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RABIES 

"The best mode that can be adopted is, immediately 

after the part has been bitten, to cut it out, you should first 

ascertain at what depth the teeth have entered, by means of a 

probe, and then take care to excise a sufficient quantity, and 

leave no part of the injured integument, cellular membrana, or 

muscle to remain. If persons should object to the use o f the 

Knife - foolishly object to have the poisoned part cut away - I 

advise you in such cases to let sink into the wound a small piece 

of potassa fusa (potassium hydroxidel ... 

The best p~an decidedly is the immeoiate excision of 

the part, and, where it has been dane directly after the injury, 

it nas, I belive, in every instance been successful in 

preventing the disease". 

S-iA Mtiey PMton CoopVt 

CoopVt, A. Lancex 2: 766, 1823 
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1 • I NTROVUÇÀO 

De acordo com a literatura clássica, a raiva e uma doença 

infecciosa cujo agente etiolÓgico tem predileção por instalar-se e repli -

car-se nas células do sistema nervoso central (SNCJ, não só do homem como 

de todos os animais homeotérmicos. Estas células nobres, quando infecta -

das, sofrem profundas alterações morfofisiolÓgicas: são rapidamente lesa 

das. determinando sinais e sintomas característicos, conduzindo o animal a 

um quadro clínico que. em Última análise, corresponde ao da encefalite ag~ 

da. A evolução é geralmente rápida e fatal. 

Na literatura especializada, encontram-se casos de cura espon

tânea em animais natural ou artificialmente inoculados com o vírus rábicov 

Constitui uma consideração importante para nos a observação de 

que. em animais nos quais o processo infeccioso evoluiu para a cura, foi 

constatada a presença de anticorpos neutralizantes especÍficos no soro, li 

qui do céfalorraquidiano e no prÓprio tecido cerebral 1 '+' 
2 0' 6 6. Ocorrências 

desta natureza permitem acreditar na possibilidade da multiplicação vira! 

aparentemente não lesiva, em células nervosas ou, talvez, em células nao 

especificamente pertencentes ao sistema nervoso central. 

A inoculação, pelas vias subcutânea ou intramuscular, de vírus 

inativados por processos fÍsicos ou quÍmicos que não interfiram intensame_12 

te na sua integridade antigênica, ou então a inoculação de vírus modifica

dos, induzem à formação dos anticorpos específicos. Estes podem ser detec

tados por diferentes técnicas no soro sangÜíneo, no líquido céfalorraqui -

diano e no tecido cerebral. Ocorre, todavia. que o nivel da resposta imun~ 

lÓgica dos animais submetidos àquele tratamento, varia segundo o caso. Co~ 

siderando a inoculação intraperitoneal de um determinado número de partíc~ 

las virais, inativas ou ligeiramente modificadas, obtem-se maior teor de 

anticorpos no tecido cerebral quando os animais são inoculados com o vírus 

ativo 43 . 
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Este fato é fundamental para a preferência que é dada às vac! 

nas constituídas de microrganismos com virulência diminuída, quando tecni 

camente possíveis de serem obtidas. 

A nossa experiência neste campo permitiu verificar que a ino 

culação intracerebral do vírus rábico modificado em animais de laboratôri~ 

induzia a uma elevada resistãncia à subseqÜente inoculação do vírus fixo 

patogênico, quer por via intramuscular, quer por via intracerebral. Além 

desse aspecto, pudemos observar, também, que a resposta antigênica de uma 

dada partida de vírus FLURY HEP, variava de um lote de animais para outro, 

Imaginamos, então, que fatores próprios desses animais pudessem impedir o 

acesso do vírus aos tecidos nervosos, partindo do pressuposto que a sua 

via de progressão no organismo e a sua replicação, obedecem aos mesmos me 

canismos observados quando da infecção natural. Neste Último caso, são ob 

servadas manifestações clínicas que denotam lesões do sistema nervoso cen 

tral. Todavia, esta verdade não é válida para o que é observado quando da 

inoculação do vírus FLURY HEP. Nestas condições, não são detectadas, clini 

camente, lesões cerebrais, embora ocorra uma replicação viral, que pode 

ser verificada pelo teste de imunofluorescência no sistema nervoso central 

e que induz ao aparecimento de títulos de anticorpos séricos ao nível de 

proteção. 

Como expusemos anteriormente, existem relatos na literatura, 

de casos de infecçÕes rábicas experimentais e mesmo naturais, que evolui -

ram para uma cura espontânea. Dra, é princípic dogmático de que a célula 

nervosa lesada não se recupera. Tais curas, mesmo aquelas posteriores a ma 

nifestação de paresias graves, denotam que a replicação viral ocorreu sem 

dano permanente para a célula hospedeira. Estas observações invalidam a 

convicção de que uma infecção rábica é sempre letal. 

Em nossa experiência pessoal, verificamos, em várias oportun~ 

dadas, estes fatos. Cobaias inoculadas com o vírus FLURY LEP, que apresen

taram paresias e mesmo paralisias de membros posteriores, evoluiram para a 

cura espontânea sem aparente ocorrência de seqÜelas. 

O que parece ser uma constante - e a literatura o demonstra

e que, em casos de infecções não fatais, os animais apresentam altos títu 

los de anticorpos neutralizantes no lÍquido cérebro-espinhal e no soro 14 . 
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Como a resposta imune está diretamente relacionada à massa an

tigênica inoculada, no caso específico dos vírus rábicos, os títulos resu! 

tantas induzem a acreditar na replicação viral ao nível do sistema nervoso 

central, sem que haja danos aparentes às suas células,de acordo com as ob -

servações de KOPRDWSKI, BLACK e NELSEN 41 (1954). Ora, sendo o sistema nerv~ 

so central um tecido imunologicamente segregado, nestas condiçÕes deverá 

haver mecanismos diversos na resposta imune, quando da vacinação intramus

cular e intraneural, pois observações de RIBEIR0 58 (1970) demonstraram a 

existência de diferentes níveis de resposta. conforme a via de inoculação 

do antígeno. 



2. PROPOSIÇÃO 
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2. PROPOSJ Ç/\0 

Baseados nas considerações expostas no CêlpÍtulo "INTROOUÇAD" , 

objetivamos verificar: 

1. qual a intensidade da resposta imunitária em animais de laboratório 

inoculados intramuscular e intracerebralmente com vacina anti -rãbi c a 

preparada com a amostra FLURY HEP. 

2. se com a utilização dessas vias de inoculação haveria a instalação e 

replicação da amostra FLURY HEP no tecido cerebral desses animais. 

3. qual a importância relativa dos anticorpos séricos e, possivelmente 

da imunidade celular do sistema nervoso central na proteção dos ani 

mais tratados quando reinoculados com "vírus fixo". 



J. LITERATURA CONSULTAVA 
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3. LITERATURA CONSULTAVA 

Para melhor compreensao do problema ao qual nos propusemos a 

abordar e para melhor atingir aos objetivos colimados, dividimos os traba 

lhos consultados nos seguintes tópicos: 

3. 1 

3.1 Propagação do vírus rábico no organismo 

3. 1 • 1 

3.1.2 

Através de via nervosa 

Através de via hemática 

3.2 Imunoproteção 

3.2.1 

3.2 .2 

3.2.3 

3.2.4 

Inoculação da vacine por diferentes vias 

Replicação viral nos tecidos do sistema 

nervoso central 

Interferon 

Anticorpos humorais e imunidade celular 

3.3 Cura espontãnea da raiva 

PROPAGAÇÃO VO VTRUS RÃB!CO NO ORGANISMO 

3. 1 . 1 Uw.vú. de. vJ...a ne/!.-VO.õa 

MORGAGNI 49 ['1769] postulou a possibilidade de que 

o vírus rábico fosse conduzido ao sistema nervoso central através da via 

nervosa. 

GALTIER 26 (1679) publicou os primeiros resultados a respeito da 

doença experimental e, entre outras verificações, sugeriu a propagação do 

vírus da raiva por via nervosa. 

SCHINDLER 60 [1961) nao demonstrou a ocorrência do vírus rábico 

no sangue, após a inoculação experimental em camundongos, Verificou que o 

soro anti-rábico, inoculado por via intracerebral mais do que 10 minutos 

apos a inoculação intracerebral do vírus patogênico, não apresentava efei 

~o protetor significante. A rápida combinação entre vírus e células susce 
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tíveis, formando um complexo nao neutralizável, seria a causa da ineficácia 

do soro nestas condiçÕes, segundo as suas conclusões. Além desses aspectos, 

o autor verificou que o vírus râbico perderia a sua atividade infectante 

360 minutos após a inoculação intracerebral, sugerindo que no interior da 

célula, na fase de eclipse, o vírus rompe-se em partículas menores, nao in 

fectantes. Por outro lado, no tecido muscular o vírus reteria a sua infecti 

vidade por um tempo muito maior. Estas experiências demonstraram, assim, a 

maior afinidade do vírus rábico pelas células nervosas. Outra observação in 

teressante do mesmo autor, diz respeito à maior concentração de vírus nece~ 

sãria para determinar a doença, quando inoculada por via intramuscular. Pa 

rece que grande parte das particulas virais não encontra, por qualquer razão, 

oportunidade de combinar-se com as células nervosas suscetíveis. Schindler, 

''loc.cit.': concluiu que ocorre a progressao do vírus através da via nervosa, 

baseado nas seguintes observações: 

1a. l 

2a. l 

3a. l 

4a. J 

no período de incubação, o vírus nao e encontrado no sangue; 

o período de incubação depende da distância entre o ponto de penetra 

ção do vírus e o sistema nervoso central; 

na inoculação experimental, o vírus foi encontrado nos nervos perif~ 

ricos antes de seu aparecimento no sistema nervoso central; 

em seguida, foi detectado primeiramente na medula espinhal e, poste

riormente, no cérebro (inoculação feita por via intramuscular no mem 

bro posterior) , 

DEAN, EVANS & MCLURE 19 (1863) verificaram em camundongos, co 

baias, ratos, hamsters, raposas e cães, que a neurectomia prévia (ciático e 

safênicol realizada na pata que sofreu inoculação, impedia as mortes conse

qÜentes da inoculação com vírus CVS. Por outro lado, 85% dos animais contra 

les não neurectomizados, morreram como conseqÜência da inoculação da mesma 

dose. Verificaram, ainda, que a neurectomia era eficaz até 2 horas após a 

inoculação do vírus. Quando se usava o hamster como animal experimental, a 

neurectomia não impedia totalmente a morte, fato que sugere uma maior susce 

tibilidade deste animal, permitindo a disseminação provável do vírus rábico 

através da via hemática. O mesmo ocorreria, conforme os autores, com outros 

animais altamente suscetíveis, como a raposa e o boi. 
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JOHNSON 34 (1965), através da imunofluorescência, trabalhando com 

camundongos, verificou a presença do vírus em células nervosas da raiz dor 

so-lombar e da região lombar da medula espinhal, 3 dias após a inoculação 

subcutârea do vírus rábico. Ao contrário, o tecido subcutâneo e o músculo da 

região inoculada, assim como os linfonodos e os nervos periféricos regi~ 

nais, não apresentaram vírus. Durante o perÍodo de incubação, o autor nao 

encontrou, com freqüência. vírus no sangue ou nas vísceras desses animais. 

BAER, SHANTHAVEERAPPA e BDURNE 6 (1965) e BAER SHANTHA 

BOURNE 7 (1968), concluiram, em ambos os trabalhos, que tanto o vírus 

8 

fixo 

como o vírus das ruas, progridem rapidamente através do nervo ciático do ra 

to, quando os vírus são inoculados no coxim plantar deste animal. A neurec-

tomia total, antes da inoculação, evitava a morte de, praticamente, 100% 

dos ratos inoculados. Os autores verificaram que as estruturas perineurais 

pareciam nào participar da progressão dos vírus, uma vez que a remoçao ci -

cúrgica dessas estruturas não reduzia significantemente a mortalidade. Por 

outro lado, a retirada dos fascículos nervosos, mesmo com a permanência das 

estruturas perineurais, evitou a morte dos ratos inoculados. A existência 

de endotélio perineural metabolicamente ativo, como uma extensão das menin

ges, constitui uma barreira celular que envolve os fascículos nervosos. Os 

autores não acreditam que o anticorpo anti-rábico circulante teria condi-

ções de ultrapassar esta barreira e, assim, exercer eficazmente a neutrali

zaçao dos vírus, quando localizados nos nervos periféricos. Nestas condi 

çoes, a sobrevivência dos animais dependia da presença de anticorpos cir-

culantes, antes que o vírus antingisse o sistema nervoso central. Verifica

ram,ainda, não ser possível isolar o vírus do nervo ciático da pata inocul~ 

da, senão 9 dias após a inoculação, Demonstraram, também, que a ocorren c i a 

de mortes em alguns animais neurectomizados 1, 2 e 3 dias após a inoculaçã~ 

indica que o vírus pode atingir o sistema nervoso central antes da sua de 

tecção nos nervos regionais, pelas técnicas de diagnóstico disponíveis. Da 

medula espinhal, os vírus disseminam-se rapidamente para outras partes do 

sistema nervoso central. No 99 dia apÕs a inoculação são detectados na glâ~ 

dula salivar e na gordura parda, sugerindo progressão centrífuga através da 

inervação periférica, após a progressão centrípeta. 

LEPINE e GAMET~~ (1869) mencionam que: "nos animais infectados p~ 

lo vírus da raiva, a virulência dos Õrgâos é função da quantidade de tecido 

nervoso que eles possuem. As cápsulas supra-renais, as glândulas salivares, 
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as glândulas lacrimais, apresentam título infectante para o animal bem 

superior ao do fÍgado, do baço, dos rins e dos pulmÕes". Opinam, por ou 

tro lado, que: "os tecidos pobres em elementos nervosos apresentam viru -

lência das mais irregulares" e, ainda: " para o animal raivoso é essencia.!, 

mente o sistema nervoso central e periférico a sede do vírus rábico". (As 

traduções sào nossas). Os mesmos autores "loc. cit.", consideram, ainda,a 

existência de diferentes "intensidades de virulência" segundo as diferen

tes porções do sistema nervoso. O corno de Ammon, o cerebelo e o bulbo ra 

quidiano são os mais ricos em vírus. Esta variação, que depende da maior 

ou menor concentração viral do tecido nervoso, seria função da quantidade 

de células sensíveis (células neuro-ganglionares) nestes tecidos. Quanto 

a propagação propriamente dita do vírus, desde o ponto de inoculação até 

o sistema nervoso central, afirmam que: "a virulência do sangue é um pr~ 

blema ainda obscuro. Parece nao haver viremia durante o período de incuba

ção. Por outro lado, no animal raivoso o sangue é virulento". Concluem,f! 

nalmente, que a via de propagação do vírus rábico, inoculado natural ou 

experimentalmente, é um problema que não tinha recebido, até então, uma 

resposta satisfatória. 

HUMMELER e KOPROWSKij 2 (1969), aceitam os nervos periféricos como 

a via de propagaçao do vírus. Estes podem ser detectados, regularmente, ~ 

través da imunofluorescência, inicialmente nas células ganglionares da me 

dula espinhal; a invasão do sistema nervoso central seria explicada pelo 

deslocamento do vírus através da substãncia cinzenta. A replicação ocorre 

quase que exclusivamente nos neurônios. Os autores acreditam que o ' Vlrus 

rábico possui seletividade para determinados neurÔnios, tais como os do 

corno de Arnmon e os das células de Purk.inge. "Apesar da instalação e re -

plicação viral, estas células permanecem estruturalmente intactas, nao 

ocorrendo neuroniolise ou neuroniofagia" (o grifo é nosso l. ~ 

MURPHY, BAUER, HARRISON e WINN 5G(1973) e MURPHY, HARRISON, WINN 

e BAUER 51 (1973), trabalhando com hamsters confirmaram, através da micro~ 

copia eletrônica, a infecção dos miócitos e, em seguida, a dos fusos neu 

romuscular e neurotendinoso, próximos do local da inoculação. A este en 

volvimento, segue-se o comprometimento do nervo periférico do membro in -

fectado. Ainda através da microscopia eletrônica, os autores verificaram 

que nos nervos periféricos apenas os 

viral. 

axônios suportam o desenvol vimsn to 
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Em seguida, o vírus foi detectado no gânglio da raiz dorsal do segmento 

ipsilateral da medula lombar. Concluem que a via passiva centrípeta de 

passagem do vírus para o sistema nervoso central parace ser o axoplasma do 

nervo periférico. A partir do ponto de inoculação intramuscular, no mem 

bro posterior, conforme relatam os autores, o vírus chega aos neurônios da 

medula espinhal lombar em 60 horas e progride rapidamente para o cérebro. 

Em seguida, pela via nervosa centrífuga, dirige-se para os olhos (retina 

e córnea), terminaçÕes periféricas associadas aos pelos, intestinos e c~ 

mada medular das adrenais. t encontrado, ainda. no nariz e na boca, sendo 

que estas áreas,parecem estar mais infectadas do que o epitélio da glând~ 

la salivar. O vírus pode ser detectado, também, no pâncreas, na gordura 

parda e no miocárdio. 

BAER 5 ( 1972), inoculando o vírus numa concentração adequada, neces 

sária para causar morte de cerca de 50% dos camundongos, entre 17 e 120 

dias (procurando, pois, imitar a doença natural do homem), verificou que, 

se fosse feita a amputação da pata inoculada até 18 dias após a introdu -

çao do vírus no coxim plantar, esta operação possibilitaria salvar a vida 

dos animais. Isto indica que o vírus permanece no local da introdução, du 

rante a maior parte do perÍodo de incubação. 

3.1. 2 A:tM..véh da via. hemátic.a 

KDPROWSKI, BLACK e NELSEN~ 1 (1954), inoculando a amos 

tra FLURY HEP no saco da gema de ovos embrionados de galinha, verificaram 

a presença do vírus (10 dias apÓs) em concentração elevada, em todo o em 

brião. Na membrana cório-alantóide, na gema e nos fluÍdos amniótico e a 

lantóide, ao contrário, a concentração do vírus era mais baixa. 

KRAUSE 42 (1970) relata que, logo apos a infecção, o vírus rábico 

e transportado pelo sangue, podendo ser detectado em diferentes órgãos, c~ 

mo o fÍgado, pulmão e rins. 

ZUNKER 67 (1970), estudando a infecção rãbica em ratos parabiÓti-

cos, com circulação comum, porém sem conexão neural, transmitiu o ' vJ.rus 

de um animal para outro. Todavia, no seu entender, deve ser admitida tam 

b8m a possibilidade da passagem de células retículo-endoteliais de desca

maçao pela corrente circulatória. 



3.2 IMUNOPROTEÇÃO 

De acordo com o WHO Expert Committee on Rabies 16 (1954), "desde a 

introduçãc por PASTEUR, em 1885, da vacinação profilática contra a niva de 

homem, relativamente poucas inovaçÕes tem ocorrico neste campo". Esta obser 

vação tem pouco mais de 20 anos e, apesar dos mêtodos de estudos atuais, e 

xistem ainda muitos pontos obscuros ou controvertidos na literatura, c:juantc 

à patogenia e profilaxia da doença. 

A bibliografia relativa a este tema e extensa e a simples mençao 

dos trabalhos existentes seria fastidiosaJ assim, estão ci~ados aqueles que, 

direta ou indiretamente, julgamos pertinentes às nossas observações. 

3.2.1 

Para o nosso objetivo, foram selecionados, na litera~ 

tura, aqueles trabalhos que usaram duas vias principais de introdução do an 

tígeno rábico: a intramuscular e intracerebral. 

A via intramuscular e classicamente adotada para a aplicação de 

vacinas preparadas com virus ativos modificados, enquanto que as vacinas i 

nativadas podem ser inoculadas intramuscular ou subcutaneamente. Todavia 

alguns autores especularam, através da inoculação intracerebral, especial 

mente com vacinas de virus ativos modificados. 

Para KUBES e GALLIA 43 (1944), existem dois tipos de anticorpos a~ 

tirrábicos: o anticorpo ou fator celular (cerebral) e o anticorpo sérico ou 

fator humoral. Estes autores sugerem que o anticorpo celular seria o mais 

especifico, podendo aumentar, em relação ao sérico, quando da inoculação i~ 

tracerebral da vacina. Verificaram que a atividade neutralizante "in vitro" 

do anticorpo cerebral apresentava-se constantemente menor do que a ativida

de do anticorpo humoral. Admitem que o nível neutralizante relativamente bai 

xo do anticorpo cerebral, seria devido a sua localização intracelular, com 

dependência funcional do metabolismo das células. De acordo com os referi ~ 

dos autores, " as vacinas vivas induzem a títulos de anticorpo cerebral mais 

elevados do que aquelas preparadas com vírus inativado" (o grifo é nosso) 

Para eles a prova de neutralização cerebral seria a verdadeira imagem da i 

munidade anti-rábica de um organismo. 
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KOPROWSKI e BLACK 40 (1954) nao conseguiram evidenciar anticorpos 

no tecido cerebral de cobaias vacinadas intramuscularmente com o vírus FLU 

RY LEP (baixa passagem), apesar de estar presente o anticorpo neutralizan

te sérico. 

KOPRDWSKI 37 {1954) observou,por outro lado, que o vírus FLURY 

HEP, quando introduzido intracerebralmente em camundongos com 14 ou mais 

dias de idade. induzia a uma "resistência" à inoculação do vírus rábico das 

quatro semanas após. Verificou, tamb9m, a existência de estreita corre 

lação entre a presença de anticorpos circulantes e a resistência a infecção, 

Continuando seus estudos, KDPROWSKI 39 (1971), estudou o papel da 

imunidade celular na proteção contra a raiva experimental. Preparou grupos 

de coelhos em parabiose, com circulação comum. Um animal de cada grupo foi 

vacinado contra a raiva e, em intervalos variados apos a vacinação, um ou 

tro coelho do grupo foi separado, sendo ambos os animais "desafiados" com 

o vírus rábico patogênico. O autor observou que todos os animais vacinados, 

de cada grupo, sobreviveram após "desafio". Por outro lado, entre os ani -

mais não vacinados, somente resistiram aqueles que foram "desafiados" du 

rente o estágio em parabiose, ou aqueles que tivessem sido separados 10 

dias após a vacinação, Estes resultados sugerem uma participação da imuni-

dade celular na proteção contra a infecção rábica. Os coelhos não vacina 

dos, que foram separados no 109 dia após a vacinação, ou então os que fo

ram separados dos vacinados, resistiram ao "desafio" viral patogênico, pr~ 

vavelmente mediante uma "transfusão" de anticorpos. 

BAER, SHADDDCK e WILLIAMS 8 (1975) inocularam caes, via cisterna 

magna, com vacina inativada e com vacina com vírus atenuados, verificando 

que: 

19 ) no lÍquido cérebro-espinhal, houve desenvolvimento de anticorpos ao 

redor do 49 dia após a inoculação de qualquer uma das duas vacinas 

mencionadas. O título de anticorpos, induzido pela inoculação da 

vacina atenuada, foi aproximadamente quatro a cinco vezes supe.rior; 

29) ocorria uma atividade neutralizante no tecido cerebral, apenas entre 

os caes inoculados com a vacina de vírus atenuados, 
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Segundo estes autores, em outra série de experiências.foram ob 

tidos resultados indicativos que, apesar de que ambos os tipos de vacinas 

utilizadas (inativada e de vírus modificados) fossem capazes de induzir à 

formação de anticorpos e de interferon no lÍquido cérebro-espinhal, a cura 

ou o prolongamento do perÍodo de sobrevivência dos cães cujo sistema ner • 
vaso central estava infectado, poderiam estar relacionados com fatores a 

dicionais. Esta observação baseia-se na verificação de que a administra 

çao de vacina inativada,altamente concentrada, durante os primeiros sinais 

da doença, não somente falhou no sentido de prolongar o período da doença, 

como também encurtou-o acentuadamente. Em contraposição, a vacina de ví 

rus atenuado mostrou tendências de promover o prolongamento do período de 

doença e afetou, radicalmente, a sintomatologia de alguns cães doentes. 

Assim, os autores concluíram que a estimulação de células imune 

competentes do cérebro, interferência ou outros fatores dependentes da re 

plicação do vírus atenuado, foram os fatores críticos implicados no pr~ 

longamento do período de doença e, ocasionalmente, na cura dos animais. 

3.2.2 Re.pfi.c.aç.ãD vbta.l no.6 ;te.c.i..do-6 do -!JA..-6-tema. nVLvo-!Jo c.e.ntJute 

SCHWAB, FOX e CONWELL 61 (1854) mencionam que, no ho 

mem, a relação direta entre a dose vacinante e a resposta imunolÓgica, in 

dicaria que o vírus FLURY HEP não se multiplica de modo significativo no 

organismo. 

FERNANDES, WIKTOR e KDPROWSKI 24 (1864) verificaram a propagaçao 

indefinidamente,do vírus fixo em culturas de células endoteliais de coe 

lho, sem interferência na multiplicação celular. Estes autores denomina -

ram o fenômeno de "relação endosimbiótica", e emitiram a hipótese segundo 

a qual, por um processo deste tipo, poderia ser explicada a prolongada pe~ 

sistência do vírus rábico nas células animais. Nestas condiçÕes, o vírus 

não causaria danos às células, a menos que esta relação fosse rompida a 

través de mecanismos desconhecidos. 

BELL, LODMELL, MOORE e RAYMON0 12 (1866) inocularam camundongos 

jovens, intraperitonealmente, com o vírus das ruas e com a vacina de ví 

rus fixa preparada em tecido nervoso de camundongos, inativados pela luz 

ultravioleta. Nestas condições, os autores imaginam que, para um mesma a 
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nimal, o título neutralizante cerebral de aproximadamente 1:10 do título 

sérico, sugeriria vacinação. Títulos cerebrais elevados, comparáveis aos 

encontrados no soro, seriam observados em animais que recuperaram-se de 

uma infecção rábica. Estes autores opinam, em seu trabalho, que linfÕci -

tos e células plasmáticas, encontrados no tecido nervoso e nas meninges 

dos animais infectados, seriam os fatores responsáveis pela produção lo 

cal de anticorpos; acreditam que é necessária a infecção ativa do sistema 

nervoso central para o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes cere

brais em altos títulos, pois camundongos sobreviventes sem sintomas, ord~ 

nariamente não os apresentam nas concentrações encontradas. Concluem,pois, 

que a infecção ativa - e não apenas à presença do vírus ativo - consti 

tui o estímulo imunitário crítico. A relação inversa (aumento do titulo 

de anticorpos cerebrais e redução do título de vírus) demonstraria a a 

ção C~ anticorpo na eliminação da infecção. 

BARTH e JAEGER 10 (1967), inoculando intramuscularmente dose Úni 

ca ou doses múltiplas de amostra FLURY HEP em cães, não evidenciaram o 

vírus no cérebro, através da imunofluorescência, ou da inoculação do teci 

do cerebral em camundongos, em diferentes intervalos. 

BROWN, DAVIS, MERRY e BECKNHAUER 15 (1967) verificaram que o ví 

rus FLURY HEP desenvolvido em cultura de células renais de cao, quando i

noculado intracerebralmente na mesma espécie, imunizava os animais contra 

o vírus das ruas. Concluiram que a imunidade adquirida pelos animais era 

devida à multiplicação do vírus em seus cérebros, sem lesar as célul~.E~ 

tas autores não comprovaram a presença do vírus no tecido cerebral e, tam 

pouco, referiram-se à possibilidade da existência de algum tipo de imuni

dade local. 

ATANASIU, FUENZALIDA, ACHA e SZYFRES 3 (1968) consideram que o 

vírus atenuado pode continuar ativo no organismo. Afirmam que, provavel 

mente, um mecanismo de infecção endosimbiótica celular o protegeria da a 

ção neutralizante dos anticorpos e, assim, o vírus estimularia o organis

mo tardiamente. 

RIBEIR0 58 (1970) verificou que a inoculação via sub-ocipital do 

vírus HEP ativo, em cães, revelou-se totalmente inócua e que 90,4% dos a 
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nimais inoculados resistiram a dose desencadeante de vírus das ruas. O ní 

vel de anticorpos séricc , induzido pela inoculação sub-ocipital, foi nit! 

damente superior àquele induzido pela vacinação intramuscular, apesar do 

volume de vacina inoculado ter sido seis vezes menor. Acredita o 

"lo c. cit. ~' que o vírus inoculado via sub-ocipital encontra no 

autor 

tecido 

nervoso melhores condições de multiplicação induzindo,conseqüentemente, a 

títulos de anticorpos séricos mais elevados (o grifo é nosso). Esse au 

tor não encontrou relação entre os títulos de anticorpos circulantes e a 

rsistência ao vírus de prova. Animais vacinados e que oito meses após não 

apresentavam anticorpos circulantes, resistiram perfeitamente à inocula -

ção "desafiante". r~ão foram pesquisados, neste trabalho, vírus e imunida

de celular do tecido cerebral. 

SIKES, PEACDCK, ACHA, ARKD e OIERKS 62 (1971), trabalhando com 

caes, julgam que os vírus modificados mantém por muito tempo o título de 

anticorpos circulantes, devido à sua multiplicação ou à manutenção do an 

tÍgeno. Deste modo, estando o antígeno disponível, novos estímulos imuni 

t~rios ocorreriam após a redução dos anticorpos. 

ZLOTNIK e GRANT 66 (1973), inocul~ndo camundongos intracere

bralmente com o vírus fixo CVS, concluÍram que Índices neutralizantes ce 

rebrais elevados são indicativos de infecção ativa. A verificação da pe~ 

sistência de lesões sub-agudas do sistema nervoso central, segundo estes 

autores, demonstra que a raiva pode ser curãvel e que a doença crônica e 

mediada por uma resposta de anticorpos. Relatam, outrossim, ter isolado 

o vírus do tecido cerebral durante a primeira semana após a inoculação. 

FISCHMAN e STRANDBERG 25 (1973) obtiveram evidência direta de 

infecção abortiva no sistema nervoso central, através da inoculação intrac~ 
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rebral, em camundongos, do vírus FLURY HEP modificado. O vírus CVS, inocu 

lado intraperitonealmente, não infectou, consistentemente, esses animais 

e, dos sobreviventes, não conseguiram isolar o vírus do tecido cerebral . 

Os autores não encontraram o vírus HEP no cérebro apÕs a inoculação per! 

férica. No entanto, os camundongos assim inoculados estavam solidamente 

imunes ao "desafio" periférico, porém não ao"desafio" intracerebral prec~ 

ce pois, neste caso, a resistência foi muito pequena. Por outro lado o ví 

rus FLURY HEP modificado inoculado intracerebralmente foi detectado no ce 

rebro, por meio da imunofluorescência. Verificaram, ainda, o desapareci -

menta deste vírus do tecido cerebral, à medida que a taxa de anticorpos 

sangüíneos aumentava. 

GRIBENCHA e SELIMOV 28 (1974) concluiram que os títulos mais ele 

vados de anticorpos neutralizantes cerebrais, quando comparados aos encon 

trados no soro, indicaria imunidade induzida por infecção ativa do siste 

ma nervoso central. Estes autores verificaram que, quando camundongos eram 

inoculados intraperitonealmente com o vírus das ruas e, em seguida, intr~ 

cerebralmente com o vírus fixo, apresentavam títulos elevados de anticor

pos séricos e cerebrais. Acreditam que o fato sugere infecção sub-clÍnica 

pelo vírus das ruas e que a inoculação intracerebral do vírus fixo, prom~ 

veria a elevação dos títulos de anticorpos. 

KOPROWSKI 39 (1972) acredita que a resposta imune poderia estar 

envolvida na patologia da doença e, ainda, que a simples presença de con 

centraçÕes elevadas de anticorpos, não constitui garantia de proteção. E 

essencial, para a proteção, a ocorrência de estímulo ativo do sistema ce 

lular-imune, pelo antígeno rábico, aumentando a população celular do si~ 

tema imune, mantendo, conseqÜentemente, uma síntese constante de anticor

pos que, em Última instância, manteria as suas concentrações elevadas. 

3.2. 3 

A ação protetora do INTERFERDN contra o vírus rábi 

co foi verificada pela sua administração em animais de laboratÕrio, no mo 

menta ou logo após a inoculação do vírus 22 ' 23• 25• 

WIKTDR, KDPRDWSKI e RORKE 65 (1972) demonstraram que o vírus FLU 

RY HEP. inoculado intracerebralmente em camundongos, induziu à formação 
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de interferon cerebral 14 horas após. A concentração máxima foi atingida 

no 3 9 - 49 dia. desaparecendo a partir do 79 dia. Por outro lado, estes 

autores encontraram interferon sérico a partir de sete horas apos a inocula 

ção, atingindo o ponto máximo na 10~. hora, deixando da ser detectado a 

partir de 48 horas após. Verificaram. ainda. que camundongos podiam ser 

protegidos contra o vírus das ruas quando inoculados com o vírus HEP até 

24 horas após a exposição ao vírus patogênico. O mesmo resultado foi obti 

do em camundongos cuja resposta imune fora suprimida por irradiação, Nas 

tas condições, concluem que a disseminação do vírus patogênico foi conti 

da devido à rápida formação de interferon sangÜÍneo e cerebral. 

FISCHMAN e STRANOBERG 25 (1973) inocularam o vírus HEP em camun 

dongos pelas vias intravenosa e intracerebral e verificaram uma resistên 

cia precoce ao vírus rábico patogênico, quando este era inoculado intrace 

rebralmente. Esta resistência foi verificada apenas nos animais vacinados 

intracerebralmente. Os autores relacionaram a proteção precoce à formação 

de interferon, que atuou eficazmente apenas nos primeiros dias apos a ino 

culação indutora. 

Hq, NASH, MORGAN, ARMSTRONG, CARROL e PDSTIC 31 (1974) verific~ 

ram que a administração do interferon, diretamente no lÍquido cérebro~es

pinhal de coelhos, não se mostrou totalmente eficaz. Acreditam que o ví 

rus se multiplicaria no ponto de penetração e, assim, o sistema nervoso 

central seria atingido por grande número de partículas virais; dessa for 

ma, a ação d~ interferon seria pouco pronunciada. 

3.3 CURA ESPONTÂNEA VA RAIVA 

BELL. SANCHO, DIAZ e MODRE 14 (1972) produziram a raiva experi -

mental em cães jovens, pela inoculação do vírus LEP intracerebralmente,s~ 

guida de inoculação intraperitoneal de vírus LEP ou vírus das ruas. Em 11 

cães obtiveram os seguintes resultados: cinco cães ficaram doentes, dos 

quais três recuperaram-se entre quatro e 21 dias após o início dos sinto 

mas de raiva. Os outros dois cããs morreram 10 dias após o início primei

ros sintomas. Verificaram assim, experimentalmente, a possibilidade de 

cura espontânea da raiva. 



4. SINOPSE VOS TRABALHOS ANALISADOS 
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4. SINOPSE VOS TRABALHOS APRESENTAVOS 

A análise da literatura consultada e julgada de nosso interesse, 

forneceu-nos os seguintes dados: 

1~) Parece nao ocorrer viremia durante o período de incubação da raiva 

No entanto, o vírus pode ser encontrado no sangue quando o animal a 

presenta a sintomatologia clínica da doença. 

2~) O vírus introduzido no tecido subcutâneo ou muscular, propaga-se ce~ 

tripetamente, pelas vias nervosas periféricas, até o sistema nervoso 

central. Neste tecido, encontrando as células eletivas. instala-se , 

multiplica-se e, em seguida, por meio de um sistema centrífugo, dis 

tribui-se pelos filetes nervosos, atingindo outros Órgãos, A ativid~ 

de virulenta, encontrada nesses Órgãos, dependeria da quantidade de 

tecido nervoso neles existentes. 

A difusão por via sangÜÍnea dos vírus râbicos modificados, 

que somente foi comprovada em embrião de galinha. 

parece 

49) A inoculação do vírus rábico modificado diretamente no sistema nervo 

so central de animais de laboratório, determina um estado de resis -

tência precoce. Esta resistência estaria relacionada à produção de 

interferon no tecido cerebral. ApÓs esta fase, evidencia-se o estado 

de imunidade, caracterizado pela presença dos anticorpos neutralizan 

tes. 

Alguns autores, em trabalhos mais antigos, admitem a existência de 

anticorpo tecidual (cerebral), em nível inferior ao sérico, porêm com 

especificidade superior. 

69] Para os autores que admitem a existência do anticorpo local, este s~ 

ria, provavelmente, produzido por linfócitos e células plasmáticas , 

encontrados no tecido nervoso e nas meninges dos animais infectados. 
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79 ) Parece que títulos elevados de anticorpos cerebrais somente sao en 

contrados como decorrência de uma infecção ativa e não como canse 

qüência da simples presença do vírus no sistema nervoso central. 

89 ) A participação da imunidade celular na proteção contra a infecção r~ 

bica tem sido investigada e parece ser de relevante importância. 

99 ) A cura espontânea da raiva tem sido observada. natural ou experime~ 

talmente. em vários animais. 

109 ) Parece-nos lÍcito afirmar que foi demonstrada a possibilidade de e 

quilÍbrio entre vírus rábico e células cultivadas "in vitro". Al 

guns autores aceitam a hipÓtese da existência de sistema semelhante 

no organismo vivo superior. Por este mecanismo, o vírus permanece 

ria por tempo relativamente prolongado nas c8lulas do hospedeiro 

antes de iniciar a infecção clínica, que ocorreria apos a 

daquele equilÍbrio. 

ruptura 

11 9 ) Continua inexplicado o mecanismo de liberação do vírus das células 

infectadas nos casos de cura, bem como o da recuperação dos animais 

que apresentam sinais de resoluçÕes inflamatórias celulares no sis 

tema nervoso central. 



5. MATERIAL E MÉTODOS 
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5. MATERIAL E MtrOVOS 

5.1 CONVIÇDES TÉCNICAS COMUNS ÃS VARIAS PROVAS EFETUAVAS 

5. 1 • 1 E<~teMliza.ção 

5.1.1.1 Mateniaf: todo o instrumental utiliza 
-do nas sangrias, remoçoes 

de tecidos, inoculaçÕes, diluiçÕes, etc., foi previamente esterilizado em 

autoclave a 121° C, sob 15 libras de pressão, durante 20 a 30 minutos. 

5. 1. 1 . 2 So.tu.ç.Õe.ll .éaLüuu: foram esteriliza das 

em autoclave a 121 ° 
C, sob 15 libras de pressao, durante 30 minutos. 

5.1.1.3 So~o eqüino: foi esterilizado par fil 

tração em placas tipo 

Seitz EKS 1, com pressao positiva. 

5 .1. 2 V<tc.üut FLURY HEP - Voou: a V<lCÜUl o oi.. pJtepaJul.d<l õab 

1 <lpltº-6 e.nta.çõ º"" : 
5. 1. 2. 1 VObe. .útcUv.id.u.al'. paJta. c.a.e.t.: 1, 5 ml de 

suspensao vi 

rulenta, liofilizada contendo 66% de tecidos. A ressuspensao foi feita em 

3 ml de água destilada estéril. 

5.1 .2. 2. V0-6 U mÜLti.pla.6 pa.Jt.a.. c.ã.e-ó : 2 5 ml de 

suspensão v! 

rulenta, liofilizada contendo 79,2% de tecidos. A ressuspensao foi feita 

em 60 ml de água destilada. Nestas condiçÕes o frasco continha 20 x 3 ml, 

ou sejam, 20 doses para cães. 



.27. 

5.1. 3 V.Utúção doi> v:útu,; 

As diluições do vírus-vacina e vírus de provas, foram 

feitas em solução salina fisiolÓgica (solução a 0,85% p/v de NaCl p.a.), a 

dicionada de 2% v/v de soro normal de cavalo, inativado e esterilizado.Con 

vencionamos chamar esta solução de "diluente", que foi resfriado a 

sendo assim mantido até o momento de sua utilização. 

5. 1 . 4 T empe.JLa..tuJta. de. manutenç.ão do;., vl.Ju.L6 dwta..rJ.te a.1l op~ 

ç.OUJ 

Os frascos contendo as vacinas e os vírus de provas 

foram mantidos imersos em mistura de água e gelo, durante todas as fases 

operacionais. 

5 .1. 5 Vl!tu,; de p!Wval> 

5.1. 5.1 Amo.óbw. PV: vírus fixo em suspensao-e~ 

toque a 1:5 em lÍquido de 

Bedson, que apresenta a seguinte composição: 

Agua destilada 

Glicerina neutra 

Na2HP04.12H20 

KHz.P0 4 sol. M/15 

.............................. 
sol. M/15 

............................. 
pH ajustado para 7.5 - 7.6 

400 

500 

ml 

ml 

85,5 ml 

13' 5 ml 

A suspensão-estoque consistiu de cérebros de cobaias inocula das 

pela via intramuscular com a amostra. triturados com assepsia; esta suspe~ 

são foi mantida em congelador a -70° C , 

5.1.5.2 Amo~tha CVS: virus fixo em suspensao 

estoque a 1:5 em líquido 

de Bedson. A suspensão-estoque consistia de cérebros de camundongos adul -

tos, inoculados pela via intracerebral com a amostra• triturados com asseE 

sia; a manutenção também foi feita em congelador a -70° C. 
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5. 1 . 6 So!Lo rwJtmal. de cavalo .-Lnativado e. u.teJr...i..lizado 
' 

Preparado a partir ae sangue de cavalo não vacinado 

contra raiva. O sangue foi obtido por punção da veia jugular. Após a coa 

' . o gulaçac e mantendo-se o sangue em geladelra a 4 C durante 24 horas. o so 

ro foi separado por decantação e centrifugado a í, 500 rpm durar'.te 20 minu 

t::~s, à temperatura amtiente de 24° C:. 

A inativação foi feita e~ t:anho-maria a 56° C durante 30 minu 

tos. O soro foi distribuído em frascos esterilizados, contendo 10 ml cada 

um, sendo os frascos armazenados a -7o° C até o momento do uso. 

5. 1 . 7 

Semeadura de 1 rnl do material-problema em doi.oO tu 

tos contendo, cada um, 40 ml de meio de cultura à base de ácido tiog:icõ

lico1''· Um dos tubos foi incubado a 36° C e o outro a 30° C, ambos Curante 
sete dias. 

5. 1 . 8 Sin.a-W e .6intomM de !UU.va. em a.ru'.ma/..6 in.oc..uiado,5 ex 

pe.Mmentabnente 

Foram considerados, como sinais característicos: o 

pelo eriçado •. a inapetência, a incoordenação dos movimentos, as paresics 

e paralisias dos membros. 

5. 1 . 9 Vu.ti1w do.6 ai'Úmais ~zado.6 J1.a..6 pJtovM 

Os animais sobreviventes, inclusive as mães, no ca 

so de camundongos em amamentação, foram sacrificados por inalação de elo-

rofórmio e incinerados imediatamente após o término das provas. Todos os 

animais mortos durante as provas foram imediatamente incinerados. 

5.2 ANIMAIS VE LABORATÓRIO 
De acordo com a metodologia constante na literatura,foram utili

zadas três espécies de animais: 

5. 2. 1 

5.2.2 

CobaiM~ rnac.ho.6 bJutnc.o.6 de 400 ± 20 g 

Camundongo.6 

5. 2. 2.1 machos, brancos, jovens de 14 ± 1 g 

* Bacto Thioglycollate Medium (8363), DIFCO Laboratories 
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lactentes com quatro a seis dias, nao 

levando-se, em conta, os seus sexos. 

5.2.3 Ham!:teM, machoõ de Z O O ± Z O g 

Os animais foram obtidos sempre do mesmo biotério*de criação; as 

dietas alimentares não variaram durante as provas. 

Após a seleção por espécie, sexo, peso ou idade, de modo a aten

der as especificações das provas, os animais selecionados foram misturados 

numa caixa, de onde foram retirados ao acaso. 

Os camundongos lactentes foram mantidos com as respectivas maes. 

Os animais experimentais, apos serem inoculados, foram sempre ma~ 

tidos em isolamento. 

5.2.4 Acomodação e manutenção 
5.2.4.1 Cobaia).,: em gaiolas com cinco animais, 

alimentados com ração granul~ 

da, capim e água "ad libitum". 

5.2.4.2 Camundongo6: os adultos jovens foram 

mantidos em caixas com dez 

animais, alimentados com raça o granulada e agua "ad li bi tum". 

5.2.4.3 Camu.11.d011.go6 Jteci.m-nrucA.do6: crias de 

cinco a 

seis animais, em caixas, foram mantidos com as maes. Estas foram alimenta

das com a mesma dieta para camundongos já mencionada. 

5.2.4.4 

lada e agua "ad libitum", 

* Pfizer Química Ltda. 

Ham6-teJt.6: em gaiolas com cinco animais, 

alimentados com ração granu-
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5. z. 5 V~6iea~ão do~ õintomaõ 
As verificações foram realizadas diariamente, pela ma 

nhã e a tarde. Foram anotados sinais, sintomas e mortes. Os perÍodos de ob 

servaçao variaram segundo o tipo de prova e serão mencionados especificamen

te. 

5. 3 INOCULAÇVES E SANGRIAS VOS ANIMAIS VE LABORATVRIO 

Vias de inoculações utilizadas: intramuscular, intracerebral e in

tracardíaca. 

5.3.1 

Utilizada para cobaias, camundongos e hamsters. O ma 

terial foi inoculado profundamente, no músculo gastrocnêmio, próximo ao osso 

e aos troncos nervosos. Foram usadas agulhas 20 x 6 para as cobaias e para 

os hamsters, e 10 x 5 para os camundongos. 

5. 3. 2 V .ta .<.vWt.ac..Vte.bJr.a..t 

As inoculações foram feitas num ponto eqÜidistante en 

tre o olho e a orelha direitos, sobre u'a linha imaginária ligando aqueles 

dois Órgaõs. Esta via foi utilizada para a introdução do "inoculum" em co 

baias, camundongos e hamsters , após a prévia perfuração da lâmina ossea dos 

seus crânios. Para as cobaias, foram utilizadas agulhas de íO x 5, introduzi 

das 5 mm em suas caixas cranianas; para os camundongos e hamsters, foram usa 

das agulhas 10 x 3 , que foram introduzidas 2mm O material foi injeta do 

lentamente, sendo a agulha mantida no local durante alguns segundos, para e 

vitar refluxo de lÍquidos. 

5.3.3 V,i.a ..tnVI.ac..att.dZac.a 

Foi utilizada para cobaias. A região toráxica lateral 

esquerda foi desinfetada com tintura de iodo e, por palpação, foi localizado 

o coração. Uma agulha de 30 x 9 foi introduzida no espaço intercostal, até 

atingir uma das cavidades cardiacas, o que era constatado pela aspiração de 

sangue. Nesse local, o material foi inoculado lentamente. Após as inocula 

çÕes, todos os animais foram mantidos em observação para, na eventualidade 

de morte traumática durante os primeiros 60 minutos, inocular um novo animal 

substituto. Foram consideradas inespecÍficas as mortes ocorridas até 72 ho 



ras apos as inoculações. 

5.3.4 SangJUcu, 

5.3.4.1 

• 31 • 

Coba.A:M: sangradas por punção cardÍaca, 

obtendo-se 2 ml do sangue de ca 

da animal. A coagulação ocorreu a temperatura de 25° C durante 30 minutos e, 

em seguida, os tubos eram resfriados a 4° C. Aproximadamente 24 horas após , 

o soro, resfriado e decantado, era centrifugado a 1.500 rpm durante 15 minu

tos e congelado a -70° C, sendo mantido nesta temperatura até o momento de 

seu uso. 0 descongelamento foi feito à temperatura de 25° [, 

5.3.4.2 Camundongo4: foram anastesiados em jarra 

contendo algodão embebido em 

clorofórmio. O tórax dos animais era aberto e, com seringa equipada com 

agulha 10 x 5, era aspirado 0,5 ml do sangue de cada arlimal. A coagulação o 

corria em tubos capilares, a 25° C durante 15 minutos. Em seguida, os tubos 

eram resfriados a 4° C durante uma noite. O soro foi aspirado, então, com 

seringa de 0,25 ml e agulha 10 x 5, obtendo-se, de cad::~ animal, [;,25 ml. Os 

soros, misturados e centrifugados a 1.500 rpm durante 1:, minutos, eram cong.§_ 

lados a -70° C, sendo mantidos nesta temperatura até o momento de seu uso. 

O descongelamento era feito a 25° C. 

s. 4 VTRUS RÃB!COS 

Em n'ossas observações, foram utilizados três tipos de vírus: 

Vírus râbico modificado, amostra FLURY ·HEP (High Egg Passage, 

ou de alta passagem em ovos embrionados de galinha): esta amos

tra foi isolada, em 1939, do tecido nervoso e de glândulas sal~ 

vares e lacrimais de uma criança acometida de raiva ( GASPARINI 

e CIACCID 27 , (1971). 

O vírus foi adaptado ao tecido cerebral de pintos de 1 dia de 

idade e cultivado, nestas condições, atê a 136~. passagem. Em se 

guida, foi adaptado ao ovo embrionado de sete dias de idade e, 

restas rnndições, cultivado até a 180a. passagem. (GASPARINI e 

CIACCID "lo c. cit."). 
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A amostra FLIJRY HEP, usada por nos, com 209 passagens, foi ut..!.. 

lizada nas vacinações periféricas ou intracerebrais de cobaias, 

camundongos e hamsters. 

Amostra CVS (Challengee Virus Standard): vírus fixo derivado da 

amostra original de Pasteur. Trata-se de amostra-padrão, cujas 

variações de patogenicidade conservam-se dentro de limites a 

ceitáveis. O vírus CVS é fornecido pela Organização Mundial da 

SaÚde. 

A amostra CVS foi usada como vírus patogênico nas provas de pr~ 

teção em camundongos e, como antígeno. nas provas de soro e cé 

rebro-neutralização e imunofluorescência, 

Amostra PV: vírus fixo derivado da amostra original de Pasteur. 

fornecida pelo Grupo Estadual de Produção Animal, do Ministério 

da Agricultura de Belo Horizonte. A amostra PV foi usada nas 

provas de proteção, realizadas em cobaias e hamsters. 

5. 4.1 Obten~ão do v:úw.6 FLURY HEP mocüflc.a.do 

A amostra original foi fornecida, sob a forma liofili

zada pela "American Type Cultura Collection", identificada como VR-138, com 

201 passagens em ovos embrionados de galinha com sete dias de incubação. A 

pos a ressuspensào em 5 ml de solução salina, 0,2 ml foram inoculados via 

saco da gema, em ovos embrionados de galinha com sete dias de incubação. 

Técnica de obtenção: os ovos embrionados, pesando em 

média 50 g, eram examinados ao ovoscópio para eliminar aqueles que apresen

tavam embriões mortos, deficientemente vascularizados ou, ainda, sem movi -

mentação ativa. 

Tendo sido delimitado o contorno da camara de ar, as cascas dos ovos 

selecionados foram desinfetadas com tintura de iodo. Aproximadamente no cen 

tro do polo da câmara de ar, com o auxÍlio de estilete esterilizado, foram 

abertos os orificíos, com diâmetro suficiente para a posterior penetração de 

uma agulha de 1 x 20 mm, usada na inoculação do material . 



.33. 

Por meio de seringa automática (B-0- Cornwall), cada ovo foi ino 

culado no saco da gema, com a suspensão original mencionada, evitando-se o 

contato da agulha com o embrião ou com vasos sangÜÍneos. 

Imediatamente apôs a inoculação, os orifÍcios foram fechados com 

colÓdio elástico. Os ovos voltaram à incubadora, a 37° C, onde permaneceram 

durante nove dias, 

Coleta do material virulento: pela ovoscopia, os ovos 

foram examinados, sendo eliminados aqueles cujos embriÕes estivessem mortos 

ou mal desenvolvidas. A seguir, as cascas foram desinfetadas com tintura 

de iodo e cortadas com tesoura, seguindo a linha demarcatória da câmara de 

ar. Os embriões foram pinçados na altura do pescoço. Após serem separa dos 

das gemas, fluidos e tecidos extra-embrionários, os embriÕes foram imedia

tamente colocados em recipientes de aço inoxidável mergulhados em banho de 

gelo, determinando-se o peso do material e, a seguir, foram armazenados a 

-so° C atê o momento do seu processamento. 

Nossa experiência particular tem demonstrado que, nestas condi 

çoes, o título infectante pode, no máximo, ser reduzido de 1 log após um 

perÍodo de seis meses. Todavia, o processamento final sempre foi feito an 

tes de transcorridos dois meses da coleta. 

Processamento: a uma mistura de volumes iguais de so 

luçÕes de glicocola a 12% p/v e glicose a 6% p/v, em água destilada, foi a 

dicionada uma quantidade de embriÕes suficiente para a obtenção de uma con 

centraçào equivalente a 66% p/v. 

Em liquidificador esterilizado e resfriado, os embriões foram tri 

turados durante dez minutos, evitando-se que o material sofresse um aquec~ 

menta acima do limite de 1° C. Assim, obtivemos uma suspensão de tecido 

grosseiramente homogenea, à qual foram adicionados 0,00023 g de oxitetracl 

clina 1 ~, 0,00028 g de cloranfenicol** e 0,000015 g de Micostatin*~~*. por ml 

de suspensão. 

A suspensão, mantida em camara fria a 4 ° C durante 30 minutos , 

;'t Pfizer 
lh': Lepetit 
~:lh~ Squibb 
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com agitação periódica, foi centrifugada a 1.500 rpm, durante 

tos, em centrífuga refrigerada [5° C). 

20 minu 

Distribuímos 25 ml do sobrenadante em cada frasco e cada um 

destes foi estocado a -70° C. Este material constituiu a semente-mãe para 

a produção da vacina, que foi preparada, essencialmente, através da mesma 

técnica descrita para a semente, exceto quanto ao equipamento, em razao 

dos volumes maiores processados. A suspensão de vacina, distribuida em 

frascos, foi liofilizada e estocada a 5° C, podendo ser utilizada enqua~ 

to o título fosse igual ou superior a 10- 3
'

30L
50

/0,03 ml, determinado em 

camundongos lactentes (KAPLAN e KDPRDWSKI 36 , 1973). 

5. 4. 1 . 1 PJLova..6 e6e.tua.d.M c.om a va.c..ina. 

a) Prova prévia de esterilidade: an 

tes 

da liofilização, 5 ml de suspensão foram semeados em dois frascos conten 

do 300 ml de meio de cultura à base de ácido tioglicÓlico. Os frascos fo 

ram incubados durante dez dias, um a 32° C e o outro a 36° C. Um terceiro 

frasco, com 200 ml de meio líquido de Sabouraud* foi semeado com 5 ml da 

vacina e incubado a 25° C durante 14 dias. Os meios foram examinados dia 

riamente a partir do 39 dia de incubação. 

b) Prova de segurança bacteriana: as 

v a 

cinas anti-râbicas para uso veterinário, avianizadas, não requerem esteri 

lidada, admitindo-se até 100 colônias de bactérias não patogênicas por d~ 

se. Nestas condiçÕes, quando a prova prévia de esterilidade acusava conta 

minação, 0,1 ml de vacina reconstituida era espalhado, por meio de uma al 

ça de Drigalsky sobre placas de Petri com Agar-Triptose**; estas eram in 

cubadas, durante 72 horas, a 36° C. Após o crescimento, as colÔnias eram 

contadas. 

A partir do frasco contendo meio de tioglicolato com eventu a 1 

crescimento (prova prévia de esterilidade). eram feitos dois repiques de 

0,5 ml para 40 ml do mesmo meio de cultura, sendo um dos tubos incubado a 

32° C e, o outro, a 36° C. 

:': Bacto Sabouraud Liquid Medium (8382) DIFCO Laboratories 

Bacto Tryptose Agar (864) OIFCO Laboratories 
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No terceiro dia de incubação, 10 camundongos de 20 ± 2 g eram 

inoculados subcutâneamente, com 0,5 ml de cada uma das culturas e observa 

dos durante sete dias. A contaminação era considerada não patogênica desde 

que nove camundongos sobrevivessem durante o período de observação. 

Eram ainda inoculados, subcutãneamente, oito camundongos de 20 

± 2 g com 0,5 ml de vacina reconstituida (3 ml de diluente I dose canina], 

admitindo-se a morte de um animal do lote em sete dias de observação ( KA 

PLANe KOPROWSKI, "loc.cit".]. 

c) Prova para a presença de Salmonetfa 

~: efetuada antes da adição dos an-

tibióticos, por semeadura do ma 

terial triturado em meio de Selenita* e, posteriormente, em meios seleti

vos e diferenciais como: Agar McConckey**, Agar SS***, Tríplice Açúcar-Fe~ 

ro****· 

Em caso de dÚvida quanto à sua espécie, a bactéria isolada deve 

ria ser submetida às provas sorolÓgicas de identificação. 

d J Prova de ausência de patogenicida de 

do vírus rábico: de acordo com os 

conceitos básicos , 

a amostra FLURY HEP não e patogênica para camundongos de 15 g quando inoc~ 

lada intracerebralmente. Assim, apõs a liofilização de cada lote de vacina, 

o material de dois frascos contendo uma dose canina era ressuspenso, cada 

um, em 3 ml de ãgua destilada estéril, conservada a 4° C, De cada um 

dos frascos eram retirados 1,5 ml e adicionados 7 ml de água destilada es 

téril a 4° C. Desta diluição, considerada 10- 1
, era preparada a 

10-2, comndiluenten a 4° C, 

diluição 

Dez camundongos de 14 ± 1 g 8ram inoculados intracerebralmente 

com 0,03 ml da diluição 10- 2 e observados durante 21 dias, a partir do 39 

dia. Não ocorreram sintomas ou mortes devidos ao vÍrus rábico. 

,, Bacto Selenita Broth (8275) DI FCO Laboratories 

** Bacto McConkey Agar (8751 DI FCO Laboratories 

**·~ Bacto SS Agar (574) DI FCO Laboratories 

**** Bactl.; Tríplice Sugar Iron Agar (8265) OI FCO Laboratories 
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el Determinação da DL 50 ~m camundongos: 

segundo 

KAPLAN e KDPROWSKI. "lo c. c i t ·:,a amostra FLURY HEP e patogênica para camun -

dongos com quatro a seis dias de idade, quando inoculada intracerebralmente. 

Te~cnica' apos a liofilização do lote de vacina, o con 

teÚdo de dois frascos, tomados ao acaso, era ressuspenso ,cada um,em 3 ml de 

água destilada estéril, mantida a 4° C (uma dose canina]. De cada frasco e 

ram retirados 1,5 ml da suspensão e adicionados a 7 ml de "diluente" a 4°C, 

Esta foi considerada a diluição 10- 1
, a partir da qualforam feitas as se 

guintes, até 10- 7 . 

Dessas diluições inoculavam-se 0,03 ml, intracerebralmente, em 

cada um de seis camundongos de quatro a seis dias de idade, pertencentes a 

mesma cria. Os animais era observados durante 21 dias, duas vezes ao dia, 

considerando~se específicas as mortes ocorridas a partir do 3 9 dia, desde 

que acompanhadas dos sintomas de raiva. A prova era considerada válida se 

até o 39 dia após a inoculação, sobrevivessem pelo menos cinco animais de 

cada grupo. 

Nesta oportunidade e em todos os demais experimentos em que hou 

ve a necessidade de ser calculada a DL
50

, optamos pelo método de REED e 

MUENCH 56 (1938). 

f) Prova final de esterilidade:efetuada 

com a 

mesma técnica e critério usados na prova prévia, ítem a. 

gl Prova de proteção em cobaias: dez co 

baias 

de 400 ± 20 g foram vacinadas intramuscularmente. Decorridos 21 dias, todos 

os animais, além de cinco controles idênticos não vacinados, foram inocula~ 

dos, intramuscularmente, com o vírus fixo, amostra PV. 

Técnica: dois frascos de vacina liofilizada eram mistu 

rados e homogeneizados, Do total, eram retirados 3 ml e adicionados a 17 

ml de "diluente". Nestas condições, era obtida uma suspensão, a 5% de teci~ 
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dos infectados com a mostra FLURY HEP, pe::-tindo-se da concentraçãc de 

33% existente na vacina. 

Dez cobaias, isoladamente, foram inoculadas com 0,25 ml cesse 

vacina, injetada profundamente, no müsculo gastrocnêmio. 

No 21 9 dia, todas as cobaias, inclusive as controles, erarT: inc 

~uladas, profundamente, no músc~lo gastrocnêmio, com 0,5 ml de 

a·e vírus PV1'1 , duas vezes menor do que a diluição que, em provas prévias . 

houvesse matado no mÍnimo 80% das cobaias inoculadas nas mesmas condiçÕes. 

Os animais eram observados Curante 21 dias, sendo anotados C·S 

sinais e as mortes características. A vacina era considerada satisfatória 

quando protegia 70% dos vacinados, contra 80% Ce mortes entre os enir:,ais 

controles, no mínimo. 

A prova era considerada válida quando no mínimo sete cobaias va 

cinadas sobreviviam sem sintomas até o final da observação. 

h) Prova de vacuo e umidade resid-..Jal: 

apos a 

liofilização, o vacuo foi verificado por passagem de corrente de altc fre 

quencla. 

A umidade residual era verificada oelo método de KARL-FISCHEFf 3 

("',965), não tendo sido superior a 3%. 

A vacina era, então,armazenada a 4° C. 

•': A patogenicidade do vírus fixo de prova foi considerada satisfatória 

quando a inoculação, via intramuscular (músculo gastrocnêmio),de 0,5 

ml da diluição a 1:80 Elffi "dilugnte" matava, no mínimo, quatro entre 

cinco cobaias de 400 ~ 20 g, em 21 dias. 
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5.4.2 Obtenção doõ v:úuuo de p!Lov<U CVS e PV 

Amostra CVS: obtida em cérebros de camundongos 

Técnica: Camundongos normais, pesando 20 ± 2 g, erarr, 

::_nocu.:ados profundamente, no músculo gastrocnêmio, com O, 3 ml de susper_scc 

.=:e tecido nervoso de camundongos, infectados com o vírus CVS, diluido er 

''diluente'' a 10-3· 0 • 

Cinco a dez dias apos, os animais apresentaram-se em fase pre 

agônica ou agÕnica, sendo sacrificados por inalação de clorofórmio; os ce 

rebros foram, então, colhidos e pesados. 

Ao total de material cerebral obtido, era adicionado lÍquido de 

Bedson a 4° C, suficiente para obter-se uma suspensão a 20% p/v. O material 

era triturado e homogeneizado em triturador BELLCO. As partículas grossei -

ras eram separadas por centrifugação a 5° C, 20 minutos a 1.000 rpm; 2 ml 

do sobrenadante eram colocados em frascos e congelados a -70° C. 

Prova de esterilidade bacteriana: de um frasco apanh~ 

do ao acaso, foi semeado 1 ml em cada um de dois tubos contendo 40 ml de 

meio à base de ácido tioglicÓlico: os tubos foram incubados, durante 

dias, a 36° C e a 32° C, respectivamente. 

Amostra PV: obtida em cérebros de cobaias. 

sete 

Técnica: cobaias de 380 ± 20 g eram inoculadas com ~.3 

ml de tecido nervoso de animais da mesma espécie infectados com o 
, 

Vlrus 

PV, diluido em "diluente" a 10- z·o. A inoculação foi feita, profundamente , 

nc músculo gastrocnêmio. 

o 7? e 

Os animais apresentaram-se em fase pré-agônica ou agônica entre 

10? dia após a inoculação. 

As demais fases da preparaçao foram feitas exatamente como foi 

mencionado em relação à amostra CVS. 
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5.4.3 

Realizamos três tipos de titulações~ segundo as ne

cessidades das experiências: 

5. 4. 3 o 1 T -Ltu.t:a~~o do vl!tuó F LURY HEP mo<k6-<o."o 

do e L<o6.(L{zado 

Técnica: O material de cada um de dois frascos, co~ 

tendo uma dose de vacina para cães (3 ml de suspensão a 33%), foi ressus -

penso em 3 ml de água destilada estéril a 4° C. 

De cada frasco, foram retirados 1,5 ml, misturados e adiciona -

dos a 7 ml de "diluente". Esta diluição foi considerada como 10- 1, a par 

tir da qual. com o "diluente", foram preparadas as seguintes, de razão 10 , 

até 10- 7 . 

Seis camundongos, com quatro a seis dias de idade, foram inocu 

lados, intracerebralmente, com U,03 ml de cada diluição. 

As mortes eventuais, ocorridas até o 39 dia apos a inoculação , 

foram consideradas inespecÍficas. A prova deveria ser repetida caso oco r 

resse, nesse período, mais do que uma morte em cada grupo de seis animais. 

Os animais foram observados Curante 21 dias, duas vezes por dia, 

quanto a sinais, sintomas e mortes, tendo sido calculada a OL
50 

da suspen-

são do vírus. 

5 • 4 • 3 • 2 T ..i.:tuta.ç.ã.o do vÂAI.J.)., CVS 

Técnica: foi considerada como inicial, a diluição 

a 1:5 (Ítem 5.4.2- Obtenção do vírus CVS), a partir da qual foram feitas 

as diluições de 10- 1 até 10- 9, com a mesma técnica descrita para a titula-

çao do vírus FLURY HEP modificado. A única exceção e que, neste c a 

so, foram utilizados camundongos jovens, de 14 ± 1 g. 



.40. 

5. 4. 3. 3 T.<Ma~ão do v:útuJ CVS pevut lOJto-neu

:tAaüzaç.ào 

Técnica: foi usada a mesma técnica descrita para a 

titulação do vírus CVS (5.4.3.2), exceto que, apos a preparação das 

ções, os tubos foram incubados a 36° C, durante 90 minutos. 

5. 5 PROVAS VE PROTEÇÃO 

dilui 

5. 5. 1 Vauna F LURY HEP Uo 6ilizada I v:út!MI mod.i.6.i.cado• I 

Nestas provas utilizamos três espécies de animais: 

cobaia, camundongo, e hamster. 

a) Provas em cobaias 

1a.) Vacinação intramuscular: foi'usada a téc

nica clássica descrita por KAPLAN e KDPROWSKI 36 (1973). 

2a.) Vacinação intracerebral: a vacina liofi

lizada foi reconstituída com água destilada estéril, na porporção de 3 ml 

por dose canina e, em seguida, diluída, de modo a conter 5% de 

(concentração origina·!: 33% de tecidos l. 

tecidos 

Cobaias de 400 ± 20 g foram inoculadas com 0,25 ml da diluição, 

intracsrebralmente. 

No 30 9 dia apos a vacinação, todas as cobaias - e pelo menos 

cinco idênticas, usadas como controles 

ção do vírus fixo, amostra PV. 

foram "desafiadas" pela inocula 

A amostra PV foi diluida em "diluente", de modo a conter duas 

vezes mais vírus do que o necessário para matar pelo menos 80% de cobaias 

idênticas, tal como foi verificado em provas prévias. Em geral, eram usa 

das as diluições a 1:20 ou 1:40. As inoculações foram realizadas no museu 

lo gastrocnêmio de cada cobaia, através da injeção de 0,5 ml da diluição 

adequada. 

Todos os animais foram observados durante 21 dias, consideran-

do-se específicas as mortes ocorridas a partir do 49 dia da inoculação 

"desafiante", desde que houvessem demonstrado os sintomas de raiva. 
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3a.) Vacinação intracardíaca: Foi usada a mes 

ma técnica e crit8rios descritos no ítem a.2a., exceto quanto à via de ino 

culação. 

b) Provas em camundongos 

1a.) Vacinação intramuscular: da vacina recons 

tituÍda - como mencionado no ítem a.2~. - diluida a 10- 2
, tomaram-se 0,3 ml, 

que foram inoculados profundamente, no músculo gastrocnêmio de camundongos 

com 20 ± 2 g de peso. 

Dez camundongos idênticos, no mínimo, foram reservados para con 

trole. 

No 21 9 dia apos à vacinação, todos os animais foram inocula dos 

com o vírus de prova CVS, como segue: 

Titulo do vírus CVS em camundongos de 14 ± 1 g: igual ou maior 

que 1 o- 7 /0,03 ml. Em "diluente", este vírus foi diluido a 1 o- 6. 

Cada camundongo foi inoculado, intracerebralmente, com 0,03 

ml da diluição a 10- 6. 

Os animais foram observados durante 21 dias, considerando-se es 

pacíficas as mortes ocorridas a partir do 3"' dia, com sintomas prévios de 

raiva, 

2a.) Vacinação intracerebral: foram usadas as 

mesmas técnicas e critérios descritos no ítem b.1~·· exceção feita quanto à 

dose vacinante que, neste caso, tinha o volume de 0,03 ml, contendo 3,3% 

de tecidos. 

c} Provas em hamsters 

1a.) Vacinação intramuscular: hamsters de 190 ± 

10 g receberam inoculações, profundamente no músculo gastrocnêmio, de 0,25 

ml de vacina contendo 5% de tecidos. A vacina foi reconstituída e dilui da 
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conforme descri to no Ítem a • 2.~·(provas em cobaias, vacinação intracsrebral ], 

No mínimo cinco hamsters idênticos foram reservados para contra 

le. 

No 21 9 dia apos a vacinação, em todos os animais, promoveu - se 

a inoculação de 0,5 ml do vírus fixo PV, injetado no músculo gastrocn8mio, 

profundamente. Esta amostra foi diluida em "diluente" de modo a conter duas 

vezes mais vírus que o necessário para matar 80% de hamsters idênticos, ve 

rificado em provas prévias. Em geral, usamos a diluição a 1:800. 

Todos os animais foram observados durante 21 dias, consideran -

do-se específicas as mortes ocorridas a partir do 49 dia da inoculação "d~ 

safiante", desde que esses animais exibissem os sintomas típicos da raiva. 

2a. l Vacinação intracerebral: foi realizada err: 

hamsters de 190 ± 10 g, através da inoculação intracerebral de 0,03 ml de 

vacina contendo 3,3% de tecido. 

A vacina foi reconstituída e diluida tal como foi descrito no 

Ítem a. 2_~_.[provas em cobaias, vacinação intracerebral J. 

No 219 dia apos a vacinação todos os ani.mais - e pelo menos cin 

co controles idênticos - foram "desafiados" pela inoculação profunda, no 

músculo gastrocnêmio, de 0,5 ml de vírus fixo, amostra PV, Esta amostra 

foi dilui da em "diluente", de modo a conter duas vezes mais vírus do que 

o necessário para matar no ~Ínimo 80% dos hamsters idênticos, verificado em 

provas prévias. Em geral, usamos a diluição a 1:800. 

Todos os animais foram observados durante 21 dias, considerandc 

se especificas as mortes ocorridas a partir do 49 dia da inoculação "desa 

fiante", desde que houvessem demonstrado os sintomas de raiva. 

5.5.2 Va.ctna. tipo Fuenzai . .üla?~ 

Esta vacina foi preparaCa a partir do desenvolvime~ 

to do vírus fixo em cérebro de camundongos rec8m-nascidos; esse vírus foi 

inativado por radiação ultra-violeta,A vacina não foi adicionada de fenol, 

;~ Sintex do Brasil 
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como e feito normalmente, objetivando excluir as possibilidades de reaçoe~ 

quando inoculada intracerebralmente. 

d) Provas em cobaias 

1a. J Vacinação intramuscular: vacina tipo Fue~ 

zalida, título em camundongos de 14 ± 1 g, antes da inativação: 10- 5 ' 13 1 

O, 03 ml. 

A vacina inativada foi diluida em "diluente" de modo a conter 

10.000 partículas virais em 0,1 ml, em relação ao título inicial.Desta di 

luiçào, 0,1 ml foi inoculado, profundamente, no músculo gastrocnêmio de co 

baias com 400 ± 20 g de peso. 

No 30 9 dia apos a vacinação, todas as cobaias - e pelo menos 

cinco idênticas reservadas para contrÔle - receberam inoculações no museu 

lo gastrocnêmio, profundamente, de 0,5 ml de suspensao, em "diluente", de 

vírus PV. Esta suspensao continha duas vezes mais vírus do que o necessa~ 

rio para matar no mÍnimo 80% de cobaias, verificado em provas prévias. Em 

geral usamos diluições a 1:20 ou a 1:40, 

Todos os animais foram observados durante 21 dias. considerand~ 

se específicas as mortes ocorridas a partir do 4" dia da inoculação "desa

-fiante", desde que houvessem demonstrado os sintomas de raiva. 

2a. J Vacinação intracerebral: foram utilizadas 

as mesmas técnicas e os critérios descritos no Ítem d.1a., exceto quanto à 

via de inoculação da vacina. 

5.5.3 Vacina FLURY HEP in~vada 

eJ Provas em camundongos 

1a.J Vacinação intramuscular: -foi usada uma va 

cina com título de 10~~' 5 /0,03 ml, determinado, antes da inativação do ví 

rus; para esta finalidade, utilizaram-se camundongos de quatro a seis dias 

de idade. Essa vacina foi reconstituída em 3 ml de âgua destilada estéril 

(uma dose canina). 
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A suspensão foi diluida a 1:10 em "diluente" e inativada éi 56° 

C, durante 60 minutos, 

Após a inativaçào, a vacina foi diluída a 10- 1 em "diluente", e 

0,03 ml desta diluição foram inoculados intracerebralmente em 24 camundon

gos de quatro a seis dias de idade. 

Os animais não apresentaram sintomas ou mortes atribuíveis a 

raiva, durante os 21 dias de observação. 

Camundongos de 20 ± 2 g foram inoculados com 0,3 e 0,03 ml de 

vacina diluída em "diluente", de modo a conter 10.000 partículas virais em 

O, 03 ml. P., inoculação foi realizada, profundamente, no músculo gastrocnê -

mio. 

Dez camundongos idênticos foram reservados para controle. 

Após o 219 dia, todos os camundongos foram inoculados com o ví 

rus de prova CVS, como segue: 

Título do vírus CVS, em camundongos de 14 ± 1 g. igual ou maior 

do que 10- 7 /0,03 ml. Em "diluente",este material foi diluido a 10- 6 . 

Cada camundongo foi inoculado, intracerebralmente, com 0.03 ml 

da diluição a 10- 6 

Os animais foram observados durante 21 dias, considerando-se i 

nespecÍficas as mortes ocorridas até o 39 dia apôs a inoculação. 

Os sinais. sintomas e mortes foram anotados, sendo calculadas as 

porcentagens de sobreviventes e de mortes entre os vacinados e os contrôle5 

respectivamente. 

mesma 

2a.) Vacinação intracere'oral: Foram usados a 

técnica e critérios descri tos no Ítem e. 1~., exceto quanto à dose 

vacinante que, neste caso, foi de 0,03 ml. 
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5.5.4 VaUna tipo Fue.nza.Uda 

f) Provas em camundongos 

1a.) Vacinação intramuscular: a vacina tipo 

Fuenzalida, cujo título da suspensão dos vírus antes aa sua inativação, era 

1~~
5

'
1
/0,03 ml para camundongos de 14 ± 1 g, foi diluída em "diluente" de 

modo a conter 10.0iJO partículas virais em 0,03 ml. 

Grupos de camundongos foram inoculados com doses diferentes des 

sa vacina (0,3 e 0,03 mll, profundamente, no músculogastrocnêmio. 

dênticos 

Após 21 dias, todos os animais - e pelo menos dez controles i 

foram inoculados com o vírus de prova CVS, como segue: 

Título do vírus CVS em camundongos de 14 ± 1 g, igual ou maior 

do que 10- 7/0,03 ml.: este material foi diluído a 10- 6 , no"diluente". 

Cada camundongo foi inoculado, intracerebralmente, com 0,03 ml 

06 diluição 10- 6
• 

o~ animais foram observados durante 2~ dias, considerando-se i 

nespecíficas as mortes ocorridas eté o 39 dia, com sintomas prévios de rai 

va. 

2a.J Vacinação intracerebral: foram usadas a 

mesma t8cnica e crit8rios descritos no ítem f.1a., exceção feita quanto à 

dose vacinante que, neste case', fci oe :..;,03 ml. 

5. 6 PROVA DE SORO-NEUTRALIZAÇÁO 

Diferentes diluiçÕes de soro foram colocadas em presença de do 

se fixa de vírus CVS, previamente titulada em camundongos. 

5. 6. 1 T .d.uta.ç.ã..o do v:útUó CVS Conbt.ole 

O vírus CVS, diluído a 1:5 e mantido err, congelador 

a -70° C (item 5.4.2 "Obtenção dos virus de provas CVS e PV" e ítem s.-;.3 

"Titulação"), foi descongelado à temperatura ambiente (24° C). 
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Em "diluente", foram preparadas diluições a 2 x 10- 2 até 

2 x 10- 8
• De cada diluição, 0,5 ml foi colocado em tubo de hemólise, ao 

qual foi adicionado 0,5 ml de soro normal de cavalo, inativado e estéril . 

Este soro havia sido previamente diluido a 1:5, em solução salina fisioló

gica. 

Após a homogeneização, as misturas foram incubadas a 36° C du 

rante 80 minutos e, em seguida, colocadas em banho de gelo durante toda a 

operação, 

Cinco camundongos de 14 ± 1 g foram inoculados. intracerebral -

mente, com 0,03 ml de cada diluição. 

5. 6. 2 

Os soros em exame foram previamente inativados, em 

banho-maria, a 56° C durante 30 minutos, 

Em solução salina fisiolÓgica, foram preparadas diluições com 

fator constante. De cada diluição, foi transferido 0,5 ml para um tubo de 

hemÕlise, ao qual foi adicionado 0,5 ml de suspensão de vírus CVS, conten

do 20 a 50 DL
50

. 

O vírus CVS foi novamente titulado, para confirmação do seu tí 

tu lo. 

As misturas soro/vírus e vírus para titulação foram incubadas a 37uC 

durante 90 minutos e, em seguida, imediatamente colocadas em banho de g~ 

lo, onde permaneceram durante toda a operação. 

Grupos de seis camundongos de 14 ± 1 g foram inoculados, intra

cerebralmente, com 0,03 ml de cada mistura soro/vÍrus e com cada uma das 

diluiçÕes de vírus CVS controle. 

Os animais utilizados em todas as provas de soro-neutralização 

foram observados durante 21 dias, tendo sido consideradas especÍficas as 

mortes ocorridas após o 59 dia, acompanhadas dos sintomas de raiva. 
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A dose protetora 50% foi calculada pelo método de REEO e 

MÜENCH 56 (1938]. 

5.7 PROVA VE CtREBRO-NEUTRALIZAÇÁO 

Os pontos básicos da técnica são os descritos por 

GALLIA '13 ( 1 944 J. 

KU8ES 8 

No 219 dia apos a imunização, os camundongos foram sacrifica 

dos por inalação de clorofórmio, sendo seus cérebros extraÍdos. Os cere 

bras foram, então, mergulhados e mantidos durante dez minutos em 10 ml 

de solução salina fosfatada~~. pH 7.0, a 4° C. A solução foi trocada três 

vezes, para eliminação da maior parte do sangue contido na superfície dos 

tecidos. O material foi congelado a -7o° C, até o momento de sua utiliza-

çao. 

Para a prova, os cérebros foram descongelados à temperatura a~ 

biente (24° C), sendo eliminado o excesso de líquido em papel de filtro . 

Após essas operações os cérebros foram reunidos e pesados. 

O material total foi triturado (triturador BELLCO) e diluido em 

solução fisiológica, na proporção de 1:2 p/v. A suspensão foi centrífuga

da durante cinco minutos a 500 rpm, para eliminação de partículas grosse~ 

ras. 

Em solução salina fisiolôgica, foram preparadas as seguintes d~ 

luições de tecidos: 1:20, 1:200 e 1:2000. 

A partir desta etapa, a técnica desenvolveu-se de acordo com o 

que foi descrito para a prova de soro-neutralização (Ítem 6), exceto que, 

em lugar do soro, foi utilizada a suspensão de tecido cerebral, inclusive 

cérebros de camundongos normais, como controle . 

• NaCl p.a. • o ••••••• o o •••••••••••••••••••••••••••••• 8,5 g 

Solução de fosfato monopotássico M/15 ••o···••o••o··· 10 ml 

Solução de fosfato dissÕdico M/15 40 ml 

Agua destilada q.s. .. o o o o •••• o• o ••••• ,,, ••••••••• • 1000 ml 



s.s PROVA VE TMUNOFLUORESCENCTA 

As provas foram feitas segundo a técnica descrita por 

GOLDMAN e CARSKI 17 (1960), 
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CHERRY, 

Os cérebros dos camundongos foram cortados no sentido antero 

posterior. Foram preparadas impressões da parte central do Órgão, em lâmi

na de vidro; a seguir, estas impressões foram tratadas com o conjugado (s~ 

ro anti-rábico/isotiocianato de fluoresceina) fornecido pelo Centro Paname 

ricano de Zoonosis (Buenos Aires, Argentina). 

Os resultados dos testes pilotos, revelaram ser satisfatória a 

diluição do conjugado a 1:60, em solução salina fisiológica. 

As lâminas foram examinadas em campo escuro, com o auxilio de 

microscÕpio LEITZ. modelo 250, equipado com lâmpada de vapor de 

CS-150W. filtro primário BG-12 e secundário LEITZ K 530. 

As observações foram feitas com 400 aumentos. 

mercúrio 

A presença de agregados "corpusculares", em numero variado por 

campo, era indício de positividade da prova. Segundo KOPROWSKI 38 (1971l,e~ 

te tipo de fluorescência citoplasmática corresponde à presença de cõrpusc~ 

los de inclusão, possíveis de serem confirmados através da microscopia el~ 

trõnica. Não levamos em consideração a fluorescência granular ou da membra 

na celular. 

5.9 DETECÇÃO VE VfRUS RABTCO NO SANGUE VE COBAIAS 

Doze cobaias de 350 ± 10 g, foram inoculadas intracerebralmente 

com 0,05 ml de vírus CVS, diluido a 10- 3 em "diluente". A DL
50 

deste ví 

rus, em camundongos de 14 ± 1 g, era de 10- 6' 5/0,03 ml. 

Por meio de observações diárias, realizadas entre o 59 e 79 dia 

apos a inoculação, foram selecionadas quatro cobaias que apresentaram-se em 

estado agÔnico, com sintomatologia característica de raiva. 
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De cada cobaia, foram extraídos 5 a 10 ml de sangue, por punçao 

cardÍaca. 

O sangue foi desfibrinado por agitação com pérolas de vidro 

0,03 ml do sangue de cada cobaia foi inoculado, intracerebralmente, em gr~ 

pos de oito camundongos de quatro a seis dias de idade. 

Os camundongos foram observados durante 16 dias, tendo sido ano 

tados o número de mortos e sobreviventes, e consideradas específicas as 

mortes que ocorreram a partir do 3~ dias da inoculação, desde que houves -

sem demonstrado. previamente, sintomatologia de raiva. 

Os cérebros das quatro cobaias foram submetidos a coloração de 

SELLERS, segundo a técnica descrita por KAPLAN e KDPROWSKI 36 (1973), para 

pesquisa de corpúsculo de Negri. 



6. R E S U L T A V O S 



RESULTADOS DA COMPARAÇÃO DO VALOR IMUNIZANTE VA VACINA 

FLURY HEP VTRUS MODIFICADO, EM VÃRIAS ESPtCIES 

ANIMAIS, SEGUNDO A VOSE E A VIA VE ADMINISTRAÇÃO 



UNIVER~IOADf ESTAOU•~ Df CA\ r<NA~ 
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TABELA I 
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N!VEL PROTETOR CONFERIDO A ANIMAIS DE LABDRATORIO, QUANDO INOCULADOS INTRACERE 

Vacina: EspBcie 

partida animal ,. 

Cobaia 
I 

Camiundongo 

Cobaia 
11 

Camundongo 

III 
Cobaia 

Cl'lmundongo 

Hamster 
IV 

C~mundongo 

I 

Hamster 
v 

Camundon(';O 

Hamster 
VI 

Camundongos 

VII Hamster 

camundongo 

Hamster 
VIII 

Camundongo 

Hamster 
IX 

Camundongo 

Hamster 
X 

Camundongo 

Hamster 
XI 

Camundongo 

Virus "desafiante" 

I 

-
RIANDO-SE A DOSE INOCULADA 

Via ,, 7(. R E s u L T A o o s 
inoculação 

Controles 

' ,, 
. 

~ 
1 proteção ' ,, 

1 mortos 

intramuscular 2/10 

intracersbral 18/20 

intraml!scular 6/10 

i tracerebral 18120 

intramuscular 5/10 

intracerebral 14/20 

intramuscular 2/10 

intr;,cerebr:ll, 17/20 
I 

intramLJscular 2/10 

intracerebral 19/20 

intraml!scular 1/10 

intracerebral 18/20 

intramvscular 1/10 

intraceretkal 18/20 

intramuscular 2/10 

intracerebral 18/20 

intramuscular 2/10 

intractn·ebral 19/20 

intramuscular 0/10 

intracerebral 18/20 

intram~Jscular 2/10 

intrat..erebra1 13/20 

PV 1:40 (2DL
100

J 

PV 1:800 (20L
100

J -

·=-

20 4/5 ao 
90 9/10 90 

60 5/5 100 

90 10/10 100 

50 5/5 100 

70 10/10 100 

20 5/5 100 

• 
8<; 

• 
f!/10 90 

' I 

20 4/5 80 

95 9/10 90 

10 3/5 60 

90 9/10 90 

10 5/5 100 

90 10/10 100 

20 5/5 100 

90 10/10 100 

20 4/5 80 

95 10/10 100 

00 4/5 80 

90 10/10 100 

20 5/5 100 

65 10/10 100 

·--

aplicado em cobaias, por via intra 
muscular 

aplicado em hamsters, por via 
tramuscular 

in 

CVS 10- 6 ' 0f10DL __ ] Anlir.Arln s:!ffi r.nm11nrlnnonc; nnr- 1d;, 
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Os resultados constantes da tabela I, referem-se as nossas 

observações iniciais, que consideramos válidas, pois demonstram níveis de 

proteção superiores quando a vacina FLURY HEP foi inoculada intracerebral 

mente. Estes resultados foram obtidos pelo aproveitamento dos animais que 

sofreram inoculações intracerebrais, para verificação da inocuidade do vf 

rus FLURY HEP. 

Este processo, que comporta a crítica de que as espécies ani 

mais utilizadas variaram segundo a via de inoculação da vacina, justifico~ 

inicialmente, o nosso trabalho. 

As técnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em 

"MATERIAL E METDDOS" 

5.5 

(Ítem cinco), podem ser caracterizadas como: 

P~ovah d~ p~ot~ção 

5. 5. 1 VaU. na F LURY HEP Uo fi-LUzada ( v-0tu.o mo 

cli6~cada I 

a) Provas em cobE:i2ls 

-;:;,; Vocinaç2íD intramuscular 

bj FroVa5 em cemunjongos 

1a.) Vacinaç:do intracerebral 

cJ Provas em hamsters 

1a.) Vacinaç~c intramuscular 

Considerando a quantidade de mater:al virulento illoculado poc 

ambas as vias e, ainda, a concentração inicial e as diluiçÕes da vacina u 

sada nas provas, veri~icamos que as cobaias receberam, instramuscularmen~e. 

0,0125 g de material, enquanto que os camundongos e us hamsters recebera~ 

O,J0099 g, intracerebralmente. Não houve, nestas condiçÕes, possibilidade 

de estabelecermos comparações, devido à diferença de pese corporal entre as 

espécies que receberam as inoculações. 

Por essa razao foram realizadas as experiências, constantes 

nas tabelas seguintes, nas quais, sobre cada espêcie animal, em separado, 

fizemos variar somente a via de inoculação e a dose vacinante. 
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A tabela II apresenta os resultados obtidos quando da inocul~ 

çao da vacina FLURY HEP em hamsters. através das vias intramuscular e in 

tracerebral. 



TABELA II 

N!VEIS PROTETORES CONFERIDOS PELA INOCULAÇAD INTRAMUSCULAR E INTRACEREBRAL, EM HAMSTERS, DE 

DOSES DIFERENTES DA VACINA FLURY HEP (V!RUS MODIFICADO .~ 

Sobrevi- R E S U L T A O O S 

Vacina* ' Espécie Via de ventes· Controles 
partida 

animal inoculação 
% de 

% % de n' Total proteção mortos 
1 

Hamster intramuscular 5/10 50 5/5 100 
XII 

Hamster intracerebral 10/10 100 5/5 100 

Hamster intramuscularl 1/10 10 5/5 100 
XIII 

Hamster intracerebral 8/10 80 5/5 100 

Hamster intramuscular 5/10 50 5/5 100 
XIV 

Hamster intracerebral 10/10 1 DO 5/5 100 

* Vacina anti-rábica veterinária, amostra FLURY HEP (vírus modificado) 

Vírus "desafiante" PV 1:800 (2DL
100

J 
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As técnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em 

"MATERIAL E Mt.TODOS" (Ítem cinco), podem ser caracterizadas como: 

5. 5 PJtovM de. p!r.o.teç.ão 

5. 5.1 Vctcúta FLURY HEP üofiilizctda (v-ULU6 mock 

6-(co.do I 
cl Provas em hamsters 

1a.) Vacinação intramuscular 

2a.) Vacinação intracerebral 

Nesta caso, os hamsters receberam, respectivamente, 0,0125 g e 

0,00099 g de vacina por via intramuscular e intracerebral. Observamos que, 

apesar de termos efetuado, nesses animais, as inoculações por via intrace-

rebral com quantidade significantemente menor de vacina, esta via parece 

ter sido a responsável pela apresentação de níveis protetores substancial-

mente elevados. Tal observação nos levou a pesquisar, no mesmo animal 

(hamster), os níveis protetores que seriam conferidos pela mesma dose da 

vacina, quando inoculada por via intramuscular e intracerebral (tabela IIIJ. 



TABELA III 

N1VEIS PROTETORES CONFERIDOS PELA INOCULAÇAD DA VACINA FLURY HEP CV!RUS MODIFICADO l VIAS INTRAMUSCU 

LAR E INTRACEREBRAL, EM ~AMSTERS, EM DOSES CONSTANTES 

Via de Sobrevi- R E s u L T A o o ,, 
Vacina;'> Espécie 

J 

- - - -~,.__-, '""-~"'-'--"---"--'-"'-="·-=""""' 

partida arümal inoculação ventes: Controles 
% de 

n' X 
, de • 

Total proteção 

-- -·-- -- ~---"'-
=--" ·-~· __ mor_~s ~= 

l Hamster intramuscular 
1/10 l 1 o l 5/5 1 DO 

XV 
Hamster intracerebral 7/10 70 5/5 1 DO 

- -- -- ~'= - - -==-=== 

:': Vacina anti-rábir.:a veterinária, amostra FLURY HEP (vírus modificado ) 

Vfrus ''desafiante'' PV 1:800 (2DL
100

J 
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A tabela III apresenta os resultados observados quando da 

vacinação de hamsters com 0,3 ml e 0,03 ml de vacina diluida a 1:100 e 

a 1:10, respectivamente, através das vias intramuscular e intracerebral. 

Nesta experiência a dose administrada por via intramuscu lar 

foi reduzida em relação às anteriores, para evitar excesso de antígeno e 

possibilitar melhor comparação. A proteção conferida por 0,03 ml de vaci 

na diluída a 1:10, aplicada intracerebralmente, havia sido satisfatória. 

A inoculação de quantidades iguais de antígeno rãbico atreves 

das duas vias escolhidas, parece demonstrar novamente a superioridade da 

via intracerebral na indução de um nível protetor mais elevado. 

Na tabela seguinte [IV], além dos níveis protetores, procur~ 

mos verificar os títulos de anticorpos circulantes que seriam induzidos 

pela inoculação da vacina, por vias intramuscular e intracerebral. 



TABELA IV 

VACINA FLURY HEP (V!RUS MODIFICADO l INOCULADA INTRAMUSCULAR E INTRACEREBRALMENTE, EM COBAIAS E EM DOSES CONS

TANTES. RELAÇAD ENTRE PROTEÇAD E T!TULO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES* DO SORO 

Via de 

inoculação 

intramuscular 

intracerebral 

PROVA DE PROTEÇAO 
- I SORO-NEUTRALIZAÇAO 

N' de N' de Diluições do soro das cobaias 

cobaias Mortes 
mortes Porcenta -

(inocula 
Sobrevi- 1 :2 

' apos a gem - inespec.:!:.. ventes das) so ficas inocula de 

breviven çao do proteção Camundongos 

' ventes tes VJ.rus 

12 3 4 8 66,5 5/5 

13 2 1 12 92,3 5/5 

Vírus PV 1 :40 (2DL
100

J mortalidade entre os animais controles 

1 : 1 o 1 :50 1 :250 

sobrevi-

Total 

4/5 1/5 

5/5 5/5 

--

4 mortos "' 80% 
5 

0/5 

0/5 

* Para a soro-neutralização, foram inoculadas 10 OL50 , conforme descrito no capítulo 

"MATERIAL E Mi:TODOS". 

Resul-

ta dos 

1 :22 

1:112 

" 
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Comentêüúoõ Mb!Le a tabela I V 

A tabela IV apresenta os resultados observados quando da ino 

culação, em cobaias, por via intramuscular e intracerebral, da mesma do 

de de vacina FLURY HEP. 

As técnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em 

"MATERIAL E MtTODOS" (Ítem cinco), podem ser caracterizadas como: 

5.5 

5.6 

P~ov~ d~ p~ot~~ão 

5. 5.1 Vauna FLURY HEP .t-éo6ilizada (vhuw mo 

cüb.{cado I 

a) Provas em cobaias 

1a. l Vacinação intramuscular 

2a.) Vacinação intracerebral 

A. prova de soro-neutralização realizada, justific~ 

se porque a presença de anticorpos neutralizcntes, mesmo em baixas con 

centrações, é considerada como indicadora de imur,idade a raiva, no homem 

(KAPLAN e .<.OPROWSKI 36 (1973)) e em animais (ATANASIU a cols. 3 (1962)). 

Através de cada uma des vias citadas, inoculamos a vacina em 

15 cobaias. Devido a causas nao determinadas, porém aparentemente nao a 

tribuíveis à vacinação, 21 dias apos 35 inoculaçÕes, constatamos morte 

de três cobaias quando a via adotada foi a intramuscular e de duas co 

baias quando da via intracerebral. A& sobreviventes foram sangradas no 

219 dia após a vacinação. As mis~uras de partes iguais de seus soros,res 

peitadas as vias c!e inoculação, foram submei::idas e prova de soro-neutra

lização. 

No 30 9 dia, o vírus de prova PV foi inoculado em todas as co 

baias, inclusive em cinco animais controles. 

Consideramos necessário um período de nove dias entre a san 

gria e a agressão viral patogênica, baseados na possibilidade da ocorrê:=_ 

cia de traumatismos relativamente importantes, advindos da punção cardía 
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ca, além da expoliação sangÜÍnea causada pela retirada de 3 ml de sangue. 

Haveria a possibilidade, também, do titulo de anticorpos encontrados nao 

ser exatamente o mesmo quando da agressão pelo vírus de prova. Todavia, a 

creditamos que a resistência orgânica tenha se restabelecido durante aqu~ 

le perÍodo e, ainda, que as diferenças de níveis de anticorpos seriam re 

!ativamente pequenas. 

O resultado da experiência constante da tabela IV parece de 

monstrar a existência de uma correlação entre proteção e título de anti 

corpos circulantes, sendo ambos superiores quando da inoculação intracere 

bral de vacina. 

No transcorrer das experiências anteriores, ocorreu-nos quep~ 

daria ter existido a possibilidade de penetração de parte da vacina inocu 

lada intracerebralmente, diretamente na via sangÜÍnea, através dos 

"sinus" cranianos ou mesmo de capilares. Desconhecíamos, do ponto de vis 

ta imunológico, qual a ação que a vacina composta por vírus modificado te 

ria nestas condições. Não dispúnhamos de tecnologia apropriada para veri

ficar se, re~lmente, a inoculação havia sido totalmente intracerebral. Re 

solvemos, então, comparar os resultados determinados pela inoculação dire 

ta na corrente circulatória [via cardíaca) e intramuscular clássica, da 

vacina FLURY HEP (vÍrus modificado ], Os resultados observados constituem 

a tabela V. 



TABCLA V 

VACINA FLURY HEP (V!RUS MODIFICADO ), ESTUDO COMPARATIVO ENTRE PROTEÇAO E SORO-NEUTRALIZAÇAO*. CONFERIDA PE

LA INOCULAÇAO INTRAMUSCULAR E·INTRACARD!ACA , EM COBAIAS 

Via de 

inoculação 

intramuscular 

intracardíaca 

PROVA DE PROTEÇAO SORD-NEUTRALIZAÇAO 
·=~ --~ ,_ - ----

Diluições do soro das cobaias 
N' de N' de 

cobaias mortes Porcentagem 
1 :2 1:10 1 :5o 1:250 

[inocula apos a Sobrevi- de -
das) 50 inocula ventes proteção 

breviven 
Camundongos sobrevi ven 

çao do Resultados 
tes ' tes 

vlrus Total 

13 7 6 46 2/5 1/5 D/5 0/5 
menor do 
que 1 : 2 

13 9 4 30 2/5 0/5 0/5 0/5 menor do 
que 1 : 2 

- - ---

Vírus "desafiante": PV 1:40 (2DL
100

) mortaliUade entre os animais controles 4 mortos 
5 

80% 

:': Para a soro-neutralização foram inoculadas 75 DL
50 rn 

N 
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As t8cnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em 

"MATERIAL E M~TODOS"(Ítem cinco), podem ser caracterizadas como: 

s. 5 PJtovM de pJto.teç.ão 

5. 5. 1 Vauna FLURY HEP üofiilizada lvbwo mo 

ckfiú.a.do I 

al Provas em cobaias 

1a.) Vacinação intramuscular 

3a.l Vacinação intracardiaca 

5. 6 Ptwva de. .õoJto-ne.r.dJLa.lizaç.ão 

A análise dos dados constantes na tabela V permite 

verificar que a proteção conferida pela vacinação intramuscular foi sup~ 

rior àquela conferida pela vacinação intracardíaca. Quanto à soro-neutra

lização, o teste não foi conclusivo, em razão da excepcional atividade in 

fectante da 9mostra de vírus CVS usada. Nestas provas, foram utilizadas 

em lugar de 20 a 50, como recomendaram KAPLAN e KDPROWSKI 3 6 75 DL
50 

11973 I. Assim procedemos, baseados na hipótese de que a vacinação intra -

cardÍaca induzisse a elevados títulos de anticorpos neutralizantes, o que 

parece não ocorrer. 



RESULTADOS VA COMPARAÇÃO VO VALOR IMUNIZANTE VA VACINA 
FLURY HEP, COM OUTRAS VACINAS INATIVAVAS, EM VÃRIAS E~ 
PtCIES ANIMAIS SEGUNDO A DOSE E A VIA VE ADMINISTRAÇÃO 



Na segunda parte experimental deste trabalho. decidi 

mos comparar o poder imunizante da vacina FLURY HEP com vacinas 

inativadas; para tanto, iniciamos a comprovação entre a vacina 

FLURY HEP e a vacina tipo FUENZALIDA, em cobaias, inoculadas por 

meio das vias intramuscular e intracerebral. No decorrer destas 

experimentaçÕes, julgamos que seria também interessante comparar, 

nas mesmas condições, o poder imunizante da vacina FLURY HEP (vÍ 

rus modificado), com a mesma vacina inativada pelo calor, confor 

me especificado no ítem cinco do capítulo "MATERIAL E Mt:TODOS" . 

Aproveitamos a oportunidade para, ao mesmo tempo, comparar aqu~ 

las vacinas com a vacina tipo FUENZALIDA. Como estas Últimas ex 

perimentações exigissem grande número de animais, foram elas fei 

tas em camundongos, exceto as provas constantes da tabela VI, o~ 

de utilizamos cobaias. Os resultados encontram-se na tabela VI e 

respectivo gráfico n9 1 e nas tabelas VII e VIII, IX e X, apre -

sentados a seguir. 



TABE::LA VI 

COMPARAÇAO ENTRE O N!VEL DE PROTEÇAO E SORO-NEUTRALIZAÇAO. OBTIDOS COM VACINAS FLURY HEP E TIPO FUENZALI 

Of\, INOCULAÇAD EM COBAIAS ATRAV~S DAS VIAS HHRAMUSCULAR E IfHRACEREBRAL 

PROVA DE PRDTEÇJI.D SORD-NEUTRALIZAÇJI.O 

Ni de Via de s~ % de Diluições 

~ Grupo Vacina ventes ventes Título 
cobaias inoculação Total proteção dos soros Total 

1:1 o 6/6 
A FLURY HEP* 15 intracerebral 12/15 BO 1~50 2/6 33,5 

1:250 0/6 
1:1250 0/6 

1 '10 0/6 

FLURY HEP* 
1; 50 1/6 

B 15 intramuscular 7/12 56 1 :250 0/6 < 1:10 

1:1250 0/6 

1:10 2/6 

c Tipo 
15 intracerebral 3/13 23 1:50 1/6 < 1:10 

FUENZALIDA*"' 1:250 0/6 

1:1250 0/6 

1:10 1/6 

o Tipo 
15 intramuscular 3/15 20 

1 :50 0/6 < 1:10 FUENZALIDA*"' 1 :250 0/6 
1:1250 0/6 

c O N T R O L E c o N T R O L E 

Grupo V:!rus N9 de 

~ 
% de Titulo do v:! rue N' ,, OL

50 
misturadas 

Vie Volume Diluição OL100 
em 

cobaias morta li- camundongos ' diluiçÕes ,, soro 
~ 

1 da de 

E PV intra -
10- 5 ' .. /0,03 ml 10 

muscular 
O, 5 ml 1 :40 2 0/10 100 50 

* Titulo~ 10-~' 5 /0,03 ml 

Título ~ntes da inativação 

m 
m 



lO 
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' GRAFICO N2 I 
(Composto com os dados obtidos do Tabela vr) 

.. - FLURY CEREBRAL 

• - FLU RY MUSCULAR 
~ - CO'ITROLES 

• - FUENZAUOA CEREBRAL 
o - FUENZALIDA MUSCULAR 

DIAS DE LEITURA 
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Coment~o~ ~ob~e a tabela VI e g4âfiico n91 

As técnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas e~ 

"I"JATERIAL E METODOS" (Ítem cinco), podem ser caracterizadas como: 

5. 5 PttovM de ptwteç.ão 

5. 5. 1 

5.5.2 

Vauna F LURY HEP uo 6-U:üada I vZILM mo 

a] Provas em cobaias 

1a.) Vacinação intramuscular 

2a.] Vacinação intracerebral 

Vauna tipo FUENZALIVA 

d) Provas em cobaias 

1a.J Vacinação intramuscular 

2a.) Vacinação intracerebral 

5. 6 Ptt.ova de .õO!t.o-neutJr.aLtzaç.ão 

Preliminarmente, queremos deixar claro que, considE 

rados os títulos iniciais aas duas vacinas, estas foram diluidas de modo 

a conter 10.000 partículas virais em O, 1 ml; este foi o volume inoculado 

nas cobaias, por ambas as vias. 

A tabela VI permite verificar que houve melhor proteção com a 

vacina FLURY HEP (vírus modificado l principalmente quando inoculada in 

tracerebralmente. Nestas observações, pode ser notada diferença quanto ao 

nível de anticorpos circulantes obtido com a vacina FLURY HEP inoculada 

intracerebralmente. Tal aumento de anticorpos, neste caso, nao foi acomp~ 

nhado por uma proporcional elevação do nível de proteção. 

Analisando-se o grâfico n9 1 e, tomando por base a porcent~ 

gem de mortes ocorridas a partir do 59 dia após a inoculação "desafiante", 

verificamos, em relação aos controles que: 



. 69. 

19 ) a vacina FLURY HEP (vírus modificado ) inoculada intramuscularmente, 

parece ter proporcionado uma proteção ligeiramente maior em relação 

à inoculação intracerebralJ 

29) a vacina tipo FUENZALIDA, principalmente quando inoculada intracere-

bralmente, apresentou número de mortes significantemente maior do 

que o próprio grupo controle. 

Tais resultados sao surpreendentes e nos fazem pensar na poss~ 

bilidade de que a vacina in ativada sensibiliza o animal à ação patogênica 

jo vírus "desafiante", principalmente por via intracerebral, durante o p~ 

ríodo em que o título de anticorpos é nulo ou muito baixo. 

Convém lembrar que a vacina tipo FUENZALIOA, na nossa experi 

mentação, foi administrada em dose Única. Se fossem administradas outras 

doses de reforço os resultados possivelmente seriam completamente diferen

tes. 
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TABELA VII 

COMPARAÇAO ENTRE OS N!VEIS PROTETORES E SORO-NEUTRALIZANTES, CONFERIDOS PE

LAS VACINAs:t FLURY HEP - VÍRUS MODIFICADO, FLLIRY HEP - V!RUS INATIVADOS E 

FUENZALIOA, EM CAMUNDONGOS, QUANDO INOCULADOS INTRAMUSCULARMENTE COM DOSES 
DIFERENTES E, INTRACEREBRALMENTE, COM DOSES IGUAIS. 

Tipo ,, 
vacina 

o 
> 
" 
~ 

" > 
~ o 

'> 5 
" ' ~ 

" o 

~ ~ 
> 
" > 
" ~ 

PROVA DE PROTEÇAo 

Vi o 

' 
volume 

intramuscular 

0,3 ml 
19 8/19 

intramuscular 

0,03 ml 20 9/20 

intracerebral 

O, 03 ml 18 15/18 

intramuscular 

0,3 ml 18 6/18 

intramuscular 

0,03 ml 20 3/20 

intracerebral 

0,03 ml 18 10/18 

% de 

proteção 

42' 1 

45 

83,3 

33,3 

15 

55.5 

PROVA DE SORO-NEUTRALIZAÇM 

Uiluições 

'" soros 

1:2 

1:10 

1 :50 

1 :2 

1:10 

1:50 

1 :2 

1:10 

I~ 
215 

1/5 

0/5 

3/5 

2/5 

1/5 

4/5 

1/5 

1:50 0/5 

1 :2 

1 : 1 o 
1:50 

1 :2 

1:10 

1 :50 

1;2 

1:10 

1/5 

1/5 

0/5 

0/5 

0/5 

0/5 

3/5 

1/5 

Título 

< 1 :2, o 

1:5,8 

1:4,47 

< 1:2 

< 1:2 

3,2 

1:50 0/5 

----~----~--~--~--~--

V!RUS 
cvs 

intramuscular-

,0,3 ml 

intramuscular 

0,03 ml 

intracsrebral 

0,03 ml 

intracsrebral 
0.03 ml da di 
luiç.;o 10-& -

(258 Ol::.O) 

19 5/19 

19 7/19 

17 6/17 

CONTROLES 

10 
10 mor-tos 

10 total 

26.3 

36,8 

35,3 

100~ ds 

mortes 

1 :2 

1:10 

1; 50 

1 :2 

1:10 

1:50 

1 :2 

1:10 

1:50 

V:írus cvs 

3/5 

2/5 

1/5 

2/5 

2/5 

0/5 

0/5 

3/5 

0/5 

CONTROLES 

1:5,8 

< 1 :2 

< 1 :2 

Título or-iginal ~ 10- 6 '~/0,03 ml 
ApÔs incubação ~ 10- 6' 0/0,03 ml 
Inoculadas 117 DL50 

~~ Todas a5 vacinas foram diluida5 de modo a conter 10.000 partículas 

virais por O, 03 ml. 



TABELA VIII 

COMPARAÇAO ENTRE OS TÍTULOS CtREBRD-NEUTRALIZANTES MtOIOS OBTIDOS PELA INOCULAÇAO INTRAMUSCULAR E INTRACEREBRAL, 

EM 20 CAMUNDONGOS, DAS VACINAS FLURY HEP, VÍRUS MODIFICADO , FLURY HEP, VfRUS INATIVADO e FUENZALIDA, COM DOSES 

CONTENDO A MESMA CONCENTRAÇAD VIRAL (10.000 PART!CULAS INFECTANTES) 

DiluiçÕes do tecido cerebral 

Vacina Via Volume N' de 

I em ml I DLSO 
N' de mortos I N' total inoculado 

1:2 1:20 1:200 1:2000 

HEP intracerebral 0,03 25 2/5 3/5 4/5 5/5 Vírus modificado 

HEP intramuscular 0,3 25 3/5 4/5 5/5 5/5 Vírus modificado 

FUENZALIDA intramuscular 0,3 25 5/5 5/5 5/5 5/5 

FUENZALIDA intracerebral 0,03 25 5/5 5/5 5/5 5/5 

HEP intracerebral 0,03 25 5/5 5/5 5/5 5/5 inativada 

HEP intramuscular o. 3 25 5/5 5/5 5/5 5/5 
inativada 

As vacinas utilizadas sao as mesmas que serviram para a inoculação dos animais constantes da tabela VI 



ComentiÍ!úoó Mb!te cu tabe!.cu VIl e VII! 

As tabelas VII e VIII resumem os resultados das provas em 

foram comparadas as capacidades imunogênicas das vacinas FLURY HEP 

modificado , FLURY HEP inativada e tipo FUENZALIDA. 
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que 

• Vlrus 

As técnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em 

"MATERIAL E METDDOS" (Ítem cirlco), podem ser caracterizadas como: 

5. s Ptwvcu, de. pJtote.ç.ã.o 

5. 5. 1 

5.5.3 

5.5.4 

Vctcinct FLURY HEP üo 6-Ui.zctdct I vVt!M 

di6-(.oado I 

b) Provas em camundongos 

1a.J Vacinação intramuscular 

2a. l Vacinação intracerebral 

Vacú1ct FLURY HEP -énaüuctdct 

e) Provas em camundongos 

1a.) Vacinação intramuscular 

2a.) Vacinação intracerebral 

Vcto"-nct tipo FUENZAL!VA 

f) Provas em camundongos 

1a.) Vacinação intramusoular 

2a. J Vacinação intracerebral 

5. 6 Pitava de. .óoJto-ne..u,tJtaLi.zaç.ão 

5. 7 PJtova de c.éJtebJto-neu.butttzaç.ão 

mo 

A análise dos resultados constantes da tabela VII permite veri 
-

ficar que a vacina FLURY HEP vírus modificado, quando em igualdade de nume 

ro de partículas virais inoculadas, se comparada com as vacinas FLURY HEP 
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inativada e tipo FUENZALIDA, e capaz de induzir a níveis protetores mais 

elevados, especialmente quando se usa a via intracerebral. Verificamos tam 

bém que, comparativamente, não há relação entre os títulos de 

circulantes e as porcentagens de proteção observadas. 

anticorpos 

Como foram inoculadas doses diferentes por via intramuscular, 

uma dez vezes superior à outra, de vírus FLURY HEP ativo e não houve pr~ 

ticamente diferenças nos nfveis de proteção, e, além disso, nao houve cor

relação proporcional com o título de anticorpos circulantes, somos levados 

a crer que aquela via não seja a ideal para a vacinação. A inoculação por 

via intracerebral, em contraposição, conduz a níveis mais elevados quanto 

à porcentagem de proteção, apesar de que os títulos de anticorpos séricos 

apresentaram-se praticamente iguais ou mesmo inferiores. Tais observações 

podem sugerir a exist8ncia de outros fatores envolvidos na imunoproteçào , 

como por exemplo a imunidade celular. 

Comparando a vacina FLURY HEP ativa com as vacinas inativadas, 

fica tamb8m bastante clara a sua superioridade, quer quando aos níveis de 

proteção, quer quanto ao conjunto de resultados de anticorpos circulantes. 

Por outro lado, parece-nos lÍcito admitir que não existe correlação entre 

o nível de prOteção e o título de anticorpos circulantes. Afim de tentar 

esclarecer melhor a questão da maior proteção obtida pela inoculação intr~ 

cerebral, decidimos realizar a experiência cujos resultados constam da ta 

bela VIII. 

Os resultados contidos na tabela VIII (cérebro-neutralização], 

parecem demonstrar que apenas o vírus FLURY HEP ativo foi capaz de induzir 

a uma atividade cérebro-neutralizante, apesar de fracamente evidenciáve1. 

Após estes resultados, resolvemos verificar a presença de pa~ 

tículas virais evidenciãveis no cérebro de animais inoculados com a vacina 

FLURY HEP vírus modificado , por via intramuscular e intracerebral. Utili

zamos, para esta finalidade, o teste de imunofluorescência; os resulta dos 

constam da tabela IX. 



TABELA IX 

RESULTADO DA PROVA DE IMUNDFLUORESC~NCIA REALIZADA EM TECIDO CEREBRAL DOS CAMUNDONGOS INOCULADOS, VIAS INTRAMUS 

CULAR E INTRACEREBRAL, COM DOSES DIFERENTES DA VACINA FLURY HEP V!RUS MODIFICADO . M~DIA DE CORP0SCULOS POR 

CAMPO MICROSCdPICO OBSERVADO 

I 

f~ 
N' mêdio corpúsculos de por Porcentagem Via de Oose1

'' Prova de campo examinado [ 1 o campos J 

inoculação (em ml J 
imunoflu~ 

Total de 
rescãncia o 1 2-3 4-5 •5 positividade 

----- "" 

intramuscular 0,3 5/5 - 2 2 1 - 100 

intramuscular 0,03 4 dias 5/6 1 5 - - - 83,3 

apos 
intracerebral 0,03 5/5 - 1 3 1 - 100 

intramuscular 0,3 5/5 - 5 - - - 1 DO 

intramuscular 0,03 8 dias 10/10 - 2 2 2 4 100 

apos 
intracerebral 0.03 5/5 - - 2 3 - 100 

intramuscular 0,3 0/7 7 - - - - o 

intramuscular 0.03 
12 dias 

3/8 5 3 37,5 - - -

apos 

intracerebral 0,03 6/9 3 - 3 3 - 70 
" - ~ ~ "" - - -:.=-=-= ~-

.;, 10.000 partículas vir'ais por 0,03 ml 
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Come~tânio~ ~ob~e a tabela IX 

Tomando como base o perÍodo mãximo de nossas observaçÕes (12 

dias), parece que, em geral, o vírus mantém-se ativo nos tecidos do siste 

ma nervoso central até o 129 apos a inoculação pelas vias intramuscular e 

intracerebral. 

Os resultados obtidos parecem demonstrar que haveria a replic~ 

çao do vírus rábico modificado no tecido cerebral. Tal interpretação, ali~ 

da ao fato demonstrado de ocorrer uma imunidade mais intensa quando da in~ 

culação intracerebral, levou-nos a procurar saber se existe a possibilida

de de sua passagem para a corrente circulatória. Haveria, nestas condiçÕes, 

oportunidades de contatos mais Íntimos entre o vírus e os sistema imunocom 

patente. Decidimos pesquisar com a inoculação intracerebral do vírus FLURY 

HEP modificado, em cobaias de 400 ± 20 g. Trabalhamos com um vírus que,pr~ 

viamente inoculado em camundongos de quatro a seis dias de idade, demons -

trou título infectante, por via intracerebral, igual a 10- 6' 0/0,03 ml.Qua~ 

do 0,03 ml da diluição 10- 1' 0 deste vírus foram inoculados nas cobaias,por 

via intracerebral, não conseguimos reisolar o vírus do sangue, através da 

técnica de inoculação intracerebral em camundongos lactentes. O reisolame~ 

to foi tentado no 59, 89 e 109 dia após a inoculação intracerebral. 

Com a mesma finalidade acima descrita, repetimos, então, as nos 

sas tentativas de reisolamento do vírus rábico do sangue, utilizando a a 

mostra CVS. Dentre as cobaias que tinham recebido inoculação por via intra 

cerebral, foram selecionadas quatro que apresentavam sintomatologia carac

terística de raiva. Os animais foram sangrados e, do sangue obtido de cada 

um, 0,03 ml foram inoculados em cada um de oito camundongos lactentes, por 

via intracerebral. 

As técnicas utilizadas nestas provas estão descritas no capít~ 

lo "MATERIAL E Mt:TOOOS" (ítem 5.9 "Detecção do vírus rábico no sangue 

de cobaias" l. 

Os resultado5 obtidos constam da tabela X. 
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TABELA X 

RESULTADOS DAS PROVAS DE OETECÇAD DO V!RUS RABICD CVS, NO SANGUE DE QUATRO 

COBAIAS, APOS A INDCULAÇAD INTRACEREBRAL DE 0,03 ML DE SANGUE, EM CAMUNDON 

GOS LACTENTES 

Pesquisa de corpus cu - N' de camundongos~'d: i - r>Jortos 
Cobaia los de Negri* nos cére noculados intracere -

n' bras das cobaias bralmente com o san 
Total -

gue das cobaias 

1 negativa 8 0/8 

2 positiva 8 2/6 

3 negativa 8 2/B 

4 negativa 8 0/8 

Método de SELLERS 

Animais com quatro a seis dias de idade 

ComentWuoõ MbJ<.e a tabela X 

A análise da tabela X permite verificar que, apesar de pouco 

freqÜentemente, o vírus rábico CVS pode ser detectado no sangue circulante 

de duas entre quatro cobaias testadas, durante o período em que apresenta

ram-se em estado pré-agÔnico ou agônico (entre cinco e dez dias apos a ino 

culação). Verificamos ainda que, no exame anatomo-patolÓgico do tecido ce 

rebral, foram constatados corpÜsculos deNegri, por meio do método de colo 

ração de Sellers, em apenas uma das quatro cobaias. Os corpúsculos de Ne 

gri normalmente não se desenvolvem em animais infectados com o vírus fixo 

(JOHNSON, R.T., 34 1965), 
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7 o V!SCUSSÃO 

Sabe-se que qualquer agente imunizante nao inativado, mas ate

nuado, para que atinja seus objetivos, deve preencher determinados requ~ 

sitos indispensáveis: 

19 ) deve causar, no hospedeiro, uma infecção inaparente ou de discreta 

sintomatologia, cuja intensidade está diretamente relacionada ao 

grau de atenuação obtida pelo tratamento do microrganismo e inversa 

mente relacionada com a resistência individualj 

29) para que ocorra a infecção benigna torna-se necessária, evidentemen 

te, a multiplicação ou a replicação do agente infectante no hosp~ 

deiro, geralmente observada em determinadas células eletivas do or 

ganismo receptor, na dependência do organotropismo do agente infec

tante. Assim, o sucesso de uma vacinação deste tipo depende muito da 

possibilidade que tenha o microrganismo de atingir as células eleti 

vas e nelas multiplicar-se. 

Muitas vezes, inconvenientes de ordem prãtica, impossibilida -

das técnicas ou, ainda, riscos de acidentes graves, impedem que determin~ 

dos antígenos sejam inoculados diretamente nos tecidos eletivos. Todavia, 

faz-se necessário assegurar que o antígeno ativo modificado, possa atin 

gir, ainda integro, aqueles locais suscetiveis ao seu desenvolvimento. 

Na impossibilidade de que o destino celular final seja atingi

do, a vacina agiria, então, como um antígeno inativado, com agravante de 

que as vacinas ativas são, em geral, relativamente pouco concentradas em 

agentes imunizantes, quando comparadas com aquelas preparadas com micror

ganismos inativados. 

EISEN 21 (1873) relaciona os sucessos obtidos com as vacinas a 

tenuadas contra a poliomielite, a influenza e o tracoma, administradas, 

respectivamente, por via oral, por via aérea superior e par instilaçãa na 

conjuntiva, a uma ativação preferencial de grupos localizados de células 
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t' ' an ~geno-sens~veis. Haveria, segundo 
a opinião deste autor, uma concentra 

em locais que normalmente são alvos da invasão por 
ção da resposta imune 

estes microrganismos. 

Pelos 

çoes semelhantes 

cina anti-rãbica 

~esultados de nossas observações, parece-nos que condi 

as mencionadas por EISEN ocorrem quando inoculamos a va 

FLURY HEP preparada com vírus modificado , A inoculação 

neste tecido, o 
direta no tecido cerebral induz a resultados mal·s satisfatórios 

' -V:t.rus encontra as celulas eletivas 
porque 

para sua replicação (ta 
belas I, II, III e VII), Todavia, a formação dos anticorpos circulantes te 
ria, provavelmente, um mecanismo diferente em relação ao mencionado por 
EISEN. 

Tratando-se de um tecido segregado, dentro de certos limites 

o sistema nervoso central permitiria a replicação viral em suas células 

sem a ocorrência de lesões destrutivas. Nestas condições, haveria uma li 

beração lenta e contínua de vírus, estimulando a resposta específica, o 

que confirmaria as observações de BELL e cols. 12 

(1970) e de GRIBENCHA e col. 28 (1974). 

[1966), de RIBEIR0 58 

FERNANDES e cols. 24 (1964) verificaram que o vírus rábico pode 

infectar células de mamiferos cultivadas "in vitro" e propagar-se nestas 

células, durante perÍodos de tempo prolongados, talvez indefinidamente.Os 

vírus não interferiram no mecanismo de multiplicação celular. Trabalhando 

com células endoteliais de coelho, estes autores verificaram que o vírus 

CVS determinava o aparecimento de inclusões, cujo tamanho era variãvel en 

tre pequeno e médio. A este equilÍbrio vírus-células, deram o nome de RE 

LAÇAO ENDOSIMBIOTICA, diferente de um sistema veiculador usual no qual 

ocorre continuamente a lise celular. Os autores observaram, ainda, que a 

pesar de todas as células da cultura estarem infectadas, apenas 4 a 5% de 

las liberavam vírus num dado momento, sem a ocorrência de lise. Conside 

ram, finalmente, ser possível a existência de um mecanismo semelhante no 

organismo animalJ este mecanismo seria responsável pela prolongada perma

nência do vírus rábico na~ células sem lhes causar danos. 

Os nossos resultados parecem indicar que a inoculação intrace-

rebral da vacina FLURY HEP em animais de laboratório, induz a u'a maior 

proteção do que quando inoculada intramuscularmente (tabelas I, II e IIIl 
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e que os níveis de proteção mais elevados, conferidos pela vacinação intra 

cerebral, não dependem simplesmente da quantidade de vírus introduzida,mas 

parecem sugerir a existência de outros fatores envolvidos, possivelmente a 

imunidade celular. Conforme demonstram os resultados inseridos na tabela 

III, os dois grupos de hamsters vacinados por via muscular e intracerebral, 

com a mesma quantidade de antígeno, apresentaram Índice2 protetores de 10% 

e 70%, respectivamente. Oestes resultados, podemos ainda inferir que a va 

cinação intracerebral é, pelo menos para o camundongo e para o hamster, a 

via mais eficaz de introduçãO do antígeno rábico modificado. No hamster, a 

observação é mais preciosa, considerando a sua grande suscetibilidade ao 

vírus. Em relação a este animal, o vírus FLURY HEP não se revelou pe.toge

nico até 30 dias após a inoculação intracerebral. Este fato confirma as 

observaçÕes de KDPROWSKI e cols. 41 (1954) e de KOPROWSKI 37 (1954). 

A tabela IV, inserindo os resultados comparativos entre prote

çao e soro-neutralização, obtidos com a mesma dose de vacina FLURY HEP ino 

culada intramuscular e intracerebralmente em cobaias, permite verificar que 

a concentraçãode anticorpos neutralizantes específicos no soro, geralmente 

utilizada como medida da eficácia de uma vacinação anti-rábica, talvez não 

represente o grau de proteção real devido à oscilação observada nos r~ 

sultados, conforme demonstram os dados da tabela VII. Assim, parece-nos que 

inexistem dados suficientes que possibilitem esclarecer qual é o título mí 

nimo necessário para a proteção. Neste particular, nossos resultados nao 

concordam com os de ATANASIU e cols. 3 (1968], que concluiram, atrav8s de 

experiências em bovinos vacinados com diferentes tipos de vacinas, que a 

sotrevivência após uma infecção experimental, relaciona-se à presença de 

anticorpo detectâvel, mesmo em títulos baixos, tais como diluições finais 

de soro a 1:2. Esclarecem, porém, que parece persistir apreciável resistên 

cia à inoculação experimental de vírus patogênico, mesmo quando o anticor

po sérico tenha diminuido a níveis não detectáveis, em animais que aprese~ 

taram, previamente, anticorpos detectáveis. Estes autores admitem que a i 

noculação do vírus patogênico, nestas condições. agiria como uma dose de 

reforço, indutora de rápida resposta imune. 

Segundo KAPLAN e KOPROWSKI 36 (1973), o homem 8 considerado imu 

ne a raiva desde que tenha anticorpos neutralizantes "demonstráveis" sem 

preocuparem-se com o título mínimo circulante. Os nossos resultados con&an 

tes da tabela IV, pelo menos em nossas condições experimentais, ccntradi-
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zem estas afirmações. O título soro-neutralizante das 12 cobaias e a por

centagem de proteção, induzidos pela administração intramuscular de vaci

na FLURY HEP, foram 1:22 e 66,6%, respectivamente. Adaptando as observa 

ções de ATANASIU e cols. 3 (1966) aos noss~s resultados, um título de 1:22 

seria, na prática, suficientemente elevado para a proteção de 100% dos 

animais, fato que não ocorreu em nossas experiências pois, das 12 cobaia~ 

quatro não sobreviveram à dose "desafiante", 

Deve ser levada em consideração a possibilidade da existência 

de títulos individuais muito baixos - ou mesmo nulos - entre as 12 co 

baias examinadas. Todavia, nas 13 cobaias que receberam inoculações intra 

cerebrais, o título médio sérico foi de 1:112 e, a proteção de 82,3%. Nas 

duas provas mencionadas, realizadas paralelamente, utilizamos o mesmo ví 

rus e mesma dose "desafiante". 

Estas observações nos levam a acreditar que, pelo menos apos a 

primo-vacinação, os animais necessitam apresentar título relativamente e 

levado para proteção adequada. 

Não nos foi possível verificar se a inoculação "desafiante" a 

giu como dose de reforço, para comprovar a hipótese formulada por ATANP..SIU 

e cols. (lo c. cit.). 

O nosso objetivo principal, nestas experiências, consistiu em 

verificar a importância dos anticorpos neutralizantes sêricos, para a pr~ 

teção de animais vacinados intracerebralmente. Pelos resultados observa -

dos (tabela IV), verifica-se que o título de anticorpos induzido quando da 

vacinação via cerebral ê mais elevado do que aquele obtido pela vacinação 

intramuscular. Parece-nos que é viável, neste ponto, emitir a hipótese de 

que a inoculação intracerebral permitiria uma multiplicação relativamente 

mais intensa do vírus nas células eletivas, provavelmente do sistema ner

voso central. Caracteristicamente, o vírus rábico é neurotrópico e a ino 

culação, diretamente no sistema nervoso central, tecnicamente facilitaria 

a sua replicação. Nestas condições, as partículas virais seriam periodic~ 

mente eliminadas para a circulação promovendo, dessa forma, um prolongado 

estÍmulo antigênico e, conseqÜentemente, induzindo a títulos de anticoqiDS 

séricos bem mais elevados. 
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Os mecanismos de liberação das partículas virais das células do 

sistema nervoso central infectadas e a ativação do sistema imunocompetente, 

são ainda desconhecidos. Em nossa opinião, o vírus rábico modificado seria 

passível de sofrer alterações, tanto em sua composição química, como alte

rações estruturais ou genêticas, tornando-se, dessa forma, apto a replica~ 

se em células não nobres, existentes no tecido do sistema nervoso central, 

cuja destruição não determinaria lesÕes com sinais clinicamente evidenciá-

v eis. 

Parece que pudemos demonstrar, conforme pode-se verificar pela 

análise dos dados constantes da tabela V, que a obtenção de nÍveis de prot~ 

çao e soro-neutralização quando da inoculação intracerebral, não é devida 

a uma difusão sistêmica do vírus, pois a sua inoculação intracardÍaca pr~ 

porciona nível de proteção e título soro-neutralizante mais baixos, seme -

lhantes à via intramuscular, como era, aliás, esperado. Nesta prova de so 

ro-neutralização, cujos resultados constam da tabela V. utilizamos amostra 

de vírus CVS de título elevado(10- 7' 87 /0,03 ml), Possivelmente, esta tenha 

sido a causa de termos encontrado títulos aparentemente baixos de anticor

pos, quando comparados com aqueles obtidos na experiência anterior (tabela 

IVJ, pois conforme o demonstrado por CORTES e NILSSON 18 (1974), dentro de 

certos limit8s, o título de anticorpos séricos diminui à medida que o numa 

ro de OL
50 

de vÍrus aumenta, na prova de soro-neutralização em raiva. 

Estes resultados nos permitem acreditar que ocorra multiplica 

çao viral no organismo inoculado com a vacina FLURY HEP vírus modificado 

Os dados constantes da tabela VI.sumarizam os resultados das observaçÕes 

que realizamos com o objetivo de verificar esta multiplicação que, pelas 

características do agente, ocorreria no sistema nervoso central. 

A inoculação intramuscular e intracerebral das vacinas FLURY 

HEP vírus modificado, e do tipo FUENZALIDA, inativada, demonstrou a supe -

rior proteção e indução à formação de anticorpos neutralizantes, pela vac~ 

na FLURY HEP vírus modificado, inoculada intracerebralmente, em relação a 

via intramuscular. 

Analisando o gráfico n? 1, elaborado com os dado5 obtidos da ta 

bela VI, verifica-58 que, em relação aos controles, no 59 dia após a inocu 

lação "desafiante", a vacina FLURY HEP aplicada por via intramuscular con 
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feriu proteção ligeiramente mais precoce do que a mesma vacina inoculada in 

tracerebralmente. Com a vacina tipo FUENZALIDA, principelmente quando inocu 

lada intracerebralmente, após a dose "desafiante", o número de mortes no 5" 

dia foi significantemente maior do que entre os controles. Tal fato não e 

devido à diferença de título de anticorpos circulantes pois este, em ambos 

os casos, foi< 1:10. 

A superioridade protetora da vacina FLURY HEP poderia ser atri-

buida a maior imunogenicidade deste vírus, quando comparada com a do ' v1rus 

fixo utilizado na preparaçao da tipo FUENZALIOA, ou então, poderia ser devi 

do à desnaturação parcial do vírus fixo da vacina tipo FUENZALIC·A, causada 

pela agressão fÍsica da radiação ultra violeta, usada em sua inativaçào. 

Assim, conduzimos a série de provas nas quais foi introduzida a 

amostra FLURY HEP inativada, para possibilitar uma comparação com a amostra 

FLURY HEP vírus vivo mo di ficado e a vacina FUENZALIDP-. Os dados cons-'::antes 

da tabela VII, que sumarizam os resultados obtidos, possibilitarr· verifica r 

que o vírus FLURY HEP inativado apresentou uma atividade antigênica maicr 

do que a vacina tipo FUENZALIDP .• também inativada. Tal fato seria cevido à 

diferenças das técnicas de inativação ou, co substrato utilizado pa 

ra o desenvolVimento do vírus fixo ou, ainda, a estes dois fatores associa

dos, revelados principalmente quando da inoculação intracerebral. 

Quanto a imunogenicidade das vacinas, houve correlação entre ní 

veis de anticorpos e de proteção nos três grupos inoculados com o vírus FL~ 

RY HEP inativado. O mesmo não ocorreu entre os três grupos inoculados com a 

vacina tipo FUENZALIDA. A inoculação intramuscular, com 0,3 ml, induziu a 

um nível relativamente elevado de anticorpos circulantes não promovendo, to 

davia, um nível protetor correspondente. 

Não foi verificada também, uma concordância entre níveis de an 

~icorpos circulantes e proteção, quando da inoculação das vacinas 

FLURY HEP inativada e tipo FUENZALIDA. P.. inoculação intramuscular ce ·,],3 ml 

de vacina tipo FUENZALIDA, determinou um nível médio de 1:5,8 de ar.tico~pos 

circulantes, enquanto que a proteção foi apenas de 26,3%. A vacina FL:JRY HEP 

irativada, induzindo a um nÍvel médio de anticorpos circulantes igual a 

1:3,2, possibilitou proteção de 55,5%, quando inoculada intracerebralmente. 

Extentendo ainda mais estas comparaçÕes, verificamos que títulos soro-neu -
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tralizantes relativamente prÓximos a 1 :5,8, obtidos com o vírus HEP modifi 

cada, aplicado intramuscularmente, 1:4,47. obtido com o vírus HEP modifica 

do, inoculado intracerebralmente e 1:5,ô, obtido com a vacina tipo FUENZA

LIDA injetada intramuscularmente, apresentaram níveis protetores muito di 

ferentes, ou seja, 45%, 83,9% e 26,3%, respectivamente. 

As diferenças observadas sugerem a existência de fatores de pr~ 

teçâo local. Por outro lado, a comparação dos níveis de proteção entre o 

vírus FLURY HEP modificado e as vacinas inativadas, confirmou a hipÓtese 

mencionada. O grupo inoculado com o vírus FLURY HEP modificado apresentou 

proteção superior, especialmente o grupo inoculado intracerebralmente. 

Quanto aos títulos de anticorpos detectados nos três grupos, no 

dos vacinados com o vírus FLURY HEP modificado não houve concordância en 

tre proteção e títulos médios de anticorpos. Em geral, os títulos médios 

neutralizantes foram mais elevados e consistentes no grupo inoculado com 

o vírus FLURY HEP modificado; no entanto, os Índices protetores verifica 

dos com os três tipos de vacinas nao são concordantes dentro dos grupos e 

nem entre as vacinas (tabela VII]. 

EStas observações reforçam a sugestão anteriormente emitida so 

bre a possibilidade da existência de uma proteção especÍfica do tecido ce 

rebral, especialmente quando das inoculaçÕes intracerebrais com o vírus mo 

di ficado. 

Os nossos resultados, ademais, sugerem a existência de outros 

fatores envolvidos na proteção dos animais inoculados. Estes fatores nao 

podem ser imputados a presença do interferon, pois este age somente duran 
~ - . ~ 22• 23• 25• 29• 31> 33> 55• 64 te um curto per:todo apos a :tnoculaçao e nem 

ao nível de anticorpos circulantes, segundo os dados constantes da tabela 

VII e do gráfico n9 1. 

Dessa forma, conduzimos os experimentos cujos resultados estão 

sumarizados na tabela VIII, na qual a inoculação intramuscular e intrace ~ 

rebral em grupos de camundongos com as mesmas vacinas e mesmas doses utili 

zadas no experimento constante da tabela VII, procurou estabelecer a ativi 

dade neutralizante do tecido cerebral. Assim, pudemos verificar que a ati

vidade neutralizante deste tecido sobre o vírus rábico CVS, quando presen 
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te, foi relativamente baixa, sendo somente demonstrada quando da inoculação 

do vírus FLURY HEP modificado, especialmente quando inoculado por via intra 

cerebral (tabela VIII). 

Houve conoordáncia entre proteção, soro-neutralização e cérebro 

neutralização, no grupo inoculado intracerebralmente com o vírus HEP modifi 

cada, sendo este grupo que apresentou a melhor proteção [83,3%) (tabelas 

VII e VIII). 

Uma relativa concordância entre proteção e cérebro-neutraliza 

çao foi verificada no grupo inoculado com a vacina F~URY HEP, vírus modifi

cadc, inoculado por via intramuscular, com a dose de J,3 ml. P: pro-seç"o,ne.§_ 

~e grupo,Toi de 42,1%, apesar de um título sérico menor do que 1:2 (tab~ 

las VII e VIII). 

P..s vacinas tipo FUENZALIDA e FLURY HEF· inativadas, em nossas con 

dições experimentais, não demonstraram atividaa·e inoutora cérebro-neutrali

zante, sugerindo que esta 21ti~·ioe.oe, verificada com o vírus mooificcdo vivo, 

seja devida à sua rer=;::_:'..:.:-:i:;:ã::_ 'lC ~.ecico cerebral. 

P..s provas de imunofluorescência direta _ '::e.bela :::x, parecsn- ~e 

monstrar q~..:e o vírus rlEP pode ser encontrado no tecids cerebral, pelo menos 

até o 12 9 dia apos a sua incculação, independendo da via utilizada. P.. sua 

multiplicação parece ocorrer durante um 1:empc mais ou menos lenga, em fun 

ção da via de inoculação. Quanto a intracerebral, verificamos que, no '12 9 

dia, 70% dos camunoongos apresentavam vírus intracelulares, sendo este o 

máximo período de observação. Quando da inoculação intramuscular oe C,3 r1l 

da suspensão do vírus, 100% dos tecido cerebrais apresentaram reação de imu 

fluorescência positiva, sendo observada a maior intensidade da reação 'lO 

49 dia apcis a inoculação. No 12 9 dia, n~o foi constataoa fluoresc~ncia nos 

tecidos. Os animais inoC'.Jlados com 0,03 ml da suspensão de vírus, apreser.t~ 

ram 83% de positivioade no 49 dia e o máximo de intensidade foi observado nc 

B" dia. Esta dosagem pos.sibilitou maior persistência do vírus nos ~eciC:os, 

pois, no 12 9 dia, 37,5% dos animais ainda demonstraram positividaoe da rea 

çao. A onâlise da ':abela VII oemons'::ra que os animais que recebera~:~ aplica

çoes intramusculares apresentaram títulos de anticorpos séricos 1:2 e de 

1:5,8 nas doses de 0,3 (10[,.[,00 partículas) e de C,03 ml (1C.OCO par'::Ícu 

l::ls), respectivamente. Estes valores sãc, pelo menos aparentemente, parado

xais e poderiam ser, provavelmente, relacionaoos ~ persistência do vírus por 
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maior tempo nos tecidos, determinando um prolongamento do estímulo antigên! 

co. Visto que uma grande dose de antígeno poderia induzir a títulos prece 

ces de anticorpos ou mesmo de interferon 25 , neutralizando os vírus e impe 

dindo-os de se replicar durante um tempo maior no tecido cerebral. Uma com 

provaçao dessa hipótese seria o desaparecimento do vírus do tecido nervoso 

a partir do 129 dia, nos animais inoculados intramuscularmente com a dose de 

O, 3 ml. Poderíamos admiti r a ocorrência de neutralização r: elos artic8rpcs 

formados rapidamente (detectados a partir do 29 dia, conforme demonstradc 

por WIKTDR e cols. 65 (1972), e em concentraçÕes relativamente elevadas num 

dado perÍodo, devido ao maior número de partículas virais presentes. Não foi 

observado fato semelhante quando da inoculação intracerebral. 

Estas observações deverão ser ampliadas no futuro,pois, sendo 

comprovadas, viriam indicar que, sob o ponto de vista imunolÓgico, nao se 

ria interessante a adninis-:ração de doses excessivas de partícLlas vir ais 

ativas para a imL:nizaçãc dc·s ani,.,,cis ::;o'ltra a raiva. 

Cs animais que receberam inoculações intracerebrais demonstra -

ram um títulc de anticorpos neutralizantes séricos ligeiramente inferior aos 

vacinados com dose de J, 03 ml intramuscularmente; demonstraram, também, um 

nível de proteção sensivelmen~e superior. Este nível protetor ~ais elevado 

poderia, provavelmente, ser atribuido ao tempo maior de persistência do ' V1 

rus no tecido cerebral, o que possibilitaria um estímulo antigênico mais 

prolongado resultando, direta ou indiretamente, na presença de fatores ou 

anticorpos cerebrais em nível mais elevado. Tal hipótese nos parece ser a 

mais provável, em função dos resultados apresentados na tabela VIII. 

Dessa forma, de conformidade com os resultados por nos obtidos, 

parace que os anticorpos neutralizantes em circulação não representam o u 

nico fator decisivo na profilaxia Ca raiva. 

Conforme os trabalhos analisados no capítulo "LITERATURA CONSU~ 

TADA", verificamos que, na doença naturalmente adquirida, o vírus rábico p~ 

de ser isolado do sangue circulante, durante o período clfnico 44
• 

te aspecto, conduzimos nossas observações e os resultados obtidos 

Neo 

consti 

tuem a tabela X. Pudemos verificar que a inoculação intracerebraL de san 

gue total obtido de cobaias clinicamente raivosas em fase pré-agônica ou 

agôrica, em camundongos de quatro a seis dias de idade, foi positiva para 
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a presença de vírus em baixa freqüência, pois na série de quatro provas 

realizadas, somente em duas oportunidades pudemos detectar esta presença. 

Observa-se que, apesar da elevada suscetibilidade do camundongo 

lactente ao vírus da raiva segundo NILSSON e SUGAY 52 (1966); PILO-MORON e 

cols. 54 (1967); BAGNAROLI e cols. 9 (1970), em nossas condiçÕes experimen 

tais, o isolamento do vírus a partir das cobaias raivosas ocorreu em baixa 

freqüência (tabela Xl. 

As observações de que dispomos, neste sentido, nao sao suficien 

tes para indicar se, realmente, o vírus é ocasionalmente encontrado no san 

gue ou se ele não é revelado devido à inexistência de técnicas mais sensí -

veis. 



8. C O N C LU S V E S 
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8. CONCLUSOES 

Dos resultados experimentais por nos observados, parece lÍcito 

podermos tirar as seguintes conclusões: 

8. 1 

8.2 

8. 3 

8.4 

as experimentações conduzidas em cobaias, camundongos e 

hamsters, parecem demonstrar que a inoculação intracerebral da 

vacina preparada com a amostra FLURY HEP de vírus rábico modifi 

do, induziu a uma proteção substancialmente mais elevada do que 

quando a vacina foi inoculada intramuscularmente; 

em cobaias, a inoculação de quantidades iguais de partículas de 

vírus FLURY HEP modificado e de vírus fixo inativado (vacina ti 

po FUENZALIDA), pelas vias intramuscular e intracerebral, de 

monstrou a superioridade de proteção conferida pelo vírus FLURY 

HEP, especialmente quando inoculado intracerebralmente; 

parece ser possível que haja replicação viral da amostra FLURY 

HEP em tecidos do sistema nervoso central, pois camundongos in~ 

culados com o mesmo número de partículas virais da amostra FLURY 

HEP modificada, da amostra FLURY HEP inativada e de vírus fixo 

inativado (vacina tipo FUENZALIDA), aplicadas intramuscular e 

intracerebralmente, demonstraram que a concentração de anticor

pos no sangue nao e o Único fator responsável pela proteção dos 

animais frente ao efeito agressivo de um vírus "desafiante", Os 

testes de imunofluorescência direta, realizados no tecido cere

bral, reforçam esta possibilidade, pois o vírus pode ser detec

tado até o 89 dia após a inoculação intramuscular e, pelo menos, 

até o 12 9 dia após a inoculação intracerebral; 

os resultados observados nas provas de cérebro-neutralização 

nos possibilitam acreditar na existência de um ou mais fatores, 

nas células do próprio sistema nervoso central, que apresentam 

ação neutralizante para o vírus rábico~ 
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Nossas experiências nos levam a crer que o nível prot'etor e tan 

to mais favorável, dentro de certos limites, quanto maior for 

a persistência do vírus ativo no tecido cerebral. 
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