato entre os morcegos e o0s animais

domésticos, aumentando o risco de transmissao da raiva (BRASIL, 2022a).

Os casos de raiva bovina estdo em destaque por serem mais documentados, uma vez
que o gado é um importante animal de produgdo, no entanto, é importante ressaltar
que os cavalos também tém sido afetados pela raiva. Esses animais, que
desempenham um papel significativo em atividades como transporte, esporte e lazer,
também estéo sujeitos a infecgdo pelo virus da raiva. Portanto, torna-se necessario
implementar medidas de vigilancia e controle da raiva nessa espécie (ANDRADE et
al., 2020).
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3.3 DIAGNOSTICO

Os equinos que forem a oObito com sinais neuroldgicos, as amostras devem ser
encaminhadas para laboratorios credenciados pelo Ministério da Agricultura e
Pecuaria (BRASIL, 2008). Nessa espécie, deve-se coletar o encéfalo e a medula
espinhal, de preferéncia fragmentos da regido do cértex, cerebelo, hipocampo, bulbo
e porgdes iniciais, medial e terminal da medula espinhal (BRASIL, 2009b; WHO,
2018). O material coletado deve ser encaminhado para o laboratério refrigerado em
até 24 horas preferencialmente, caso na falta de condigdes adequadas para refrigerar,
devem-se conservar as amostras em solucéo salina a 50%, em recipiente de paredes
rigidas e hermeticamente fechado (BRASIL, 2014).

As principais técnicas realizadas post mortem para o diagnostico da raiva sdo a
histolégica pela coloragédo de Sellers, a imunofluorescéncia direta (IFD), isolamento
do virus rabico em camundongos e o isolamento do virus rabico em cultivo celular.
(CHAVES, 2010; LIMA, GAGLIARI, 2014). Kotait et al. (2009) relataram que ao ser
encontrado o corpusculo de Negri pela técnica histoldgica de coloragao de Seller, essa
inclusdo intracitoplasmatica € patognomoénica da raiva, devido a formagdo de
ribonucleoproteinas das particulas virais em maturagdo; um grande entrave dessa
técnica, é que ela apresenta um baixo grau de sensibilidade e também depende da
experiéncia do observador. O teste padrdo ouro para o diagnéstico da raiva é o IFD,
uma técnica que se baseia no uso de anticorpos fluorescentes marcados com
isotiocinato de fluoresceina (conjugado antirrabico), em que o fragmento do tecido
nervoso € previamente tratado com o conjugado antirrabico e exposto a luz
ultravioleta. Esse teste consiste na reagao soroldgica para detectar a ligagao antigeno-
anticorpo, que emite uma luz esverdeada fluorescente, sendo um método rapido que
apresenta alta especificidade e sensibilidade, porém ocorre perda de acuracia se o

tecido estiver em processo de autdlise (BRASIL, 2008).

Outra técnica utilizada para isolamento viral é a inoculagéo do virus intracerebral em
camundongos suicos. E uma técnica que o periodo de incubagdo do virus leva de 7 a
21 dias, é considerada uma prova eficaz para detec¢cado do virus da raiva, porém é
uma prova de alto custo e manutengao dos animais (WEBSTER; DAWSON, 1935).

O diagnéstico da raiva ante mortem inclui técnicas para detecgdo de anticorpos
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antirrabico no soro ou técnicas moleculares. Utilizando técnicas como IFD, isolamento
viral em camundongos ou culturas celulares, a técnica de Transcriptase Reversa em
cadeia da Polimerase (RT-PCR) e a Soroneutralizagdo (SN). Vale ressaltar que
resultados ndo reagentes em individuos com suspeita da doenga nao exclui a
possibilidade de falso negativo (KOTAIT et al., 2009).

Na clinica médica equina, 0 hemograma, leucograma e 0os exames bioquimicos s&o
considerados exames complementares essenciais para o diagnostico de
enfermidades (KANEKO,1997). Esses exames desempenham um papel crucial ao
fornecer informacdes sobre a condigdo de satde do animal. E fundamental garantir
que o individuo esteja em boas condigbes de saude antes de receber uma vacina,
pois isso permite um funcionamento eficaz do sistema imunolégico (GASPAR, 2016).
Dessa forma a sorologia € utilizada para avaliar a soroconversao vacinal em animais
e humanos tanto domésticos antes de viagens internacionais, como durante
pesquisas de vacinacao de animais domésticos ou silvestres, buscando-se assim
dados epidemiolégicos sobre sua eficacia. No entanto, esta técnica ndo € muito util
em hospedeiros com sinais clinicos, pois morrem antes de desenvolverem os
anticorpos (DAY et al., 2020, OIE, 2018, SERVAT et al., 2006).

Neste sentido, durante a década de 70, o teste de neutralizacdo em camundongos in
vitro para a demonstragao de anticorpos rabicos, foi substituido pelo teste de Inibicao
de Foco Fluorescente (RIFFT), devido ao custo pela necessidade do uso de
camundongos, demora de resultados e questdes éticas com os animais (SMITH et al.,
1973). Para superar essas dificuldades o RIFFT foi desenvolvido com a capacidade
de ser mais rapido executado e apresentar melhores resultados através da avaliagao
de anticorpos neutralizantes rabico a partir de células in vitro de BHK-21(Baby
Hamster Kidney) (FAVORETTO, 1993; SMITH; YAGER; BAER, 1973).

Zalan e colaboradores (1979) desenvolveram a técnica de Microteste de Inibicao de
Fluorescéncia (FIMT) como uma melhoria em relagdo a técnica anteriormente
utilizada, conhecida como RIFFT. Esta era limitada devido ao uso de laminas de 8
pocos, 0 que reduzia a quantidade de amostras de soro que poderiam ser testadas e
dificultava a automacgao do processo. Por outro lado, a FIMT permite a analise de um

grande numero de amostras de soro com melhor eficiéncia.
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Favoretto et al. (1993), baseados no teste FIMT, desenvolveram um teste semelhante,
chamado de Teste Simplificado de Inibicdo de Focos Fluorescentes (SFMIT), que
possibilita a avaliagdo de maior quantidade de soro, de facil execugao e leitura, boa
sensibilidade e especificidade e avaliagdo quantitativa na titulagdo de anticorpos
neutralizantes antirrabicos. Segundo Batista et al. (2011), esse teste € comumente
usado no Brasil pela sua facil execussao e resultados equivalentes ao RIFFT para

monitoramento vacinal em humanos e animais.

A técnica do SFMIT é realizada em microplacas de cultura celular de 96 pogos. As
amostras de soro devem ser inativadas a 56C° durante 30 minutos. Isso é feito para

garantir que qualquer virus presente no soro seja inativado antes do teste.

O soro padréo é uma imunoglobulina humana antirrabica diluida para conter 0,5
Ul/mL, calibrado usando o segundo soro de referéncia internacional, que contém 30

Ul/mL. Essa calibragcéo é importante para garantir a precisao dos resultados.

O controle positivo € uma mistura de varios soros que contém uma quantidade
conhecida de anticorpos antirrabicos. O controle negativo € uma mistura de soros de
individuos nao vacinados, que contém uma quantidade muito baixa de anticorpos
(<0,08 Ul/mL).

Sao preparadas seis diluicdes de soro (padrao, amostra de teste, controle) em uma
diluicao serial 2 vezes. Essas diluigcdes sao feitas adicionando 20 y de soro a 180 u
de MEM/10% FBS com 1% de antibiético (solugéo de penicilina-estreptomicina). A
diluicdo comega em 1:10 no primeiro pogo e é transferida para o segundo pogo

sucessivamente até o ultimo pogo. Os 100 p finais sao descartados.

O virus é armazenado em microtubos de 1mL a -80°C. Um tubo é descongelado
rapidamente em agua fria corrente e colocado em gelo derretido. Em seguida,
adiciona-se 50 microlitros da suspensao de virus previamente diluido em CCID 100

em cada poco.

Para controle do virus no ensaio, faz-se uma diluigdo do virus de trabalho em quatro
pocos da microplaca, adicionando 50 y de MEM/10% FBS nos 4 pocos, 100 u da
suspensao de virus no primeiro pogo, 50 y da suspensao de virus no segundo e

terceiro poco, e transfere-se 50 y da mistura do terceiro pogo para o quarto poco,
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descartando os ultimos 50 y. Em seguida, adiciona-se 50 y de MEM/10% FBS no
segundo poco e 100 y de MEM/10% FBS no terceiro e quarto poco.

A microplaca é incubada durante 1 hora a 37°C com 5% de CO2. Apds a incubacéo,
adiciona-se 50 p de suspensdo de células BHK-21 com células/mL (5x106
células/pogo) em cada pogo. A microplaca é incubada durante 24 horas a 37°C com
5% de CO2.

Apos 24 horas de incubagao, Antes da fixacao celular, o meio de cultura deve ser
aspirado com uma agulha. As microplacas devem ser resfriadas e as células fixadas
com acetona a 80% com agua fria e ficar em imerséo sobre gelo, por 15 minutos.
Esvazia-se e seca-se as placas a 37C°, os conjugados devem ser diluidos em 1:5 a
1:640 em tampéao PBS de pH 7,4 com corante de Azul Evans e transferidos 40 uL/pogo
de cada diluigdo em 16 pocgos das microplacas, metade com células infectadas PV e
metade de células ndo infectadas, apds secar as placas adiciona-se o 40uL de

glicerina tamponada (pH 8,5).

A leitura dos resultados é realizada em um microscépio de fluorescéncia invertido com
aumento de 100x. O titulo sérico é a diluigdo com reducio de 50% da infecgcado nas
células, ou 50% de reducédo de fluorescéncia. A conversao do titulo da diluicao 50%
do soro diluido no titulo Ul/mL é realizada utilizando a formula especifica a seguir
(BRASIL, 2008; RUPPRECHT; FOOKS; ABELA-RIDDER, 2018).

Titulo do soro = titulo do soro padrao (Ul/mL) x 10(cg dadiluicéo do soro 50%)
1 Q(log da diluigao do padréo 50%)

Nos equinos com suspeita de raiva, em que o diagnostico for negativo, devem-se
tracar diagnosticos diferenciais para outras doengas que causem encefalites, tais
como as causadas pelos virus alfavirus (encefalites equinas) e flavivirus (febre do Nilo
Ocidental), tétano, botulismo, neurite da cauda equina, mielite segmentar equina ou
intoxicacao por plantas hepatotoxicas como Echium plantagineum L., conhecida como
senecio ssp, “maria-mole”, flor-das-almas (FERNANDES, 2001; KOTAIT et al., 2009,
SMITH; CLAIRE, 1972).
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3.4 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A transmissédo da raiva ocorre quando um mamifero inocula saliva infectada em um
outro mamifero sadio, sendo a principal via de transmissao através de arranhadura ou
mordedura (PINHEIRO, 2020). Segundo Sazima (1978), foi observado que os
morcegos hematofagos atacam os equinos em regido da escapula, cabecga e pescogo,
devido a maior facilidade do morcego ficar preso na crina. A mordedura do D. rotundus
apresenta um formato circular ou eliptico de aproximadamente 3 a 6mm de

comprimento.

A replicagao viral se inicia quando a proteina G do virus liga-se com o receptor celular
presente na membrana celular do hospedeiro, apds o reconhecimento e adesao o
virus por endocitose entra no citoplasma da célula do hospedeiro, o qual tem tropismo
por células do tecido nervoso (BRASIL, 2009b). O virus ao ser endocitado libera
ribonucleocapsideo no interior citoplasmatico, a proteina L viral (RNA - polimerase
RNA viral dependente) realiza a transcricdo do RNA mensageiro (ciclo de transcrigao
primaria) promovendo a codificacdo das 5 proteinas virais N, P, M, G e L, e 0os novos
genomas que sdo encapsidados e a nivel das membranas celulares, sdo liberados
por brotamento (BRASIL, 2020; FERNANDES, 2001). A disseminacéo viral se inicia
nas células musculares quando as glicoprotéinas virais se ligam nas juncdes
neuromusculares, especificamente, ao receptor nicotinico da acetilcolina. Atingindo
assim, os nervos periféricos, seguindo um trajeto centripeto em diregdo ao (SNC)
sistema nervoso central. A migragao viral axoplasmatico retrégrado € de célula a
célula. A velocidade do genoma viral em direcdo ao SNC é de aproximadamente 25 a
50mm por dia (BRASIL, 2008). O virus se replica e migra do SNC pelos nervos
periféricos e autbnomos em sentido para varios 6érgédos como bexiga, pulmao,
coragao, testiculo, rim, utero, foliculo piloso dentre outros e nas glandulas salivares,
liberando o virus através da excrecao salivar, sendo a principal forma de disseminacao
e perpetuacao da doenga para outro animal e natureza (KOTAIT et al., 2009;
RODRIGUEZ et al., 2007).

O virus rabico, ao penetrar nos neurbnios, fica protegido pela bainha de mielina,
burlando a agao dos anticorpos e resposta imune do hospedeiro. Apds atingir o SNC,
a estimulacdo dos linfécitos B para a producdo de anticorpos s vai ocorrer

tardiamente, apos o aparecimento dos sinais clinicos, devido ao agravamento da
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proliferagdo viral o organismo ndo consegue mais debelar a infeccdo devido ao virus
ja ter atingido todo sistema nervoso (TAKAOKA et al., 2000; KOTAIT; CARRIERI,
2004). Segundo Brasil (2009b), a intensa multiplicagdo dos virus no interior dos
neurdnios leva a formacédo do corpusculo de inclusdo fazendo com que as células
nervosas alterem a sua funcionalidade, com isso comprometendo o sistema limbico,

resultando em alteragbes comportamentais.

O periodo de incubacdo é bastante variavel, pois esta relacionado ao local,
profundidade e extensdo da leséo, patogenicidade e carga viral do indculo inicial. O
local da mordida também interfere, pois quanto mais préximo do SNC, o periodo de
incubacdo é menor (BRASIL, 2009a; FAN et al., 2022). A faixa de tempo para o
periodo de incubagao apds a infecgao para cada espécie animal é variavel, podendo
ocorrer entre 15 dias a 4 meses, exceto para os quirépteros, cujo o periodo pode ser
prolongado (BRASIL, 2019). A média estimada para o periodo de incubagao para os

equinos varia de 2 a 9 semanas (SOUZA, 2019).

Em equinos, os sinais clinicos s&o variaveis uma vez que estéo relacionados com o
local da lesdo em regido do hipocampo, tronco cerebral e medula. A raiva pode cursar
em uma forma paralitica, quando as lesdes estdo associadas no tronco encefalico e
medula espinhal ou na forma furiosa, em que a lesdo se encontra no sistema SNC,
mais comumente em carnivoros (FERNANDES, 2001; LIMA et al., 2005).

Segundo Kotait e colaboradores (1998), os sinais clinicos apresentados nos equinos
normalmente sao: prurido intenso no local da mordida devido a penetragao do virus,
intranquilidade, apetite depravado, retroversdo patologica dos labios, andar
cambaleante, incoordenagao motora. A forma furiosa observa-se sinais clinicos como
morder, escoicear, se tornando arriscado o manejo. Ja Green et al., (1992) relataram
que na forma paralitica é caracterizada por paralisia progressiva com sinais clinicos
de dificuldade de deglutir devido a paralisia do musculo masseter e da garganta,
sialorreia, colica, ataxia, incoordenacéao, perda do ténus da cauda e do esfincter anal,

décubito e paresia de membros posteriores

Com a evolucao da doenca, o estagio em que o animal evolui para o decubito nao
conseguindo mais se levantar, ocorrendo movimentos de pedalar, dispneia,

opstotono, asfixia e morte, que geralmente acontece de 3 a 6 dias apos o inicio dos
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sinais clinicos, em alguns casos prolongando para 10 dias. O animal com raiva
apresenta um prognoéstico ruim, devendo isolar o animal, esperar sua morte ou fazer

a eutanasia na fase agbnica (BRASIL, 2022b).
3.5 RESPOSTA IMUNE

A resposta imune inata é a primeira linha de defesa contra infec¢des virais levando a
producao de interferons, citocinas inflamatdrias e quimiocinas, além da ativagao de
processos como autofagia e apoptose para impedir a replicagao viral. No caso
especifico do virus da raiva, quando ele entra no organismo através de mordidas ou
arranhdes, ele consegue escapar dessa resposta, permitindo sua replicagéo e invasao
do sistema nervoso central. Uma vez |4, o virus ndo pode ser eliminado pelo sistema
imunoldgico devido a mecanismos de escapes através de bloqueios pelas proteinas

virais que inibe a geracdo de IFN e citocinas pro inflamatorias (ZHANG et al., 2022).

As microglias sao as principais células de defesa do sistema nervoso central (SNC),
sendo denominadas células sentinelas. Elas desempenham um papel essencial ao
apresentarem antigenos e estimularem a producgéao do fator de necrose tumoral (TNF-
a) e 6xido nitrico (NO) no combate as infecgdes (RANSOHOFF; BROWN, 2012). Para
combater a infecgdo, o organismo utiliza citocinas como a IL-12 e o TNF-a, produzidos
por células apresentadoras de antigenos, que desempenham um papel essencial na
regulagédo da resposta imune contra patégenos. A IL-12 ativa as células natural killer
(NK) para produzirem IFN-y, que contribui para o desenvolvimento da imunidade
adquirida. Além disso, promove a diferenciacdo de células produtoras de IFN-y e
aumenta a produgao dessa citocina por células ja diferenciadas (ROBINSON et al.,
1997; TRINCHIERI, 1995).

O virus desenvolveu mecanismos para neutralizar a resposta imunoldgica. A proteina
P do virus da raiva tem a capacidade de reduzir a translocacao nuclear de STAT1 e,
portanto, inibir o IFN. Diferentes cepas do virus apresentam diferentes niveis de
eficiéncia na inibigao da sinalizagao do IFN (ITO et al., 2010). Inicialmente, a proteina
M interage com o JAK1 e impede sua fosforilagdo, o que interfere na sinalizagao do
receptor de interferon (IFNAR) para o fator de transcricdo STAT1. Isso resulta na
inibicdo da resposta imune mediada pelo IFN. No entanto, quando as células
infectadas sado estimuladas pelo IFN, a proteina M muda sua interagcéo e passa a
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interagcdo com o pSTAT1 (STAT1 fosforilado) melhorando a estabilidade da proteina
M no citoplasma e sinalizagao pelo complexo JAK- STAT blogqueando a sinalizagao
para a producao de citocinas (SONTHONNAX et al., 2019). Masatani et al. (2013)
realizaram um estudo que a proteina N responsavel por encapsula o RNA viral,
contribui para a propagacdo e disseminagao eficiente do virus nas células do
hospedeiro, pois impede a ativagdo da via IRF-3 mediada pelo RIG-I, inibindo a

produgao de IFNs.

No inicio, acreditava-se que os sintomas clinicos da raiva eram resultados da morte
em massa de células neurais. No entanto, estudos experimentais demonstraram que
apenas as cepas de baixa patogenicidade tém a capacidade de induzir a apoptose
neuronal (ZHANG et al., 2022). Estudos descobriram que a infecgao pelo virus da
raiva reduz o nivel de ATP e altera o estado de oxidagcido-reducdo das células
(FERNANDES et al., 2011; LI et al., 2005). A raiva pode causar danos neuronais
graves devido a interacdo entre a proteina P do virus e o complexo mitocondrial |. A
producao aumentada de oxido nitrico por neurdnios e macrofagos contribui para a
disfungdo mitocondrial e o inchago axonal (FU et al., 2005; HOOPER et al., 1995;
JACKSON et al.,, 2010; SHIN et al.,, 2004). Apesar do organismo nao produzir
anticorpos no estagio inicial da infecgéo, os virus sdo sensiveis a anticorpos exdégenos

ou aos previamente produzidos por vacinagao.

3.6 PROFILAXIA

De acordo com Brasil (2022b), a legislagao da normativa n° 5, de 1° de margo de 2002,
instrui que os herbivoros devem ser vacinados com vacina antirrabica com virus
inativado na dosagem 2mL por animal, independentemente da idade, através de vias

subcutanea ou intramuscular de acordo com a espécie.

A vacinacao é a forma mais adequada de prevencgdo da raiva, uma vez que nao ha
tratamento para a doenga (ACHA; SZYFRES, 1986). Além disso solug¢des eficazes
para o controle da raiva é obitidas através do controle das populagbes de morcegos

hematofagos, segundo Batista et al. (2007), é baseado na estratégia de aplicagao de
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uma pasta contendo uma substancia anticoagulante. Essa pasta é aplicada
topicamente em morcegos capturados, que sao posteriormente liberados para
retornar a sua colénia. Devido ao habito de limpeza mutua, especialmente entre as
fémeas, o anticoagulante aplicado resulta na eliminagdo de varios individuos na

colénia. Diminuindo assim a chance dos animais serem atacados por morcegos.

3.6.1 Vacina antirrabica

Varias vacinas antirrabicas comerciais de cultivo inativo sédo indicadas para a profilaxia
em equinos. Essas vacinas estimulam boas respostas imunoldgicas resultando no
desenvolvimento de anticorpos e na resposta soroldgicas, detectando anticorpos
neutralizantes especificos. Geralmente, apenas uma dose € necessaria, e sua eficacia
dura de 12 a 14 meses. O cronograma de vacinagao deve ser realizado por um médico
veterinario, podendo ser seguidas as seguintes recomendagdes: cavalo ndo vacinado
dose unica e revacinar anualmente, vacinados revacinar anualmente, égua prenha
vacinar antes da cruza ou 4-6 semanas antes de parir, potros vacinas a partir dos 4-6
meses e depois anualmente, porém potro com égua imunizadas primeira dose com 4-
6 meses e apos 4-6 semanas, a segunda dose e reforgo anual, devido aos anticorpos

maternais terem potencial de interferéncia na resposta vacinal (AAEP, 2020).

Com a evolugado dos programas nacionais de controle da raiva bovina na América
Latina e a regulamentagcdo anualmente da vacinagao antirrabica em rebanhos
bovinos, a raiva em equinos comecou a se destacar, em consequéncia da baixa taxa
de vacinacdo dessa espécie, o que os tornam vulneraveis a doenca. Portanto se
tornando necessario a imunizagdo dos animais para protegé-los contra a raiva.
(SOUZA, 2019).

De acordo com o Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros (2009), a
raiva € uma enfermidade que nao possui tratamento. Se um o animal apresentar sinais
clinicos neurolégicos, ele devera ser isolado e aguardar sua morte na fase agbnica ou
ser eutanasiados. E de responsabilidade o proprietario notificar imediatamente ao
Servigo Veterinario Oficial, pois a raiva é uma doenga de notificagdo obrigatéria. A

falta de notificacdo coloca em risco a vida da populagao e a saude dos rebanhos.
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As vacinas virais podem ser classificadas em atenuadas e inativas, que é o caso da
vacina antirrabica e subunidades. As vacinas atenuadas contém agentes infecciosos
vivos enfraquecidos, ja inativas ou subunidades usam agentes mortos ou apenas
particulas dele (FIOCRUZ, 2022).

As células apresentadoras dos antigenos como macrofagos, células dendriticas,
células de Langherans etc. quando tem contato com o virus da raiva elas o fagocitam,
processam e apresentam ao sistema imune. Esse reconhecimento pelo 6rgao linfoide
pelos linfocitos T e B. Levam a producéao de linfécitos B em sequéncia a produgao de
anticorpos especifico, ou seja, a imunidade humoral contra o antigeno ja os linfocitos
T a producéao de células de memodria (BRASIL, 2014; TAKAOKA et al., 2000).

A proteina G viral da raiva € um dos antigenos que induz a resposta aos linfocitos T
citotdoxicos. Estas células se diferenciam em dois tipos celulares com respostas
distintas. As células TCD4 geram células de memdrias, populagées duradoras
capazes responder melhor ao antigeno quando ocorrer um segundo contato. Porém,
para que isso ocorra, € necessario que as células TCD4 virgem sejam apresentadas
pelas (PACs) células apresentadoras de antigeno para a expressdo dos complexos
peptidicos de (MHCII) aos receptores de células T principalmente o fator de necrose
tumoral (TNFRSF) o qual modulas respostas de células virgem para fungao efetora
garantindo assim a geracao de células de memodria (JANEWAY, 2001; WITHERS,
MARRIOTT, 2016).

As células TCD8 requer na maioria das vezes para serem ativadas sinais
coestimulatoérios principalmente das células TCD4. Para sua fungao efetora as células
TCD8 reconhecem as moléculas de antigeno através do (MHCI). Quando ativadas
matam as células alvos principalmente por apoptose. Um mecanismo importante sdo
as liberagdes de granulos citotdxicos ou pela citocina IFN-y que inibe a replicagao viral
enquanto crescente a expressdao de MHCI aumentando a chance de eliminacédo de
um reconhecimento da célula infectada (ATOR, 2019). Porém infelizmente em um
hospedeiro o qual n&o foi vacinado o sistema imunolégico ndo tem a capacidade de
eliminar o virus no inicio da infecdo s6 sendo produzidos anticorpos neutralizantes
quando a doencga ja adquiriu sua forma irreversivel (KOTAIT et al, 2009).Segundo
Kotait et al. (1998), relataram que Pasteur, em 1885 conseguiu isolar o virus em

laboratério através de inoculagao do virus em medula espinhais de coelhos e realizar
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o primeiro tratamento do virus parcialmente inativado, o objetivo passou a ser o

desenvolvimento de vacinas mais seguras.

A vacina antirrabica, do tipo inativada, estimula a produgéo de anticorpos especificos,
que podem durar meses ou anos. Essa resposta imunoldgica é resultado da ativagéo
dos linfécitos TH2, que estimulam os linfécitos B a se diferenciarem em plasmacitos e
produzirem imunoglobulinas, como a IgM e posteriormente a IgG. Essa resposta, que
ocorre em média de 5 a 14 dias, cria uma memoria imunologica que permite uma
resposta mais rapida e eficiente em um possivel contato futuro com o virus (BRASIL,
2014; MESQUITA JUNIOR et al., 2010). As vacinas sdo importantes ferramentas
contra doencas infeciosas, e principalmente da raiva que € uma doenca infecciosa e
letal, auxiliando na protecédo de animais € na manutencao da sanidade de rebanhos e
seguranga a saude unica (GERSHWIN, 1998). Sdo reconhecidas ferramentas de
maior sucesso na protegcédo da saude publica (ZEPP, 2010; ALMEIDA, 2022).
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4 MATERIAL E METODOS

41 CONSIDERACOES ETICAS

Este projeto foi aprovado pela CEUA - UFRB, sob registro de N°.
23007.00016332/2019-69 em 29/08/2019.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

O experimento foi realizado na fazenda experimental da Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia (UFRB), localizada no municipio de Cruz das Almas — Bahia. De
acordo com dados do IBGE, (2020), a cidade esta situada no territorio de identidade
Recbdncavo, com regides geograficas de latitude 12° 39' 11" Sul e longitude 39° 7' 19"
Oeste. Sua populacdo é de 63.591 habitantes, e sua area total é de 139.117 km?2.
Conforme informagdes do SEI — BA (2010), o clima na regido é caracterizado como
tropical quente e umido, com temperaturas médias em torno de 25°C. As chuvas sao
mais frequentes durante os periodos de outono e inverno, com uma média anual de

precipitacdo de 2 mil milimetros. O estudo teve a duragao de 1 ano.

4.3 ANIMAIS

Foram selecionados no total de 10 equinos (Equidae equus); mesticos, em boas
condi¢cdes de saude, nao vacinados para raiva, divididos em 5 machos e 5 fémeas
com idade = a 3 meses (Quadro 1). Para isso os animais foram pesados, identificados
e passaram pela avaliagao clinica. Também foi realizada colheita de sangue para
analise de hemograma, bioquimico (ALT (TGP), AST (TGO), Fosfatase Alcalina,
Uréia, creatinina, Albumina, CPK (CK) e GGT (Gamaglutamiltransferase)) e sorologia
para raiva, com resultados negativos e titulagdo de anticorpos vacinais <0,5 Ul/mL no
dia D-21. Apds o término do estudo os animais permanecerem em seu ambiente de

rotina nas instalagdes da Universidade.
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Quadro 1 — Identificacdo dos animais do estudo.

Identificagcao | Animal |Sexo| Idade
08 1 F 6m
09 2 F 6m
12 3 F 12m
14 4 F 6m
18 5 F 6m
02 1 M 6m
03 2 M 6m
05 3 M 6m
13 4 M 6m
16 5 M 6m

M — Macho; F — Fémea; a — Ano; m — Meses

4.4 MANEJO DOS ANIMAIS

O periodo do experimento foi do dia D-21 ao D+360. Durante todo o periodo
experimental, os cavalos foram mantidos em seu ambiente habitual de pastoreio. Para
a realizagao das avaliagdes, os animais foram conduzidos com cabresto de nylon até
um curral de alvenaria e madeira, com uma area total de 60m? (30m x 30m) e mantidos
em tronco de contengdo de 250cm altura x 220cm. comprimento x 90cm largura, para
coleta das amostras foi realizada na veia jugular e administracdo da vacina
intramuscular na base do pescocgo utilizando agulha 40mm x 8mm, e limpeza local
com alcool 70 %, e posteriormente soltos no pasto. Durante todo o experimento, os
cavalos foram monitorados e gerenciados de acordo com as diretrizes de bem-estar
animal e condi¢gdes do Guia Brasileiro de Producdo, Manuteng¢ao ou Utilizagcao de
Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica, assegurando livre de
desconforto, ferimentos, dor, doencas, liberdade de expressar comportamento normal,
medo e angustia (CONCEA, 2016).
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4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para melhor entendimento das atividades do experimento, elaborou-se um fluxograma

das atividades, descritas a seguir, na Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma do delineamento experimental.

Fazenda
experimental
zootécnica (UFRB)

Exame clinico e
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Vacinagao
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e vacinagao
dose Unica

orologia negativa
para raiva
(

AcN <0,5 Ul/mL)

Dosagem de
anticorpos Teste (SFIMT) AcN > 0,5 Ul/mL
neutralizantes

46 AMOSTRAS

D +180

Os equinos utilizados no experimento foram animais da fazenda experimental da
UFRB, sendo selecionados 5 fémeas e 5 machos com idade =3 meses, nao
vacinados, identificados por numero e sexo. Para uma melhor avaliagdo da condigao
de saude dos animais, foi realizada a coleta de sangue de cada animal através da
venopunc¢ao da veia jugular. Antes da coleta, foi realizada uma tricotomia no local e
feita a assepsia com alcool etilico 70%. Utilizou-se uma agulha 25x0,8 para colheita a
vacuo em tubos estéreis sem anticoagulante, sendo coletados 3 mL de sangue de
cada animal para os exames sorologicos e bioquimicos. Além disso, foi utilizado um
tubo com EDTA para a coleta de 2 mL de sangue para o hemograma. Esses exames
hematoldgicos foram realizados tanto antes quanto depois da vacinagéo, a fim de

assegurar que 0s equinos nao apresentavam possiveis patologias.
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Foi feita a triagem dos animais, no dia D-21, apos o exame clinico, foram coletadas
amostras de sangue de todos os animais, sendo escolhido 10 animais dentre os que
estavam com titulagdes AcN <0,5 Ul/mL (negativa para raiva). No dia DO os animais
foram vacinados por via intramuscular 2mL com dose unica. Foi feita sorologia pos-
vacinagao para acompanhamento dos niveis de anticorpos rabicos nos dias D+21,
D+90, D+180, D+270, D+360.

A dosagem de anticorpos neutralizantes foi realizada pelo teste SFIMT, todos os
animais tiveram titulos de anticorpos AcN = 0,5 Ul/mL. Os animais foram mantidos
sempre no local de origem e disponibilidade de alimentados como de rotina, com
disponibilidade de alimentagdo da fazenda experimental - UFRB em regime
semiextensivo com pastagens variadas de capim tanzania e braquiaria, durante todo

0 experimento que durou um ano.

4.7 VACINA

Utilizou-se a vacina antirrabica inativada para herbivoros, feita a partir de suspensao
do virus rabico inativado pela Etilenimina Binaria (BEI), utilizando uma cepa Pasteur
de virus fixo (PV), produzido em cultivo celular e adsorgao pelo hidroxido de gel de
aluminio, mantida entre 2° e 8°C, sem congelar. A dose administrada foi de 2mL por
animal, pela via intramuscular, em uma unica aplicagao. A partida utilizada foi a de
numero 011/19, com apresentagcdo em frasco de 50 mL e data de fabricagdo em julho
de 2019.

4.8 AVALIACAO CLINICA PRE E POS-VACINACAO

Um exame fisico individual em cada cavalo foi realizado, incluindo a frequéncia
cardiaca, respiratéria, temperatura retal, linfonodos, sistema digestorio, ocular dentre
outros. Essas avaliacbes foram feitas em todos os equinos antes de coletar o sangue
e depois também, nos seguintes dias D-21, DO, D+21, D+90, D+180, D+270 e D+360.
De acordo com os exames clinicos realizados, foram avaliados os seguintes
parametros: a frequéncia cardiaca, medida em batimentos por minuto (bpm), foi obtida

por ausculta com estetoscopio, durante um minuto. A frequéncia respiratoria, medida
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em movimentos por minuto (mpm), foi contada ao observar o numero de movimentos

toracicos e abdominais do animal em um minuto (FEITOSA, 2014).

Além disso, a ausculta abdominal foi utilizada para avaliar a frequéncia e os ruidos
intestinais. Para isso, a regido foi dividida em quatro quadrantes: dorsal direito e
esquerdo, ventral direito e esquerdo, e cada ponto foi auscultado por 30 segundos.
Os linfonodos palpaveis e avaliados foram mandibulares, retrofaringeos, pré-
escapulares e sub-iliaco, além disso as mucosas foram avaliadas sua coloragéo e da
cavidade oral realizou-se a avaliacdo do tempo de preenchimento capilar, sendo
observadas as mucosas oculares e nasais, por fim, a temperatura retal foi aferida
utilizando-se um termémetro digital. Dessa forma, todos esses parametros foram

importantes para a avaliagao do estado clinico do animal (MARTINS, 2022).

4.9 EXAME SOROLOGICO

Para a amostra do exame soroldgico, bioquimico e hemograma, foi realizada a coleta
de sangue de cada animal através da venopuncéao da veia jugular. Antes da coleta, foi
realizada uma tricotomia no local e feita a assepsia com alcool etilico 70%. Utilizou-se
uma agulha 25x0,8mm para colheita a vacuo em tubos estéreis sem anticoagulante,
sendo que as amostras destinadas aos exames bioquimicos e soroldgicos foram
colocadas em uma caixa de isopor contendo placas de gelo e transportadas até o
laboratério. As amostras foram mantidas a uma temperatura de -20°C até a realizagao

das analises.

A dosagem sérica de anticorpos neutralizantes para a raiva foi realizada utilizando a
técnica de ensaio de imunofluorescéncia. Essa técnica, conhecida como SFIMT
(Técnica Microteste Simplificado de Inibigdo de Fluorescéncia), envolve varias etapas,
como preparagcao das amostras, diluicido dos soros de referéncia, incubacido com
células BHK-21, fixacédo e coloragdo com um anticorpo fluorescente especifico para o
virus da raiva. As amostras sorolégicas dos animais que receberam a vacina
antirrdbica comercial inativada apds 21 dias, bem como em outros dias especificos,
foram encaminhadas ao Instituto Pasteur (Sao Paulo) para a aplicagéo dessa técnica.

De acordo com a OMS (2018), considera-se um titulo protetor quando os animais
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apresentam uma titulagdo de anticorpos antirrabicos neutralizantes igual ou superior
a 0,5 Ul/mL.

O exame bioquimico foi processado pela maquina Bioquimica BS - 200- Mindray e
utilizando os seguintes métodos: ALT (TGP) Cinético UV, AST (TGO) Cinético UV,
Fosfatase Alcalina Cinética IFCC, Uréia Cinético-Enzimatico UV, Creatinina
Enzimatico — Trinder, GGT (Gamaglutamiltransferase) Cinético-colorimétrico, CPK

(CK) Cinético UV, Albumina Verde-Bromocresol.

O Hemograma foi realizado pelo aparelho de hematologia automatico HEMATOCLIN,
apds isso comparou-se o resultado com a leitura manual das laminas feita por
microscopia, para avaliagao da morfolégia celular, com o diferencial para leucdcitos,
assim como a contagem de plaquetas e de leucdcitos e eritrocitos, sendo a leitura das

proteinas plasmaticas realizada por refratometria.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os parametros fisioldgicos dos animais foram avaliados nos dias -21, 0, 21, 360,
sendo 0, o dia da vacinacado dos animais. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) utilizando o procedimento General Linear Models do programa
estatistico SAS (Statistical Analysis System). Para estudo do efeito dos dias de
avaliacao aplicou-se o efeito da ANOVA com probabilidade de 5%, segundo Feitosa,
2014. Na analise de Titulagdo de anticorpos neutralizantes do virus da raiva em
equinos nos tempos avaliados, foi considerado o Titulo =2 0,5 Ul/mL como sendo o
nivel eficaz de protecdo seguindo a parametros da OIE, 2008 e OMS, 2018. Para
acompanhamento dos animais, foram realizados os exames de hemograma,
leucograma e bioquimico, dos quais foram extraidos as médias e desvio padrao por

animal.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 PARAMETROS CLINICOS AVALIADOS

As analises realizadas nesse estudo, através dos parametros fisioldgicos realizados
com exames fisicos nos animais e sorologicos, indicaram que os equinos estavam
higidos, com condigbes adequadas de manejo e bem-estar estabelecidos pelo estudo.
Além disso, nenhum evento adverso foi observado. Os exames clinicos realizados
isoladamente em cada um dos 10 animais ndao mostraram alteragdes significativas
relacionadas ao uso da vacina ou a qualquer outra patologia, com base em parametros
fisiologicos avaliados, como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura
retal e motilidade intestinal. Esses demonstram que os animais apresentam resultados
saudaveis e ndo apresentam problemas de saude decorrentes do uso da vacina ou
de outras patologias. Como pode ser observado os principais achados clinicos na
Tabela 1.

Tabela 1 — Médias, desvios padrdo e andlise estatistica por ANOVA, dos parametros

fisioloégicos dos equinos antes e apds a aplicagao da vacina.

Avaliagao clinica

Tempo (Dia) FC (bpm) FR (mpm) T Motilidade
D-21 74,82+19,5 18,8214,9 38,02+0,6 2,42+0,5
DO 58,72+16,9 18,4212 1 37,8210,3 1,92+0,3
D+21 58,42+13,8 22,1216,0 38,12+0,5 1,8°+0,4
D+360 44,2°+87 18,22+3,6 37,32+1,9 1,6°+0,5

Valor de referénci 28 a 40 8 a16 37,2-38,9 1a2

FC: frequéncia cardiaca; bpm: batimentos por minuto; FR: frequéncia respiratéria; mpm: movimentos
por minuto; T: temperatura; m/2min: movimentos em dois minutos.

*Aplicacéo do teste ANOVA. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem pelo teste
ANOVA ao nivel de 5% de probabilidade.

**Motilidade intestinal verificada pela ausculta do ceco no Quadrante Dorsal Direito (QDD).

***WHITE, 1990; Feitosa (2014).

A analise estatistica da Tabela 1, para a frequéncia cardiaca, demonstrou que houve
diferenca significativa entre as médias dos momentos D-21, DO e D+21, em relagéo
ao D+360, além disso, todos os valores registrados estavam fora do esperado para a

espécie em repouso. Como esses valores foram decrescendo com o passar dos dias,
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sugere-se que no inicio do experimento os animais estavam mais agitados e foram se
acostumando aos procedimentos. De acordo com Hogdson et al. (2014), a frequéncia
cardiaca de um cavalo em repouso varia entre 25 a 40 bpm. Essa frequéncia cardiaca
pode atingir rapidamente 100 bpm devido a situagdes que causem excitagdes no
animal como, dor, medo, manejo e exercicio (MELO; ONA et al., 2021). Segundo,
Clayton, (1993), Matsuno (2012), considerando que animais jovens tem a frequéncia
respiratoria mais elevada devido a maior taxa de consumo de oxigénio que animais
adultos esta alteragédo pode ser justificada, pois, nas primeiras avaliagdes realizadas
(D-21, DO e D+ 21) os animais tinham idade préxima a 6 meses, ja na avaliagao

realizada no dia D+ 360 os animais tinham idade superior a um ano.

Nao houve efeito significativo para a FR e nem na temperatura retal, observando-se
apenas, leve aumento da FR, possivelmente em decorréncia da frequéncia cardiaca.
Ferreira (2006) e Prates (2007) relataram que a temperatura da superficie corporea e
a frequéncia respiratéria sdo dependentes de condigbes bioclimaticas, sendo
influenciadas pela umidade relativa do ar, temperatura ambiental e intensidade de
exercicios. Como o experimento foi em instalagdes zootécnicas apropriadas com
cobertura, para evitando o estresse térmico, promovendo conforto e bem estar durante
a manipulacdo e a realizagao dos exames fisicos, acredita-se que o maior valor
registrado, no D+21, seja em decorréncia da temperatura ambiental, pois foi na época

de maior calor na regido.

Para a motilidade intestinal, a analise estatistica demostrou que os resultados obtidos
nos dias D+21 e D+360 foram diferentes dos outros dias avaliados, mesmo estando
dentro da faixa de referéncia para a espécie. Diversos fatores podem causar
alteracbes gastrointestinais em equinos, como alimentagdo de baixa qualidade,
instalagdes inadequadas, longos periodos de viagem, trabalho excessivo, longos
periodos sem ingestdao de agua e comportamento individual. Portanto, n&o parece
haver correlagdo com a administracdo da vacina, sendo importante evitar esses
fatores e implementar medidas preventivas, como o controle de endoparasitas e
ectoparasitas, para manter a saude gastrointestinal dos animais (HILLYER et al.,
2002).

E importante ressaltar que o processo de deslocamento, estabulagdo, contengéo,

manipulagéo, exame clinico, coleta de amostra de sangue e vacinagéo, representam
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uma mudanga na rotina em que esses animais sao adaptados, o que pode resultar
em maior estresse. Além disso, durante todo o processo de avaliagao e coleta de
amostra, os animais ficaram privados de agua e alimentos, o que também pode

interferir nas restrigdes fisicas avaliadas.

A avaliagao dos parametros clinicos apos a administracdo da vacina comercial em
equinos, dentro das condigdes do experimento, fornece informagdes relevantes para
os 6rgéos de defesa animal. As variagbdes dos parametros encontradas no estudo ndo
afetaram a eficiéncia da vacina. Isso significa que os resultados obtidos com a vacina
testada sdo confiaveis e podem ser usados para o planejamento e estabelecimento

de critérios estratégicos no controle da doengca em questao.

5.2 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Antes e apos a inoculagao do antigeno, € importante que o individuo tenha um estado
de saude adequado para que seu organismo seja capaz de produzir os anticorpos
necessarios (ESCODRO et al., 2013). Por conta disso, optou-se por realizar exames
hematoldgicos antes da vacinagdo para estimar se haveria alguma influéncia na
segurancga e na eficacia da vacina, além de identificar possiveis contraindica¢des ou

necessidade de cuidados especiais durante o processo de imunizagao.

Nas Tabelas 2, 3 e 4 estdo apresentados os parametros dos hemogramas,
leucogramas e bioquimicos, respectivamente, dos animais. Ao longo do experimento,
pdde-se observar que a maioria dos valores registrados estiveram dentro da
normalidade, inclusive a auséncia de metarrubricito e metamielocitos, como era
esperado, sugerindo nao haver interferéncia da vacina sobre estes parametros
(KANEKO et al., 2008; SILVA, 2017).

Estes achados estdo em acordo com Eduardo Neto et al. (2022), que realizaram uma
pesquisa de antigeno para a produg¢ao de soro hiperimune, utilizando particulas virais
do SARS-CoV-2. Foram utilizados 26 equinos, todos os animais realizaram
hemograma, leucograma e testes bioquimicos antes e apds as aplicagdes, e nao
tiveram efeitos significativos em exames hematoldgicos, como os relatados neste

trabalho.
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Observou-se, porém, que os valores registrados para o hematdcrito (niveis mais
baixos), e RDW (niveis mais altos) estavam limitrofes dos considerados como
fisiolégicos por Kaneko et al. (2008), como foi registrado desde o D-21, e se
mantiveram na mesma faixa, supde-se que a vacina nao interferiu nestes parametros

sanguineos (Tabela 2).

Tabela 2 — Médias e desvios padrao dos parametros encontrados no hemograma dos

equinos antes e apos a aplicagdo da vacina.

Hemacias HB HT VCM HCM**  CHCM RDW**

Dia —qo6mL  gdl % w3 % %

21 67 102 293 440 153 349 22.4

0 68 102 282 419 152 343 19,6

21 6,2 95 264 427 154 361 19,1

90 65 101 268 418 157 377 19,0

180 6,6 124 276 47,3 . 33,1

270 7.3 13,0 332 46,6 . 324

360 6,1 95 269 44,2 . 35,2 .
Média 6,6 10,7 283 440 154 34,8 20.0

DP 039 14 235 219 023 179 162

VR* 6,5-125 11-19 32-52 34-58 15,2-18,6 31-37 15,0-18,5
HB (hemoglobina), HT (hematdcrito), VCM (Volume corpuscular médio), HCM (Hemoglobina
Corpuscular Média), CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média), RDW (Red Cell
distribution width), DP (Desvio Padrao), VR (Valores de referéncias). *Fonte: Kaneko et al. (2008).
**Dos dias 180 a 360, os dados para HCM e RDW foram perdidos, sendo alocados com um ponto na
tabela, a fim de viabilizar a aplicagao das férmulas.

Sabe-se que o hemograma completo pode ser usado para avaliar o estado geral do
paciente e um organismo saudavel é capaz de manter um equilibrio adequado na
produgao e destruicdo das células sanguineas, garantindo a quantidade e qualidade
ideais das células em circulagdo. Esse processo é crucial para prevenir infecgdes,
sangramentos e garantir o funcionamento correto das células do corpo (ROSENFELD,
2012). Apesar desses parametros terem ficado fora dos valores de referéncia,
nenhuma destas anormalidades foi registra, indicando que pode ser uma
caracteristica do grupo de animais avaliados.

Segundo Monteiro (2016), as principais causas de linfocitose incluem respostas
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fisiologicas, como a observada em gatos e cavalos em resposta a adrenalina, bem
como em animais jovens, resultando em uma linfocitose transitéria. Além disso, a
linfocitose também pode ocorrer apds vacinagdes, com a presenga de imundcitos, em
doencas infecciosas cronicas, em casos de medo e ansiedade em felinos, na fase
cronica da inflamacao, em protozoonoses, durante a fase de convalescenga e em
casos de linfoma e leucemia linfocitica. Ao observar a Tabela 3, nota-se que os
equinos avaliados apresentaram no D-21 esinofilia, porém esta ndo se manteve ao
longo do experimento. Além de linfocitose (D+180) e neutrofilia (D+90, D+180 e
D+360). Alguns animais, momento das coletas, passaram por pequeno estresse, ao
serem colocados no tronco de contencéo, de durante a realizagao dos exames fisicos

e coleta de sangue (Tabela 3).

Tabela 3 — Médias e desvios padrao dos parametros encontrados no leucograma dos

equinos antes e apos a aplicagao da vacina.

Neut

Leuc  Neutseg bast

Linf Mon Eosin Bas Plag PPT

células/pl g/dl

-21 12470  5608,9 18,8  5382,0 251,2 1203,8 54 176300 7,8
0 11680 6361,6 34,2 4591,0 241,3 4519 0,0 256300 7,8
21 11450  5894,6 12,1 5063,4 2614 2185 0,0 301500 75
90 11320  6959,0 0,0 34734 173,77 7139 0,0 245200 7,6
180 11690  3633,2 138,99 6369,2 332,7 638,3 73,7 192800 8,0
270 11060  4801,2 16,6  5322,7 246,1 6134 60,0 176700 8,2
360 10570  6020,4 874,0 2690,1 6414 3441 0,0 201000 7,7
média 11462,9 5611,3 156,4 4698,8 306,8 597,7 19,9 221400 7,8
DP 590,6 1095,1 319,9 1246,8 154,6 3194 324 473756 0,24
VR* 5500 - 2700 - 0-100 1500 - 0- 0- 0- 90000- 5,8-
12500 6700 5500 800 950 170 350000 8,7

Leuc (Leucodcitos), Neut seg (Neutrofilos segmentado), Neut bast (Neutrofilos bastonetes), Linf
(linfocitos), Mon (mondcitos), Eosin (eosindfilos), Bas (basofilos), Plaqg (plaquetas), PPT (Proteina
plasmatica), DP (Desvio Padrao), VR (Valores de referéncias), *Fonte: Kaneko et al. (2008).

A avaliagdo das enzimas hepaticas, musculares e renais monitora e diagnostica
doencas e lesdes nestas estruturas organicas (GONZALEZ; SILVA, 2017). E servem
de suporte para estimar a saude geral do individuo. Como o figado e os rins séao

orgaos destinados a depuragcdo de metabdlitos e agentes toxicos, bem como o
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musculo € sensivel ao acumulo destes, ao monitorar suas fungdes, pode-se estimar a
capacidade do organismo de lidar com situacdes de risco a vida e se ha algum fator
estressor desencadeando o seu mal funcionamento. Por serem exames de baixo
custo, simples e rapidos, sao considerados imprescindiveis em pesquisas, sendo
assim, optou-se por realiza-los, cujos resultados foram tabulados a seguir na Tabela
4.

Tabela 4 — Médias e desvios padrao dos parametros encontrados no bioquimico dos

equinos antes e apds a aplicagdo da vacina

ALT AST FA GGT Ureia  Creatinina CPK Albumina

DIA u/l u/l U/l U/l mg/dI mg/dl u/l g/dl
21 9,7 3386 : 15,3 35,5 1,0 . :
0 9,6 3324 2933 11,0 24 1 1,2 4487 6,0
21 6,8 308,6 223,3 10,2 38,2 1,0 335,2 53
%0 81 371,3 260,9 13,7 41,0 1,0 271,0 2,4
180 16,2 260,9 275,8 19,2 16,2 1,1 259,6 3,1
270 13,5 3626 211,1 21,8 54,9 0,9 401,4 2,9
360 14,5 3574 228,22 21,4 38,8 1,2 441,0 55
Média 11,2 333,1 248,8 16,1 35,5 1,1 359,5 4,2
DP 3,53 38,21 32,70 4,80 12,43 0,11 83,39 1,59

ALT (Alanina aminotransferase), AST (Aspartato aminotransferase), FA, (fosfatase alcalina), GGT
(Gamaglutamiltransferase), CPK (creatinofosfoquinase), DP (Desvio Padrédo), VR (Valores de
referéncias), *Fonte: Kaneko et al. (2008).

Assim como nos resultados dos parametros sanguineos, foi possivel observar que a
maioria dos valores das enzimas musculares, hepaticas e renais esteve dentro da
normalidade, ou manteve-se proximo a ela, de acordo com os determinados para a
espécie (KANEKO et al.,, 2008), durante o periodo analisado, ndo evidenciando
possiveis alteracbes nesses sistemas, 0 que sugere que nao houve uma agéao direta

da vacina sobre esses parametros sanguineos.

A despeito disso, observou-se que a média da ALT (11,2+3,55U/l), durante todo o
periodo de coleta de sangue, manteve-se fora dos valores ditos como normais para
espécie equina, o que pode ser uma caracteristica dos animais utilizados no

experimento, como explicado por Souza et al. (2016), que analisaram cavalos
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saudaveis da raca Campeiro, encontraram meédia de 5,13+1,18U/l para a ALT e
concluiram que esta raga possui valores especificos e diferentes dos da sua espécie,
sugerindo que variagdes raciais devem ser levadas em conta ao analisar o perfil

bioquimico de cavalos.

5.3 PARAMETROS SOROLOGICOS

A Tabela 5 mostra os resultados das sorologias dos animais antes e apos a vacinagao.
E possivel observar que, 21 dias antes da vacinagdo, os animais com titulos de
anticorpos < 0,5 Ul/mL, e houve um efeito significativo na sorologia 21 dias apds a
vacinagao, quando a titulagao atingiu o ponto maximo variando entre 1 e 128 Ul/mL.
No dia D+90, os valores minimos foram de 2,0 Ul/mL e os maximos de 170,67 Ul/mL.
No periodo D+180, os valores variaram entre um minimo de 0,5 Ul/mL e um maximo
de 32 Ul/mL. Ja no dia D+270, o valor minimo encontrado foi de 0,5 Ul/mL e o maximo
de 64 Ul/mL. Ao final do estudo, no dia D+360, os resultados variaram entre 1,33
Ul/mL e 96 Ul/mL.

Tabela 5 — Médias da sorologia de equinos vacinados com vacina antirrabica, antes e

depois da aplicagao.

Resultado (Ul/mL)*

identificado 01T D0 D+21 D+90 D+180 D+270 D+360
8 <008 <008 1 2 05 05 133
9 <008 <008 32 16 4 8 6
12 017 025 64 16 4 16 12
14 <008 008 16 2 1 2 15
18 025 025 128 17067 32 64 96
2 008 008 32 533 2 2 2
3 025 025 16 16 8 16 12
5 <008 <008 64 32 8 32 24
13 017 025 64 32 8 16 24
16 017 017 64 32 8 16 24

*Titulo = 0,5 Ul/mL é considerado nivel eficaz de protecao (OIE, 2008; OMS, 2018).

As médias dos niveis de anticorpos rabicos se mantiveram em 100% dos animais do
estudo, corroborando os resultados de Rathnadiwakara e colaboradores (2023).

Esses pesquisadores aplicaram vacina antirrabica em 31 ovelhas regularmente e
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observaram que todas mantiveram os titulos de anticorpos neutralizantes por um

periodo de um ano.

Em outro estudo realizado por Almeida (2022), com bovinos, os animais apresentaram
titulagdes de anticorpos rabicos > 0,5 Ul/mL a partir de 21 dias, e esses titulos se
mantiveram por um ano, reforcando os achados deste experimento e demonstrando

a importancia do reforgo anual.

Para uma melhor compreensao e representacao dos resultados, estes foram plotados
no Grafico 1, que mostra a curva de imunidade humoral de cada individuo avaliada ao
longo de 360 dias apds a imunizagdo. Nesses graficos, € possivel visualizar a
amplitude da resposta imunoldgica de cada animal, ou seja, a produgao de anticorpos
ao longo do tempo. Esta representagao grafica permite uma melhor compreensao da
resposta imunoldgica dos animais apds a imunizacao. E possivel observar se ocorreu
um aumento gradual na produgao de anticorpos, atingindo um pico em determinado

momento e, posteriormente, uma possivel diminuigao.

Grafico 1 — Curvas da titulacdo de anticorpos neutralizantes antirrabico (IgG) em

equinos nos tempos avaliados.
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Ao analisar os resultados dos animais do Grafico 1 e comparar com os da Tabela 2,
observa-se que 0s animais apresentaram niveis de anticorpos com 21 dias apos a

vacina. O animal 18 no dia D+90 apresentou a maior curva de titulagdo em
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comparagao com o animal 08 que apresentou a menor curva no grafico no tempo de
D+360. Os valores obtidos no tempo D+21 variaram entre 1,00 e 128,00 Ul/mL. No
tempo D+90, os resultados variaram de 2,00 a 170,67 Ul/mL. Ja no tempo D+180,
encontramos um valor minimo de titulo de 0,50 Ul/mL e um maximo de 32,00 Ul/mL.
No tempo D+270, os valores variaram entre 0,50 e 64,00 Ul/mL. Ao final do estudo,
no tempo D+360, um ano apds a aplicagado da vacina antirrabica comercial inativada
testada, os valores de titulos obtidos variaram de 1,33 a 96,00 Ul/mL. E importante
ressaltar que todos os animais tiveram titulos considerados adequados durante todo

o estudo.

Para facilitar a discussdo dentro do mesmo sexo, confeccionou-se os graficos

separando os individuos por este critério.

Grafico 2 — Curvas individuais dos titulos de anticorpos (Ul/mL) de equinos fémeas
vacinados contra a raiva com uma dose de vacina comercial, obtidas pela
técnica SFIMT.
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Em relagédo a idade e sexo dos animais avaliados, observou-se no Grafico 2 que as
fémeas, no inicio do experimento, tinham idades variando entre 6 e 12 meses. Nesse
grupo, foi apresentado niveis de anticorpos neutralizantes antirrabicos, com valores
no D+21 maximos de 128,00 Ul/mL e minimos de 1,0 Ul/mL, os valores variaram no

D+90 em 2,00 e 170,67 Ul/mL, ja no tempo de D+ 180 um valor minimo de titulo de
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0,5 e 32,00 Ul/mL maximo. Encontrou-se, no periodo de D+270, valores que variaram
de 0,5 e 64,00 Ul/mL maximo. Ao final do estudo esse tempo variou de 1,33 a 94
Ul/mL. (Grafico 1a). Nota-se que a curva de titulagdo alcanga o nivel maximo no dia

D+90 no animal 18 e minima D+360 no animal 08.

O ponto de maior soroconversao vacinal ocorreu no dia D+21 e o minimo, no dia
D+360. Os resultados deste estudo mostram que, embora os titulos de anticorpos
sejam menores em fémeas em comparagdo com os machos, eles alcangaram uma
soroconversao satisfatoria de pelo menos 0,5 Ul/mL apés a aplicagcado da vacina. Isso
indica que uma unica dose da vacina foi capaz de estimular uma resposta imunolégica

adequada nesses animais.

Grafico 3 — Curvas individuais dos titulos de anticorpos (Ul/mL) de equinos machos
vacinados contra a raiva com uma dose de vacina comercial, obtidas pela
técnica SFIMT.
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A vacinagao € uma das principais estratégias para a prevencgao da raiva em animais
herbivoros e domésticos, juntamente com o controle dos reservatorios, do morcego
Desmodus rotundus. A vacinacao profilatica visa interromper a transmissao da doenca
entre animais domésticos e selvagens, garantindo a seguranca da saude humana
(OLIVEIRA et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2007).
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A importancia dos estudos de eficacia, soroconversao e seguranga das vacinas
antirrabicas comerciais, visam avaliar a resposta imunolégica em uma ampla
populagao de individuos, considerando as particularidades de cada categoria animal.
O objetivo é obter informacgdes precisas sobre a eficacia da vacinagao e garantir que

uma resposta imune seja adequada para proteger os animais contra a raiva.

E importante ressaltar que varios fatores sdo essenciais para garantir uma conversao
vacinal eficiente. Primeiramente, o animal deve estar em boas condicbes de saude
para obter uma resposta imunoldgica adequada (KOTAIT et al., 1998). Além disso,
segundo Albas et al. (2001), € fundamental garantir o acondicionamento adequado da
vacina, mantendo-a refrigerada, a dose correta e a via de administragdo, além de
administrar a dose correta e utilizar a via de administracdo especifica para cada

espéecie animal.

Esses fatores sdo fundamentais para garantir a eficacia de uma vacina e fornecer a
protecdo desejada contra a raiva, uma zoonose fatal que causa grandes perdas
econdmicas na pecuaria em areas endémicas. Num programa nacional de controle da
raiva, é crucial garantir que a vacinagao seja realizada de forma eficiente, garantindo

resultados superiores e maximizando a eficacia da imunizacgao.
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6 CONCLUSAO

Apos a avaliagdo sorologica, em equinos vacinados contra raiva, por meio da
identificacdo da titulagdo de anticorpos IgG nos momentos D+21, D+90, D+180,
D+270 e D+360, pela técnica de Microteste Simplificado de Inibi¢ao de Fluorescéncia,
durante um ano, conclui-se que esta vacina foi eficiente pois conferiu protegao contra

0 virus da raiva.

Os paramentos fisioldgicos, hematoldgicos e bioquimicos dos animais antes e durante
todo o experimento mantiveram-se dentro dos valores esperados, nao interferindo na

produgao de anticorpos.
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