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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 gquantity, and
leave no part of the injured integument, cellular membrang, or
muscle to remain. If persons should object to the use of 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 hydroxide)

The best plan decidedly is the immeociate excision of
the part, and, whare it has been done directly after the 1njury.
it nas, I belive., 1in every instance been successful 1in

preventing the disease”.

Sin Astley Paston Cooper
Coopen, A, Lancet 7: 166, 1523
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1. INTRODUCAD

De acordo com a literatura classica, a raiva & uma doenga
infecciosa cujo agente etioldgico tem predilecdc por instalar-se e repli -
car-se nas celulas do sistema nervaosa central (SNC)}, ndo so do homem como
de todos 0s animais homeotermicos. Estas celulas nobres, quando infecta -
das, sofrem profundas alteragoes morfofisiologicas: sdo rapidemente  lesa
das, determinando sinais e sintomas caracteristicos, conduzindo o animal a
um guadro clinico que, em Ultima anadlise, corresponde ao da encefalite agu

da. A evolugao & geralmente rapida e fatal.

Na literatura especializada, encontram-se casos de cura espon-

tadnea em animais natural ou artificialmente inoculados com o virus rabico”

2y 4 112 22y 13+ luas 20 25 28r 304 L5s KB 47, 53 57

Constitui uma consideragdo importante pars nos a observagao de
gue, em anlimais nos dualis 0 processo infeccioso evolulu para a cura, foi
constatada @ presenga de anticorpos neutralizantes especificos no sorao, li

20> 68 pgprréncias

quido céfalorraguidiana e no proprio tecido cerebrall®’
desta natureza permitem acreditar na possibilidade da multiplicagao wviral
aparentemente nao lesiva, em células nervasas ou, talvez, em celulas nao

especificamente pertencentes ag sistema nervoso central.

A inoculagso, pelasg vias subcutanea ou intramuscular, de virus
inativados por processos fisicos ou guimicos gue nao interfiram intensamen
te na sua integridade antigenica, ou entdo a inoculagdo de virus modifica-
dos, induzem & formagac dos anticorpos especificos. Estes podem ser detec-
tados por difersntes tecnicas no soro sanglineo, no liquido céfalarraqui -
dianoc e no tecido cerebral. Ocorre, todavia, que o nivel da resposta imuno
logica dos animeis submetidos agquele tratamento, varia segundo o caso. Con
siderando a inoculagdsc intraperitcneal de um determinado ndmero de particu
las virais, inativas ou ligeiramente modificadas, obtem-se maior teor de
anticorpos no tecide cersbral guando o5 animais sac inoculados com o virus

ativo®3,



Este fato € fundamental para a preferéncia gue e dada as vaci
nas constituidas de microrganismos com virulencia diminuida, guando tecni

camente possiveis de serem obtidas.

A nossa experiéncias neste campo permitiu verificar que a ino
culagde intracerebral do virus rabico modificado em animais de laboratorio,
induzia a uma elevada resisténcia a subsequente inoculacdo do virus  fixo
patogénico, guer por via intramuscular, guer por via intracerebral.  Alem
desse aspecto, pudemos observar, tambeém, que a resposta antigénica de uma
dada partida de virus FLURY HEP, variava de um lote de animais para ocutro.
Imaginamos, entdo. gque fatores proprios desses animais pudessem impedir o
acesso do virus asos tecidos nervosos, partindoc do pressuposto gue a sua
via de progressdo no organismo e a sua replicagdo, obedecem ags mesmos me
canismas observados guando da infecgdo natural. Neste (ltimo caso, sdo opb
servadas manifestagdes clinicas que demotam lesdes do sistema nervgso cen
tral. Todavia, ssta verdade nao € valida para 0 que e observado quanda da
inoculagde do virus FLURY HEP. Nestas condigdes, ndo sdo detectadas, clini
camente, lesdes cerebrais, embora ocorra uma replicagdo viral, gue pode
ser verificada pelo teste de imunofluorescéncia no sistema nervoso central
e que induz an aparecimento de titulos de anticorpos séricos ao nivel de

protegdo.

Como expusemos antericrmente, existem relatos na literatura,
de casns de infecgoes rabicas experimentais e mesms naturais, gue evolui -
ram para uma cura espontanmea. dra, & principic dogmatico de que a  ceélula
nervosa lesada nao se recupera. lais curas, mesmo aguelas posteriores a ma
nifestagdoc de paresias graves, denotam que a replicagdo viral ocorrsu  sem
dano permanente para a célula hospedeirs. Estas observagoes invalidam a

convicgdo de gue uma infecgdc rabica € sempre letal.

Em nossa experiéncia pessoal, verificamos, em varias oportuni
dades, estes fatos. Cobailas inoculadas com o virus FLURY LEP, que apresen-
taram paresias e mesmo paralisias de membros posteriores, evoluiram para a

cura espontanea sem aparente ocorréncia de seqﬂelas.

0 gue parece ser uma constante - g a literatura o demonstra -

€ que, em casos de infecgdes ndo fatais, os animais apresentam altos titu

los de anticorpos neutralizantes no liquide cérebro-espinhal e no soro’t.
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Como & resposta imune estd diretamente relacionada a massa an-
tigenica inoculada, no caso especifico dos virus rabicos, os titulos resul
tantes induzem a acreditar na replicegdo viral ac nivel do sistema nervoso
central,sem que haja danos aparentes as suas celulas,de acordo com as ob -
servacoes de KOPROWSKI, BLACK e NELSEN*! (1954). Ora, sendo o sistema nerva
so central um tecido imunclogicamente segregado, nestas condigOes  devera
haver mecanismos diverscs na resposta imune, quando da vacinagao intramus-
cular e intraneural, pois observagées de RIBEIRO®® (1970) demonstraram a

existéncila de diferentes niveis de resposta, conforme a via de inoculagao

do antigenc.
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2.  PROPOSICAQ

Baseados nas consideragoes expostas no capitulo "INTRODUGAD”

-

objstivamos verificar:

1. qual & intensidade da resposta imunitdria em animais de laboratorio ,
inoculados intramuscular e intracerebralmente com vacina anti-rabi ca

preparada com a amostra FLURY HEP,

2. se com a utilizagao dessas vias de inoculagdoc haveria a instalagao e

replicagdo da amostra FLURY HEP no tecido cerebral desses animais.

3. gual a importancis relativa dos anticorpos séricos e, possivelmente ,

da imunidade celular do sistema nervoso central na protegao deos ani

mals tratados quando reinoculados com "virus fixo”.
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3.  LITERATURA CONSULTADA

Para melhor compreensac do problema a0 qual nos propusemos a
abordar e para meglhor atingir aocs objetiveos colimados, dividimos os traba

lhos consultados nos segulntes topicos:

3.1 - Propagsgao do virus rabico no organismo
3.1.1 - Através de via nervosa
3.1.2 - Através de via hematica
3.2 - Imunoprotegao
3.2.1 - Inocculagao da vacine por diferentes vias
3.2.2 - Replicagao viral nos tecidos do sistema

nervosc central

3.2.3 - Interferon
3.2.4 - Anticarpos humorais s imunidade celular
3.3 - Cura espontanea da raiva
3.1 - PROPAGACAO DO VIRUS RABICO NO ORGANISHO
3.1.1 0 - Afraves de wia nenvosa

MORGAGNI“® (1769) postulou 2 possibilidade de gue
o virus rabicoc fosse conduzido ao sistema nervoso central atraves da via

nervcsa.

GALTIER?® (1679) publicou os primeiras resultados a respeito da
doenga experimental e, entre outras verificagGes, sugeriu a propagagac do

virus da raiva por via nervosa.

SCHINDLER®® (13961) nfo demonstrou a ocorréncia do virus rabico
no sangue, apos a inoculagao experimental em camundongos. Verificou gque o
soreo anti-rabico, inoculado por via intracerebral mais do que 10 minutos
apos a inoculagac intracerebral do virus patogénico, nao apresentava efei

to protetor significante. A rapida combinagdc entre virus e células susce
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tiveis, formando um complexo nNao neutralizavel, seria a causa da ineficacia
do soro nestas condigoes, segundo as suas canclusdes. Além desses aspectos,
0 autor verificou que o virus rabico perderia a sua atividade infectante
360 minutos apods a inoculacdc intracerebral, sugerindo gue no interior da
celula, na fase de eclipse, o virus rompe-se em particulas menores, nao in
fectantes. Por gutro lado, no tecido muscular o virus reteria a sua infecti
vidade por um tempo muito maior. Estas experiéencias demonstraram, assim, a
maior afinidade do virus rabico pelas células nervosas. Qutra observagao in
teressante do mesmo autor, diz respeito a maior concentragac de virus neces
saria para determinar a doenga, guando inoculadé@ por via intramuscular. Pa
rece que grande parte das particulas virais nao encontra, por qualguer razdo,
oportunidade de combinar-se com as celulas nervosas suscetiveis. Schindler,

"oc.cit.) concluiu gue ocorre a progressac do virus através da via nervosa,

baseado nas seguintes observagoes:
1a.) no periodo de incubaga@o, o virus nado & encontrado no sangue;

2a.) o periodo de incubagac depende da distancia entre o ponto de penetra

ga0 do virus e o sistema nervoso central;

3a.) na inoculagdo experimental, o virus foil encontrado nos nervas perife

ricos antes de seu aparecimento no sistema nervosoc central;

4a. ] em seguida, fol detectado primeiramente na medula espinhal e, poste-
riormente, no cerebra {inoculagao feita por via intramuscular no mem

bro pasterior].

DEAN, EVANS & MCLURE'® (1883) verificaram em camundongos, co
baiss, ratos, hamsters, raposas e cdes, que a neurectomia previa (ciatico e
safenico) realizada na pata gue sofreu inoculacao, impedia as mortes conse-
guentes da inoculagdo com virus CVS. Por ocutro lado, 95% dos animais contro
les naoc neurectomizados, morreram como conseguencia da inoculagéo da mesma
dose. Verificaram, ainda, que a neurectomia era eficaz até 2 horas apos £
inoculagao do virus. Quando se usava o hamster como animal experimental, a
neurectomia naoc impedia totalmente a morte, fato gque sugere uma maior susce
tibilidade deste animal, permitindo a disseminagdo provavel do virus rapica
atraves da via hematica. 0 mesmo ccorreria, conforme os autores. com autros

animais altamente suscetiveis, como a raposa e o boi.



12,

JOHNSON®* (1865), através da imunofluorescéncia, trabalhando com
camundongos, verificou a presencga do virus em celulas nervosas da raiz dor
so-lombar e da regiao lombar da medula espinhal, 3 dias apos & inoculagéo
subcutarea do virus rabico. Ao contrario, o tecido subcutanea e o misculc da
regliao inoculada, assim como os linfonodos e os nervos perifericos regig
nais, nao apresentaram virus. Durante o periocdo de incubagdo, o autar  nao

encontrou, com freqguencia, virus no sangue ou nas visceras desses animais.

BAER, SHANTHAVEERAPPA e BOURNE® (1965) e BAER SHANTHA e
BOURNE? (1968), concluiram, em ambas os trabalhos, que tanta o virus fixa
como o virus das ruas, progridem rapidamente através do nervo ciatico do ra
to, quando os virus sao inoculados no coxim plantar deste animal. A neurec-
tomia total, antes da inoculagao, evitava a morte de, praticamente, 100%
dos ratos inoculados. Os autores verificaram gues as estruturas perineurais
pareciam nac participar da progressac dos virus, uma vez gque a remogac ci -
curgica dessas estruturas nao reduziea significantements a mortalidade. Por
outro lado, a retirada dos fasciculos nervosos, mesmo com a permanencia das
gstruturas perineurais, evitou e marte dos ratos inoculades. A existencia
de endotélio perineural metabolicamente ativo, como uma extensac das menin-
ges, constitui uma barreira celular gue envolve os fasciculaos nervosos. Os
autores nao acreditam que ¢ anticorpo anti-rabico circulante teria  condi-
¢bes de ultrapassar esta barreira e, assim, exercer eficazmente a nsutrali-
zagdo dos virus, guando localizados nos nerves periféricos. Nestas condi -
goes, a sobrevivencia dos animais dependia da presenga de anticorpos cir-
culantes, antes que o virus antingisse o sistema nervoso central. Verifica-
ram,ainda, ndo ser possivel isolar o virus do nervo cidtico da pata inocula
da, sendo 9 dias apds a inoculagdc., Demonstraram, também, que a ocorrencia
de mortes em alguns animais neurectomizados 1, 2 e 3 dias apds a inoculagao,
indica que o virus pode atingir o sistema nervoso central antes da sua de
tecgdo nos nervos reglonais, pelas técnicas de diagnostico disponiveis. De
medula espinhal,gs virus disseminam-s€ rapidamente para outras partes do
sistema nervoso central. No 9% dia apds a inoculagdo sao detectados na glan
dula salivar e na gordura parda, sugerindo progressao centrifuga atraves da

inervagdo periférica, apds a progressdo centripeta.

LEPINE e GAMET“* (1989) mencionam que:"nos animeis infectados pe
lo virus da reiva, a viruléncia dos orgdos & fungdc da quantidade de tecido

nervosoc gque eles possuem. As capsulas supra-renais, as glandulas salivares,
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as glandulas lacrimais, apresentam titulo infectante para o animal bem
superior ao do figado, do bago, dos rins e dos pulmdes”. Opinam, par ou
tro lado, que: "os tecidos pobres em elementos nervosos apresentam viru -
lencia das mais irregulares” e, ainda: " para o animal raivoso & essencial
mente o sistema nervesc central e periférico a sede do virus rabico”. (As
tradugbes sao nossas). Os mesmos autores "loc. cit.”, consideram, ainda,e
existencia de diferentes "intensidades de virulencia” segundo as difersn-
tes porgoes do sistema nervoso. O corno de Ammon, o cersbelc e o bulbo ra
gquidiano sao os mais ricos em virus. Esta variagac, gue depende da maior
ou menor concentracgao viral do tecido nervoso, geria fungédo da quantidade
de celulas sensiveis (células neurc-ganglionares) nestes tecidos. Quanto
a propagagac propriamente dita do virus, desde o ponto de inoculagao ate
o sistema nervoso central, afirmam que: "a virulencia do sangue € um pro
blema ainda obscurc.Parece nao haver viremia durante o periodo de incuba-
gao, Por outro lado, no animal raivoso o sangue e virulento”. Concluem,fi
nalmente, que a vie de propagagac do virus rabico, incculado natural ou
experimentalmente, € um problema que nao tinha recebido, até entao, uma

resposta satisfatdria.

HUMMELER e KOPROWSKI®2(1869}, aceitam os nervos periféricos como
a via de propagacdo do virus. Estes podem ser detectados, regularmente, a
través da imunofluorescencia, inicialmente nas células ganglionares da me
dula espinhal; a invasao do sistema nervosc central seria explicada pelo
deslocamento do virus atraves da substancia cinzenta. A replicagao ocorre
guase que exclusivamente nos neuronics. Os autores acreditam que o virus
rabico possui seletividade para determinados neuyrdnios, tais como os do

corno de Ammon e os das células de Purkinge. "Apesar da instalagaoc e re -

plicacan viral, estas celulas permanecem estruturalmente intactas, nac

ocorrendo neuroniolise pu neuroniofagia” (o grifo & nossol.’

MURPHY, BAUER, HARRISON e WINN®®(1973) e MURPHY, HARRISON, WINN
e BAUER®! (1873), trabalhando com hamsters confirmaram, através da micros
copia eletronica, a infecgdo dos micdcites e, em seguida, a dos fusos neu
romuscular e neurotendinosc, proximes do local das inoculagdo. A este en
volvimento, segue-se o comprometimento do nervo periferico do membro in -
fectado. Ainda atraves da microscopia eletronica, os autores verificaram
gue nNos nerves periféricos apenas os axonios suportam o desenvolvimen to

viral.
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Em seguida, o virus foi detectado no ganglio de raiz dorsal do segmanto
ipsilateral da medula lombar. Concluem que a via passiva centripeta de
passagem do virus para o sistema nervoso central parace ser o axoplasma do
nervo periferico. A partir do ponto de inoculag@o intramuscular, no  mem
bro posterior, conforme relatam os autores, o virus chega aos neurcnios da
medula espinhal lombar em B0 horas e progride rapidamente para o cerebro.
Em seguida, pela via nervosa centrifuga, dirige-se para os olhos (retina
e coérnea), terminagdes perifericas associadas aos peles, intestinos e ca
mada medular das adrenais. £ encontrado, ainda, no nariz e na boca, sendo
que estas éreas,parecem gstar mais infectadas do que o epitelio da gléndg
la salivar. O virus pode ser detectado, também, no pancreas, na gor d ura

parda e no miocardio.

BAER®(1972), inoculando o virus numa concentragdo adequada, neces
saria para causar morte de cerca de 50% dog camundongos. entre 17 e 120
dias (procurando, pois, imitar a doenga natural do homeml), wverificou gue,
se fosse feita a amputagao da pata inoculada até 18 dias apds a introdu -
¢ao do virus no coxim plantar, esta operagac possibilitaria salvar a vida
dos animais. Isto indica que o virus permanece no local da introdugao, du

rante @ maior parte do periodo de incubagdo.

3.1.2 - Atnavés da via hemaitica

KOPROWSKI, BLACK e NELSEN*! (1954), incculando a amos
tra FLURY HEP no saco da gema de ovos embrionados de galinha, verificaram
a presenga do virus (10 dias apds) em concentragdo eleveda, em todo o em

brido. Na membrana corio-alantoide, na gema e nos fluidos amnidtico e a

lantdide, ao contrério, a concentracao do virus era mals baixa.

KRAUSE"Z (1970) relata que, logo apds a infecgdo, o virus rabico
€ transportado pelo sangue. podendo ser detectado em diferentes 6rgéus,q9

mo o figado, pulmao e rins.

ZUNKER®7 (1970), estudando a infeccdo rabica em ratos parabidti-
cos, com circulagadc comum, porem sem conexac neural, transmitiu o  virus
de um animal para outro. Todavia, no seu entender, deve ser admitida tam
bem a possibilidade da passagem de células reticulo-endoteliais de desca-

magdoc pela corrente circulatoria.



%5
v i

3.2 - IMUNOPROTEGAO

De acordo com o WHD Expert Committee on Rabies'® (1954), "desde =
introdugac por PASTEUR, em 16885, da vacinagdo profilatice contra a raiva dao
homem, relativamente poucas inavagdes tem ocorrico neste campo”. Esta obser
vagao tem poueo mais de 20 anos e, apesar dos metodos de estudos atuals, e
xistem ainda muitos pontos obscuros ou controvertidos na literatura, guantc

3 patogenia e profilaxia da doenga.

A bibliografia relative a este tema & extensa e a simples mengao
dos trabalhos existentes seria fastidicsa; assim, estac citados agueles que,

direta ou indiretamente, julgamos pertinentes as nossas observagoes.

3.2.7 = noculagdo da vacina por digerentes vias

Para o nosso objetivo, foram selecionados, na litera-
tura, aqueles trabalhos que usaram duas vias pringipais de intradugac do an

tigeno rabicao: a intramuscular e intracerebral.

A via intramuscular e classicamente adotada para a aplicagao de
vacinas preparadas com virus ativos modificados, enquante gue as vacinas i
nativadas podem ser inoculadas intramuscular ou subcutaneamente. Taodavia
alguns autores especularam, atraves da inoculagdc intracerebral, especial -

mente com vacinas de virus ativos modificados.

Para KUBES e GALLIA"® (1944), existem dois tipos de anticorpos an
tirraticos:o anticorpo ou fator gelular (cerebral) e o anticorpo sérico ou
fatar humoral. Estes autores sugerem que o anticorpo celular seria o mails
especifico, podendo aumentar, em relagdc aoc sérico, quando da inoculagéc in
tracerebral da vacina. Verificaram gue a atividade neutralizante "in vitro”
do anticorpo cerebral apressntava-se constantemente menor do gue a ativida-
de do anticorpo humoral. Admitem que o nivel neutralizante relativamente bai
xo do anticorpe cerebral, seria devido 3 sua localizagdo intracelular, com
dependéncia funcional do metabolismo das celulas. De acorde com os referi -

duos autorss, " as vacinas wvivas induzem a titulos de anticorpec cerebral meis

elevados do que aguelas preparadas com virus inativade” (o grifo e nosso) .

Para eles,a prova de neutralizagac cerebral seria a verdadeira imagem da 1

munidade anti-rabica de um organismo.
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KOPROWSKI & BLACK*® (1954) ndo conseguiram evidenciar anticorpos
no tecido cerebral de cobaias vacinadas intramuscularmente com o virus FLU
RY LEP (baixa passagem), apesar de estar presente o anticorpo neutralizan-

te serico.

KOPROWSKI®? (1954) observou,por outroa lade, gue o virus FLURY
HEP, guando introduzido intracerebralmente em camundangas com 14 ou mais
dias de idade, induzia a uma "resisténcia” & inoculagdo do virus rébico das
quatro ssmanas apcos. Verificou, tambem, a existencis de estreita correg

lacao antre a presenga de anticorpos circulantes e a resistencia a infeccac.

Continuande seus estudos, KOPROWSKI®® (1971), estudou o papel da
imunidade celular na protegac contra a raiva experimental. Preparcu grupos
de coelhos em parabiose, com circulagao comum. Um animal de cada grupc foi
vacinado contra a raiva s, em intervalos variadoé apos a vacinagao, um oy
tro coelho do grupo foi separado, sendo ambos os animais "desafiados®™ com
o virus rabico patogénico. 0 autor observou gue todos os animais vacinados,
de cada grupo, sobreviveram apos "desafic”. Por outro lado, entre os ani -
mais ndo vacinados, somente resistiram agueles que foram "desafiados” du
rante o est3gio em parabiose, ou aqueles que tivessem sidc separados 10
dias apds a vacinagdo. Estes resultados sugerem uma participacdc da imuni-
dade celular na protegdc contra a infeccao rabica. Os coelhos nan  vacina
dos, que foram separados ne 10% dia apods a vacinagado, ou entédo os gus fo-
ram separades dos vacipados, resistiram ac "desafio” viral petogenico, pro

vavelmente mediante uma "transfusac” de anticorpos.

BAER, SHADDOCK & WILLIAMS® (1975) inocularam cées, via cisterna
magna, com vactina inativada e com vacina com virus atenuados, verificando

gue:

1?) no liquido cérebro-espinhal, houve desenvolvimente de anticorpos ao
redor do 4° dia apos & inoculagdc de gualquer uma das duas  vacinas
mencionadas. 0 titulo de anticorpos, induzido pela inoculagao da

vacine atenuada, fel aproximadamente quatro a cinco vezes superior;

2°) ocorria uma atividade neutralizante no tecido cerebral. apenas entre

05 cass inoculados com a vacina de virus atenuados,
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Segundo ©stes autores, em cutra serie de experiencias,foram ob
tidos resultados indicativos gue, apesar de que ambas os tipos de vacinas
utilizadas (inativada e de virus modificados) fossem capazes de induzir a
formagao de anticorpos e de interferon no liquide cérebro-espinhal, a cura
ou o prolongamento do periodc de sobrevivencia dos céeslcujo sistema ner
voso central estava infectado, poderiam estar relacionados com fatores a
dicionais. Esta observagao baseia-se na verificagdo de que a administra -

¢30 de vacina inativada,altamente concentrada, durante os primeiros sinais
da doenga, nao somente falhou no sentido de prolongar o periodo da doenca,
como também encurtou-o acentuadamente. Em contraposigao, a vacina de vi
rus atenuado mestrou tendencias de promover o prolongamento do periede de

deenga e afetou, radicalmente, a sintomatologia de alguns caes doentes.

Assim, os autores concluiram que a estimulacac de celulas imunc
competentes do cerebro, interferencia ou outros fatorss dependentes da re
plicagac do virus atenuado, foram os fatores criticos implicados no pro

longamento do pericdo de doenga e, ocasionalmente, na cura dos animais.

3.2.2 - Replicagdo viral nos Zeeldos do sistema nervose central

SCHWAB, FOX e CONWELL®' (1854)  mencionam que, no he
mem, a relagao direta entre a dose vacinante e a resposta imunclogica, in
dicaria que o virus FLURY HEP nao se multiplica de modo significativo no

organismao.

FERNANDES, WIKTOR & KOPROWSKI?" (1984) verificaram a propagacan
indefinidamente,do virus fixo em culturas de celulas endoteliais de coe
lho, sem interferenciz na multiplicagac celular. Estes autores denomina -
ram o fendmeno de "relagéoc endosimbidtica”, e emitiram a hipotese segundo
a qual, por um processo deste tipo, poderia ser explicads a prolongada per
sistencia do virus rabico nas celulas animais. Nestas condigdes, o virus
ndo causaria danos 3s células, a menas que esta relagéu fosse rompida a

traves de mecanismos desconhecidos.

BELL, LODMELL, MOORE e RAYMOND'®? (1956} inocularam camundongos
jovens, intraperitonealmente, com o virus das ruas e com a vacina de vi
rus Tixo preparada em tecide nervoso de camundongos, inativados pela 1luz

ultravioleta. Nestas condigdes, os autores imaginam que, para um mesmo a
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nimal, o titulo neutralizante cerebral de aproximadamente 1:10 do titulo
sérico, sugeriria vacinacdo. Titulos cerebrais elevados, compardveis aos
encontrados no soro, seriam gbservados em animals gue recuperaram-se de
uma infeccao rabica. Estes autores opinam, em seu trabalha, que linfoci -
tos e celulas plasmaticas, encontrados no tecido nervoso e nas meninges
dos animeis infectados, seriam os fatores responsaveis pela produgao lo
cal de anticorpos; acreditam que € necessaria a infecgao ativa do sistema
nervoso central para o desenvolvimento de anticorpos neutralizantes cere-
brais em altes tftulos, pois camundongos sobreviventes sem sintomas, ordi
nariamente ndo os apresentam nas concentragoes encontradas. Concluem,pois,
que a infecgac ativa - e nao apenas a presenca do virus ativo - consti
tui o estimulo imunitario critico. A relagao inversa (aumento do titulo
de anticorpos cerebrais e redugdo do titulo de virus) demonstraria a a

gao co  anticorpo na eliminagdo da infeccdo.

BARTH e JAEGER!® (1967), incculando intramuscularmente dose Gni
ca ou doses multiplas de amostra FLURY HEP em caes, nao evidenciaram ©
virus no cérebro, atraves da imunoflucrescencia, ou da inoculagao do teci

do cerebral em camundongos, em diferentes intervalos.

BROWN, DAVIS, MERRY e BECKNHAUER'® (1967) verificaram que o vi
rus FLURY HEP desenvolvido em cultura de celulas renais de cao, guando 1-
noculado intracerebralmente na mesma especie, imunizava os animais contra
o virus das ruas. Concluiram que a imunidade adguirida pelos animais era
devida & multiplicagdo do virus em seus cérebros, sem lesar as células.Es
tes autores ndoc comprovaram a presenga do virus no tecido cerebral e, tam
pouco, referiram-se a possibilidade da existéncia de algum tipo de imuni-

dgade local.

ATANASIU, FUENZALIDA, ACHA e SZYFRES® (1958) consideram que o
virus atenuado pode continuar ativo no organismo. Afirmam que, provavel -
mente, um mecanismo de infecgao endosimbidtica celulsr o protegeria da &
gao neutralizante dos anticorpos e, assim, o virus estimularia o crganis-

mo tardisamente.

RIBEIRD®® (1970) verificou gue a inoculagdo via sub-ocipital do

virus HEP ativo, em caes, revelou-se totalmente inocua e que 90,4% dos a



nimais inoculados resistiram a dose desencadeante de virus das ruas. O né
vel de anticorpes sericc , induzide pela incculagdo sub-pcipital, foi niti
damente superior aguele induzido pela vacinagdo intramuscular, apesar do
volume de vacina inoculado ter sido sels vezes menor. Acredita o autar

"lac. cit.} que o virus inoculado via sub-ocipital encontra no tecido

nervoso melhores condigdes de multiplicacdac induzindo ,consequentemente, a

titulos de anticorpos séricos mais elevados (o grifo € nosso). Esse  au

tor ndo encontrou relagde entre os titulos de anticarpos circulantes e a
reisténcia ao virus de prova. Animais vacinados B que oito meses apds nao
apresentavam anticorpos circulantes, resistiram perfeitamente a inocula -
gao "desafiante”. Nao foram pesquisados, neste trabalho, virus e imunida-

de celular do tecido ceresbral.

SIKES, PEACOCK, ACHA, ARKO e DIFRKS®? (197131, trabalhando com
caes, julgam gue os virus modificados mantém por muito tempo o titulo de
anticorpes circulantes, devido a sua multiplicagdo gu & manutencgdo do  an

tigenc. Deste modo, estando o antigeno disponivel, novos estimulos  imuni

tarios ocorreriam apds a reducdo dos anticarpas.

ZILOTNIK e GRANT®® (1973), inoculando camundongos intracere -
bralmente com o virus fixo CVS, concluiram que {ndices neutralizantes ce
rebrais elevados séo indicativaos de infeecgdo ativa. A verificagdo da per
sisténcia de lesOes sub-agudas do sistema nervasoc central, segundo estes
autores, demonstra que & raiva pode ser curavel e gue a doenga cronica g
mediada por uma respesta de anticorpos. Relatam, outrassim, ter isoladao

o virus do tecido cerebral durante a primeira semana apds a inoculagdo.

FISCHMAN e STRANDBERGZ® (1973) obtiveram evidéncia direta de

infecgado abortiva no sistema nerveosc central, através da inoculagdo intrace
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rebral, em camundangos, do virus FLURY HEP modificado. O virus CVS, inocu
lado intraperitonealmente, nao infectou, consistentemente, esses animais
e, dos sobreviventes, nac conseguiram isolar o virus do tecido cerebral ,
Os autores nao encantraram o virus HEP no cérebro apos a inoculagdo peri
férica. No entanto, os camundongos assim inoculados estavam salidamente
imunes ao "desafio” periférice, porem nado ao”desafio" intracerebral preco
ce pois, neste caso, a resistencia foi muito peguena. Por outre lado o Vi
rus FLURY HEP modificado inoculado intracerebralmente fol detectado no cé
rebro, por meio da imunofluorescéncia. Verificaram, ainda, o desapareci -
mento deste virus do tecido cerebral, a medida que a taxa de  anticorpos

sanglineos aumentava.

GRIBENCHA e SELIMOV2® (1974) concluiram gue os titulos mais ele
vados de anticorpos neutralizantes cerebrais, gquando comparados aos encon
trados no soro, indicaria imunidade induzida por infecgao ativa do siste
ma nervoso central. Estes autores verificaram gue, gquando camundongos eram
inoculados intraperitonealmente com o virus das ruas e, em seguida, intra
ceregbralmente com o virus fixo, apresentavam titulos elevados de anticor-
pos sericos e cerebrais., Acreditam que o fato sugere infeccao sub-clinica
pelo virus das ruas e que a incculagao intracerebral do virus fixo, promo

veria a elevagao dos titulos de anticorpos.

KOPROWSKT®? (1972) acredita que a resposta imune poderis estar
envolvida na patologia da doenga e, ainda, que a simples presenga de con
centragoes elevadas de anticorpoes, nac constitul garantia de protegdo. E
essencial, pars a protegao, a ocorrencia de estimulo ativo do sistema oce
lular-imune, pelo antigeno rabico, sumentando a populagdno celular do sis
tema imune, mantendo, conseqﬂentements, uma sintese constante de anticor-

pos gue, em Ultima instancia, manteria as suas concentragoes slevadas.

3.2.3 - Interferon

A agao protetora do INTERFERON contra o virus réqi
co fol verificada pela sua administragéo em animais de laboratorio, no mo

mento ou logo apds a inoculacdo do vipug??® 23%: 25> 23r 31. 33, 55. BR

WIKTOR, KOPROWSKI e RORKE®® {1872) demonstraram que o virus FLU

RY HEP, inocculado intracerebralmente em camundongos, induziu &  formagao
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de interferon cerebral 14 horas apos. A concentragdc maxima foi atingida
no 39 - 4% dia, desaparecendo a partir do 7% dia. Por outro lado, estes
autorss encontraram interferon serico & partir de sste horas apds a inocula
¢do, atingindo o pontoc méximo na 10a. hora, deixando de ser detectads a
partir de 48 horas apos. Verificaram, ainda, gue camundongos podiam sEr
protegidos contra o virus das ruas guande inoculados com o virus HEP até
24 horas apos a exposigdc ac virus patogénico. O mesmo resultado foi obti
do em camundongos cuja resposta imune fora suprimida por irradiagéo, Nes
tas condigbes, concluem que a disseminagdo do virus patogénico fol conti

da devido a rapida formagéo de interferon sangiineo e cerebral.

FISCHMAN e STRANDBERG®® (1973) inocularam o virus HEP em camun
dongos pelas vias intravenosa e intracerebral e verificaram uma resistéﬂ
cia precoce ao virus rabico patogénico, guando este era inoculado intrace
rebralmente. Esta resisténcia foi verificada apenas nos animais vacilnados
intracerebralmente. Us autores relacionaram a protegdo precoce a formagao
de interferon, que atuou eficazmente apenas nos primeircs dias apods a ino

culacdo indutora.

HO, NASH, MORGAN, ARMSTRONG, CARROL € POSTIC?! (1874) verifica
ram que a administragac do interferon, diretamente no 1iquido cerebro-es-
pinhal de coelhos, ndao se mostrou totalmente eficaz. Acreditam que o vi
rus se multiplicaria no ponto de penetragéo e, assim, o sistema nervosa
central seria atingido por grande nimero de particulas virais; dessa for

ma, a acdo da interferan seria pouco pronunciada.

3.3 -  CURA ESPONTANEA DA RAIVA

BELL, SANCHO, DIAZ e MOORE'* (1872) produziram a raiva experi -

mental em cass jovens, pela inoculagdo do virus LEP intracersbralmente,se
guida de inoculagdo intraperitoneal de virus LEP ou virus das ruas. Em 11
caes obtiveram os seguintes resultados: cinco caes ficaram doentes, dos
quais trés recuperaram-se entre quatro e 21 dias apos ¢ inicio dos sinto
mas de raiva. Os cutros dois c3es marreram 10 dias apds o inicio primei-
ros sintomas. Verificaram assim, experimentalmente, a possibillidade de

cura espontadnea das raiva.
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4.  SINOPSE DOS TRABALHOS APRESENTADOS

A analise da literatura consultada e julgada de nosso interesse,

forneceu-nos os seguintes dados:

1%)

2°)

3%)

4%)

5%)

69)

Parece nac ocorrer viremia durante o periodo de incubacado da raiva .
No entanto, o virus pode ser encontradec no sangue guando o animal a

presenta a sintomatologia ¢linica da doenga.

0 virus introduzido no tecido subcutaneo ou muscular, propaga-se cen
tripetamente, pelas vias nervosas periféricas, ate o sistema nervoso
central. Neste tecido, encontrando as celulas eletivas, instala-se ,
multiplica-se e, em seguida, por meio de um sistema centrifugo, dis
tribui-se pelos filetes nervosos, atingindo outros drgaos. A ativida
de virulenta, encontrada nesses Orgaos, dependeria da guantidade de

tecida nervosc neles existentes.

A difusdo por via sanglinea dos virus rabicos modificados, parece

que somente fol comprovada em embriao de galinha.

A inocculagao do virus rabicao modificado diretamente no sistema nervo
so central de animais de laboratorio, determina um estado de resis -
téncia precoce. Esta resistencia estaria relacionada & produgac de
interferon no tecido cerebral. Apos esta fase, evidencia-se o estado
de imunidade, caracterizado pela presenga dos anticorpos neutralizan

tes,

Alguns autores, em trabalhos mais antigos, admitem a existencia de
anticorpo tecidual (cerebral), em nivel inferior ao seérico, porem com

especificidade superior.

Para os autores gque admitem a existéncia do anticorpo local, este SE
ria, provavelmente, produzido por linfdcitos e celulas plasmaticas ,

encontrados no tecide nervoso & nas meninges dos animals infectados.



7%)

89)

9?)

10%)

119)
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Parece que titulos elevados de anticorpos cerebrais somente sao en
contrados como decorréncia de uma infecgdo ativa e ndoc como conse -

gquéncia da simples presenga do virus no sistema nervoso central.

A participagdo do imunidade celular na protegdo contra a infecgfo ra

bica tem sido investigada e parece ser de relsvante importancia.

A cura espontanea da raiva tem sido observada, natural ou experimen

talmente, em varios animais.

Parece-nos licito afirmar que foi demonstrada a possibilidade de E
quilibrio entre virus rabico e células cultivadas "in vitra”. Al
guns autores aceitam a hipdtese da existéncia de sistema semelhante
no organismo vivo superior. Por este mecanismo, o virus permanece -
ria por tempo relativamente preleongado nas celulas do hospedeiro |,
antes de iniciar a infecgao clinica, que ocorreria apéé a8 rupturs

daquele eguilibrio.

Continua inexplicado o mecanismo de liberagdo do virus das celulas
infectadas nos casos de cura, bem como o da recuperaqéo dos animais

gue apresentam sinais de resolugOes inflamatdrias celulares no sis

tema nervoso central.
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5. MATERTAL E METODOS

5.1 - CONDICDES TECNICAS COMUNS AS VARTAS PROVAS EFETUADAS
5.1.1 - Esteridizacdo
5.1.1.1 - Matenial: todo o instrumental utiliza

do nas sangrias, remogoes
de tecidos, inoculagles, diluigdes, etc., fol previamente esterilizado em

autoclave a 121° €, sab 15 1libras de pressac, durante 20 a 30 minutos.

5.1.1.2 - Sclugoes safinas: foram esteriliza das
em autoclave a 121°

C, sob 15 libras de pressaoc, durante 30 minutos,.

5.1.1.3 -  Sono eqiino: foi esterilizado por fil
tracac em placas tipo

Seitz EKS 1, com pressac positiva.

5.1.2 -  Vaeina FLURY HEP - Doses: a vacina {04 prepanrada sob
? apresentagoes:
5.1.2.1 - Dose individual para cdes: 1,5 ml  de

suspensao vi
rulenta, liofilizada contendo 66% de tecides. A ressuspensaoc foil feita em

3 ml de agua destilada estéril.

5.1.2.2. - Doses mulliplas para cdes: 25 ml de

suspensac vi

rulenta, licfilizada contendo 79,2% de tecidos. A ressuspensaoc foi feita
em 60 ml de agua destilada., MNestas condigoes o frasco continha 20 x 3 ml,

ou sejam, 20 doses para caes.
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5.1,3 - Dilulcdo dos vinus
As diluigdes do virus-vacina e virus de provas, foram
feitas em solugdo salina fisiologica (solugas a 0,85% p/v de NaCl p.a.), a
dicionada de 2% v/v de soro normal de cavalo, inativado e esterilizado.Con
vencionamas chamar esta solugao de "diluente”, gque foi resfriado a a4t C,

sendo gssim mantidoc até o momento de sua utilizagao.

5.1.4 - Temperatura de manutengdo dos viwus durante as opera
eoes
Os frascos contendo as vacinas e os virus de provas
foram mantidos imersos em mistura de agua e gelo, durante todas as fases

cperacionais.

5.1.5 - Viws de provas
5.1.5.1 - Amostra PV: virus fixo em suspensdo-es
toque & 1:5 em liquido de

Bedson, gque apresenta a seguinte composigéao:

Agus destilada «.vverernsrnenes Cheraresesennes 400 ml
Glicerina neutra ...ovvavues A T T «aes 500 ml
NagHPO,.12H20 - =z0l. MA15  ceeaennaiines vres B5,5 ml
KH2 POy 801, MA15 e iiieararananes Ceiraiaesas 13,5 ml

pH ajustado para 7.5 - 7.6

A suspensdc-estodque consistiu de cerebros de cobaias inoculadas
pela via intramuscular com a amostra, triturados com assepsia; esta suspen

sao foi mantida em congelador a -7p0° ¢,

5.1.5.2 - Amostra CVS: virus fixo em suspenséo -

estogque a 1:5 em liguido

de Bedson. A suspensac-estoque consistia de cerebros de camundongos adul -
tos, inoculados pela via intracerebral com a amgstre. triturados com assep

sia; a manutengao tambem foi feita em congelador a -70° C.
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5.1.6 - Seno nermal de cavalo inatlvade e esterilizade
Preparadc a partir de sangue de cavalo ndc vacinada
contra raiva. G sangue foi obtido por pungéo da veia jugular. Apos a cos
gulagac e mantendo-se o sangue em geladeira g 4% ¢ durante 24 haras, o so
ro foi separado por decantagas e centrifugada a 1.500 rpm durante 20 minu

tos, a temperature amtiente de 249 .

A inativacao foi feita em Canho-maria a 56° € durante 30 minu -
tas., O sorc foi distribuido em frascos esterilizados, cantendo 10 ml cade

P -
um, sendo os frascos armazenados a ~70° C ate o momento do uso.

5.1.7 - Provas de esternilidade do sono ou das solucées
Semeadura de 1 ml do material-praoblema em doisz tu
bos contendo, cada um, 40 ml de meio de culture a bass de acido tioglico-
lico*. Um dos tubos foi incubado a 36°C e o outro a 30° C, ambos durante
sete dias.
5.1.8 -~ Sinals e sdntomas de naiva em animals inoculados ex
perimentalmente
Foram considerados, como sinais caracteristicos: o
pelo erigado, a inapetencia, a incoordenagao dos mgvimentos, as paresias

g paralisiss dos membros.

5.1.9 - Destinc dos animails utilizados nas provas
Os animais sobreviventes, inclusive as maes, no a2
so de camundongos em amamentacgao, foram sacrificades por inalagdo de clo-
roformio e incinerados imediatamente apos o término das provas. Todos os

animais martos durante as pravas foram imediatamente incinerados.

5.2 - ANIMAIS DE LABORATORIO

De acordo com a metodologia constante na 1iiteratura,foram utili-

zadas tres espécies de animais:

5.2.1 - Cobalas, machos brances de 400 + 20 g
5.2.2 -  Camundongos
5.2.2.1 - machos, brancos, jovens de 14 = 1 g

% Bacto Thioglycollate Medium (B353), DIFCO Laboratories
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5.2.2,2 - lactentes com quatro a sels dias, piag

levando-se, em conta, os seus sexos.

5.2.3 - Hamstens, machos de 200 + 20 g

Os animais foram obtidos sempre do mesmo biotéric*de criagdo; as

digtas alimentares nao variaram durante as provas.

Apos a selegac por especie, sexo, peso ou idade, de modo a aten-
der as especificacgOes das provas, 0s animais selecionados foram misturados

numa caixa, de onde foram retirados ao acaso.

Os camundongos lactentes foram mentidos com as respectivas maes.

Os animais experimentais, apos serem inoculados, foram sempre man

tidos em isolamento.

5.2.4 - Acomodagdo e manufengdo
5.2.4.9 -~ Cobalas: em gaiolas com cinco animais,
alimentados com ragao granula

da, capim e agua "ad libitum”.

5.2.4.2 - Camundongos: os adultes jovens  faoram

mantidos em caixas comdez

animais, alimentados com racdo granulada e agua "ad libitum".

5.2.4.3 - Camundongos recem-nascidos: crias —de
cinca 2
seis animais, em caixas, foram mantidos com as maes. Estas foram alimenta-

das com a mesma dieta para camundongos ja mencianada.

5.2.4.4 - Hamstfers: em gaiolas com cinco animais,
alimentados com ragao granu-

lada e agua "ad libitum".

*  Pfizer Quimica Ltda.
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5.2.5 - Vernlfdicacdo dos sintomas
As verifica@ﬁes foram realizadas dliariamente, pela ma
nha e & tarde. Foram anctados sinais, sintomas s mortes. Os pericdos de ab

servagao variaram segundo o tipo de prova e serac mencionados especificamen-

te.
5.3 - INOCULACTES E SANGRIAS DOS ANTMAIS DE LABORATORIQ

Vias de inoculagdes utilizadas: intramuscular, intracerebral e in-
tracardiaca.

5.3.1 - Vda {ntramuscular
Utilizada para cobalas, camundongas e hamsters. 0 ma
terial foi inoculado profundamente, no mdsculo gastrocnémic, proximo ao osso
e aos troncas nervosos. Foram usadas agulhas 20 x 6 para as cobeias e para

05 hamsters, e 10 x 5 para os camundangos.

5.3.2 - Vda intracerebral

As inoculagbes foram feitas num ponto equidistante en

tre o olho e a orelha direitos, sobre u'a linha imaginaria ligando aqueles
dois orgads. Esta via foi utilizada para & introdugdo do "incculum” em co
baias, camundongas e hamsters , apds a prévia perfuragdc da lamina o0ssea dos
seus cranios. Para as cobaias, foram utilizadas agulhas de 10 x 5, introduzi
das 5 mm em suas calxas cranianas; para os camundongos e hamsters, foram usa
das agulhas 10°'x 3 , gue foram introduzidas 2mm . 0 material fei injetado
lentamente, sendo a apulha mantida no local durante alguns segundos, para e

vitar refluxe de 1iquidos.

5.3.3 - Via intracardiaca

Foi utilizada para cobaias. A regiao toraxica lateral
esquerda foi desinfetada com tintura de iode e, por palpagéo, foi localizado
o coragdc. Uma agulha de 30 x 9 foi introduzida no espaco intercostal,  até
atingir uma das cavidades cardiacas, o gue era constatado pela aspiragac de
sangue. Nesse local, o material foi inocculado lentamente. Apds as inocula
coes, todos os animais foram mantidos em observacgac para. na eventualidade
de morte traumatica durante os primeircs 60 minutos, inocular um novo animal

substituto. Forem consideradas inespecificas as mortes ocorridas ate 72 ho
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ras apos as inoculagdes.

5.3.4 -~  Sangiias
5.3.4.1 - Cobadlas : sangradas por pun@éo gardiaca,
obtendo-se 2 ml do sangue de ca
dga animal. A coagulagac ocorreu a temperatura de 25% € durante 30 minutos e,
em seguida, os tubos eram resfriados g 4% ¢, Aproximadamente 24 horas apds ,
o soro, resfriado e decantado, era centrifugado a 1.500 rpm durante 15 minu-
tos e congelado a -70°% €, sendo mantido nesta temperatura até o momento de

seu uso. O descongelamento foi feito a temperatura de 25% ¢,

5.3.4.2 - Camundongos: foram anestesiados em jarra

contendo algodao embebido em

cloroformio. O torax dos animaic era aberto e, com seringa equipada Ccom
agulha 10 x 5, era aspirade 0,5 ml do sangue de cada animal, A coagulagao 0
corria em tubas capilares, a 25% C durante 15 minutos. Em seguida, os tubos
eram resfriados a 4% C durante uma noite. 0 soro foi aspirado, entao, com
seringa de 0,25 ml e agulha 10 x 5, obtendo-se, de cada apimal, CG,Z2% mi. Os
soros, misturados e centrifugados a 1.500 rpm durante 15 minutos, eram cange
lados a ~70° Q, sendo mantidos nesta temperatura ate o momento de seu Uso.

U descongelamento era feito a 250 C.

5.4 -  YIRUS RABICOS

Fm nossas observagdes, foram utilizados trés tipos de virus:

virus rabico modificado, amostra FLURY HEP (High Egg Passage.
ou de alta passagem em ovos embrionades de galinhal: esta amos-
tra foi isolada, em 1839, do tecido nervoso e de glandulas sall
vares e lacrimais de uma crianga acometida de raiva { GASPARINI

e CIACCIO27, (1971).

0 virus fol adaptade ac tecido cerebral de pintos de 1 dia  de
idade e cultivada, nestas condigbes,até a 136a. passagem. Em se
guida, foi adaptado ao ovo embrionado de sete dias de ldade e.
nestas omndigOes, cultivado até g 180a. passagem. [GASPARINI e

CIACCID "loc.oit.”]d.
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A amostra FLURY HEP, usada por nds, com 208 passagens, foi uti
lizada nas vacinagles periféricas ou intracerebrais de cobaias,

camundongos e hamsters.

Amostra CVS (Challengee Virus Standard): virus fixo derivado da
amostra original de Pasteur. Trata-se de amostra-padriaoc, cujas
variagoes de patogenicidads conservam-se dentro de limites El
ceitaveis. O virus CVS é fornecido pela Organizagao Mundial da

salde.

A amostra CVS foi usada como virus patogénico nas provas de pro
tegdo em camundengos e, como antigeno, nas provas de soro e qé

rehro—neutralizagén e imunofluorescencia,

Amostra PV: virus fixo derivado da amostra original de Pasteur,
fornecida pelo Grupo Estadual de Produgdo Animal, do Ministério
da Agricultura de Belo Horizonte. A amostra PV foi usada nas

provas de protegao, realizadas em cobaias e hamsters,

5.4.1 -  Obtengdo do vinus FLURY HEP modificado

A amostra original foi fornecida, sob a forma liofili-
zada pela "American Type Culture Collection”, identificada como VR~138, com
201 passagens em ovos embrionados de galinha com sete dias de incubagdo. A
pOs & ressuspensdo em 5 ml de solugao salina, 0,2 ml foram inoculados via

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

Tecnica de cbtencdo: os ovos embrionados, pesando  em

media 50 g, eram examinados ac ovoscépic para eliminar aqueles que apresen-
tavam embrifes martos, deficientemente vascularizados ou, ainda, sem movi -

mentagdo ativa.

Tendo sido delimitado o contorno da camara de ar, as cascas dos ovos
selecionados foram desinfetadas com tintura de lodo. Aproximadamente no cen
tro do polo da camara de ar, com o auxilio de estilete esterilizado, foram
abertos os orificios, com didmetro suficiente para a posterior penetracao de

uma agulha de 1 x 20 mm, usada na inaculagao do material .
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Por meio de seringa automatica {B-D - Cornwall), cada ovo foi ina
culado no saco da gema, com a suspensdo original mencionada, evitando-se o

contato da agulha com o embridc ocu cam vasos sangliinens.
Imediatamente apos a inoculagdo, os orificios foram fechados com
colodio elastico. Os ovos voltaram a incubadora, a 37% C, onde permaneceram

durantse nove dias.

Coleta do material virulento: pela ovoscopia, 05 ovos

foram examinados, sendo eliminados agueles cujos embrides estivessemmortos
ou mal desenvolvidos. A segulr, as cascas foram desinfetadas com tintura
de iodo e cartadas com tesoura, seguindo a@ linha demarcatoria da camars de
ar. Os embrides foram pingados na altura do pescogo. ApPOs serem separados
das gemas, fluidos e tecidos extra-embrionarios, os embrides foram imedia-
tamente colocados em recipientes de ago inoxidavel mergulhados em banho de
gelo, determinando-se o peso do material e, & seguir,foram armazenados a

"50° C até o momento do seu processamento.

Nossa experiencia particular tem demonstrado que, nestas condi
cbes, o tftulo infectante pode, no maximo, ser reduzido de 1 log apos um
perfodo de seis meses. Todavia, o processamento final sempre foi feito an

tes de transcorrides dois meses da coleta.

Processamento: a yma mistura de volumes iguais de so

lugdes de glicocola a 12% p/v e glicose a 6% p/v, em agua destilada, foi a
dicionada uma quantidade de embrioes suficiente para a obtengac de uma con

centragdc equivalente a 66% p/v.

Em liquidificadar esterilizade e resfriadc, os embrioces foram tri
turados dursnte dez minutos, evitando-se gue o0 material sofresse um aguecl
mento acima do limite de 1° C. Assim, obtivemos uma suspenséo de tecido
grosseiramente homogenea, a fqual foram adicionados 0,00023 g de oxitetraci
clina®, 0,00028 g de cloranfenicol®* e 0,000015 g de Micostatin®®%, por mi

de suspenséo.

A suspensado, mantida em camara fria a 4% ¢ durante 30 minutos ,

* Pfizer
= Lepetit
ek Sguibb
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com agitagdo periodica, foi centrifugada a 1.500 rpm, durante 20 minu

tos, em centrifuga refrigerada (5° C).

Distribuimos 25 ml do sobrenadante em cada frasco e cada um
destes foi estocado a ~70° C. Este material constituiu a semente-mie para
a produgdo da vacina, que foi preparada, essencialmente, atraves da mesma
técnica descrita para a semente, exceto guanto ao equipamento, em  razao
dos volumes maiores processados. A suspensac de vacina, distribuida em
frascos, foi liofilizada e estocada a 5° C, podendo ser utilizada enqguan
tao o tftulo fosse igual ou superior a WD"E'SDLSD/D,US ml, determinadoc em

camundongos lactentes (KAPLAN e KOPROWSKI®®, 1373).

5.4.1.1 - Provas efetuadas com a vacina

a) Prova previa de esterilidade: an

tes
da liofilizagdo, 5 ml de suspensde foram semeados em dois frascos conten
do 300 ml de meio de cultura a base de dcido tioglicolice. Us frascos To
ram incubados durante dez dias, um a 32° C e o outro a 36° C. Um terceiro
frasco, com 200 mi de meioc liquido de Sabouraud® foi semeadoc com 5 ml da
vacina e incubado a 25° C durante 14 dias. Os meios foram examinados dia

riamente a partir do 3% dia de incubagéao.

b} Prova de sesguranga bacteriana: as

va
cinas anti-rabicas para uso veterindrio, avianizadas, ndo requersm esteri
lidade, admitindo-se até 100 coldnias de bactériss ndo patogénicas por do
se. Nestas condigdes, guando & prova previa de esterilidede acusava conta
minacdo, 0,1 ml de vacina reconstituida era espalhadso, por meic de uma al
ga de Drigalsky schre placas de Petri com Agar-Triptose®¥; estas eram 1ip

cubadas, durante 72 horas, a 387 C. ApGs o crescimento, as coldnias eram

contadas.

A partir do frasco contends meio de tioglicolato com eventual
crescimento (prova prévia de esterilidade), eram feitos dois repiques de
0,5 m)l para 40 ml do mesmo meioc de cultura, sendo um dos tubos incubado s

32° C e, o outro, a 38° C.

Bacto Sabouraud Liquid Medium (B382) DIFCO Laboratories
*% Bacto Tryptose Agar (B84) DIFCO Laboratories
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No terceirn dia de incubagao, 10 camundongos de 20 * 2 g eram
inoculades subcutaneamente, com 0,5 ml de cada uma das culturas e agbserva
dos durante sete dias. A contaminagdo era considserada ndo patogenica desde

gue nove camundongos sobrevivessem durante o pericdo de observacéao.

Eram ainda inoculades, subcutansamente, oita camundongos de 20
t 2 g com 0,5 ml de vacina reconstituida (3 ml de diluente / dose caninal,
admitindo-se a morte de um animal do lote em sete dias de abservacgdo | KA

PLAN e KOPROWSKI, "loc.cit".].

c) Prova para a presenga de Salmonelia

sp: efetuada antes da adigao dos an-
tibidtices, por semeadura do ma
terial triturado em meio de Selenito® e, posteriormente, em meios seleti-

vos e diferenciais como: Agar McConckey®¥%, Agar SS*%%, Triplice Aglcar -Fer
rofitdR

Em caso de ddvida quanto & sua espécie, a bacteria isolada deve

ria ser submetida s provas sorologicas de identificagao.

d) Prova de ausénecia de patogenicidade

do viruys rébico: de acordo com 0s

conceltos basicos ,
a amostra FLURY HEP ndo é patogenica para camundongas de 15 g quando inocuy
lada intracerebralmente, Assim, apds a liofilizagdo de cada lote de vacina,
o material de dois frascos contendo uma dose canina era ressuspenso, cada
um, em 3 ml de dgua destilada estéril, conservada a 4° C, De cada um
dos frascos eram retirados 1,5 ml e adicionados 7 ml de dgua destilada es

téril a 4% C. Desta diluicdo, considerada 10~!, era preparada a diluigéo

10-2%, com"diluente” a 49 C.

Dez camundongos de 14 * 1 g eram inoculados intracerstbralmente
gom 0,03 ml da diluicéo 10~? e observados durante 21 dias, a partir do 3%

dia. Nao ocorreram sintomas ou mortes devidos ao virus rabico.

#* Bacto Selenite Broth (B275) DIFCD Laboratories
e Bacto Mclonkey Agar (B75] DIFCO Laboratoriss
desfess Bacto 33 Agar (B74) DIFCO Laboratories

ddedd Bacte Triplice Sugar Iron Agar (B265) DIFCO Laboratories
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e] Determinagao da DLSD em camyndongos:

segundo
KAPLAN e KOPROWSKI,"loc. cit’,a amostra FLURY HEP e patogénica para camun -

dongos com guatro a seis dias de idade, guando inoculada intracerebralmente.

Tecnica: apds a liofilizacdo do lote de vacina, o can
teudo de dois frascos, tomados ao acaso, era ressuspenso ,cada um,em 3 ml de
dgua destilada estéril, mantida a 4% C  (uma dose caninal. De cada frasco e
ram retirados 1,5 ml da suspensdo e adicionados a 7 ml de "diluente” a 4°C.
Esta foi considerada a diluigdo 107!, a partir da qual foram feitas as sg

guintes, até 1077.

Dessas diluigdes inoculavam-se (0,03 ml, intracerebralmente, em
cada um de seis camundongos de quatro a seis diss de idade, pertencentes &
mesma cria. Os animais era observados durante 21 dies, duas vezes ao dia,
cansiderando-se especificas as mortes ocorridas e partir do 39 dia, desde
gue acompanhadas dos sintomes de raiva. A prova era considerada valida se
até o 3% dia apds a inoculagdo, saobrevivessem pelo menos cinco animais  de

cada grupo.

Nesta opartunidade e em todos os demals experimentos em gque hou
ve a necessidade de ser calculada a DLSU‘ optamos pelo método de REED 2

MUENCH>® (1938).

f) Prova final de esterilidade:efetuada

Cam |

mesma técnica e critério usados na prova prévia, {tem a.

g) Prova de protegdo em cobaias: dez co

baias
de 400 * 20 g foram vacinadas intramuscularmente. Decorridos 21 dias, todos
os animais, além de cinco controles idénticos nda vacinados, foram inocula-

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

Técnica: dois frascos de vacina liofilizada eram mistu
rados e homogenelzados. Do total, eram retirados 3 ml € adicionades a 17

ml de "diluente”. MNestas condigoes, era obtida uma suspensao, a 5% de teci-
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o

dos infectados com a mostra FLURY HEP, partindo-se da concentragac

33% existente na vacina.

Oez cabaies, isoladamente, foram inoculadas com 0,25 ml desssa

vacina, injetada profundamente, no misculo gastrocnémio.

No 21% dia, todas as cobaias, inclusive as controles, eram inc
culadas, profundamente, no mdscule gastrocnemio, com 0,5 ml de  diluigée
dge virus PV¥®, duas vezes menor do gue & diluigéo que, em provas previas ,

houvesse matado no minimo 80% das cobaias inoculadas nas mesmas condicgdes.

Os animals eram observados curants 21 dias, sendo anctados o©s
sinalis e as mortes caracteristicas. A vacina era considerada gatisfatoria
guando protegia 70% dos vacinados, contra 80% ce mortes entre os animais

controles, no minimo.

A prova era considerada valida gquando no minimo sete cobaias va

cinadas sobreviviam sem sintomas ate o final da observagao.

n)] Prova de vacuc e umidade residual:

apds &
liofilizacgdo, o vacuo foi verificadc por passagem de corrente de alte fre

quéncia.

A umidade residual era verificada pelo método de KARL-FISCHER?

[1965), ndo tendo sidc superior a 3%.

A vacina era, ent3o,armazenada a 4° C.

* A patogenicidade do virus fixo de prova fol considsrada satisfatcdria
guando a incculegdo, via intramuscular (miscule gastracnemio),de 3,5
ml da diluicdo a 1:80 em "diluente” matava, no minimo, quatra entrs

clnco cobalas de 400 £ 20 g, em 21 dias.
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5.4.2 -  Obtencdo dos virwus de provas CVS e PV
Amostra CVS: obtida em cérebros de camundongos

Tecnica: Camundongos normeis, pesando 20 £ 2 g, eram
inoculados profundamente, no misculo gastrocnémio, com 0,3 ml de suspersac
c¢e tecido nervoso de camundongos, infectados com o virus CVS, diluido B

"diluente” a 107 %9,

Cinco a dez dias apds, os animais apresentaram-se em fase pre -
agonica ou agbnica, sendo sacrificados por imalagdo de cloroformic; os cé

rebros foram, entdo, colhidos e pesados.

Ao total de material cerebral aobtido, era adicionado liguido de
Sedson a 4° €, suficiente para obter-se uma suspensac a 20% p/v. 0 material
era triturado e homogeneizado em triturador BELLCO. As particulas grassel -
ras eram separadas por centrifugagdo a s® ¢, 20 minutos a 1.000 rpm; 2 ml

-7 0
do sobrenadante eram colocados em frascos e congelados a ~70° €.

Prova de esterilidade bacteriana: de um frasco apanha

do ao acaso, foi semeado 1 ml em cada um de dois tubos contendo 40 ml de
meio & base de acido tioglicdlica: os tubos foram incubades, durante sete

diss, a 36° C e & 32° C, respectivamente.

Amostra PVY: obtida em cérebros de cobaias.

Tecnica: cobaias de 380 * 20 g eram inoculadas com 7,3
ml de tecido nervoso de animais da mesma especie infectados com o virus
-2+0

PV, diluido em "dilusnte” a 10 A inoculagac foi feita, profundamente ,

no misculo gastrocneémiao.

Os animais apresentaram-se em fase pré-agonica ou agdnica entre

o 7% e 10Y dia apds a incculagac.

As demais fases da preparagao foram feitas exatamente comn foi

mencionado em relacdc a amostra CVS.
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5.4.3 -  Titubfacdo dos viaus

Realizamos trés tipos de titulagdes, segundo as ne-

cessidades das experiencias:

5.4.3.1 - HmhﬁoMu&MFwWHﬂmwdag
do e Ziofilizado

Tecnica: 0 material de cada um de dois frascos, con
tendo uma dose de vacina para caes (3 ml de suspenséo a 33%), foi ressus -

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

Ue cade frasco, foram retirados 1,5 ml, misturados e adiciona -
dos @ 7 ml de "diluente". Esta diluicac foi considerada camo 10-', a par
tir da qual, com o "diluente”, foram preparadas as seguintes, de razao 10 ,

ats 10-7.

Seis camundongos, com quatro a seils dias de idede, foram inocu

lados, intracerebralmente, com 0,03 ml de cada diluicgén.

As mortes eventuais, ocorridas ate o 39 dia apds a inoculagao |,
foram consideradas inespecificas. A prova deveria ser repetida casa  0cor

resse, nesse periodo, mais do que uma marte em cada grupa de seis animais.

Os animais foram observados durante 21 dias, duss vezes por dia,

guanto a sinais. sintomas e mortes, tendo sido calculada a DL5 da suspen-

0
- r
sac do virus.

5.4.3.2 - Titwlagdo do vinus CVS

Técnica: foi considerada como inicial, a diluigao
a 1:5 (item 5.4,2 - Obtengao do virus £€VS), a partir da gual foram feitas
as diluigbes de 10! até 10~%, com a mesma técnica descrita para a titula-
8o da virus FLURY HEP modificado. A Unica excegda €& gue, nesteca

so, foram utilizados camundongos jovens, de 14 £1 g.
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5.4.3.3 - Titulagac do virnus CVS para scho-neu-
tralizagedo
Técnica: foi usada a mesma técnice descrita para a

titulagéo do virus CVS (5.4.3.2), exceto gque, apos & preparacdo das  dilui

goes, 08 tubos foram incubados a 36° C, durante S0 minutos.

5.5 - PROVAS DE PROTECAQ
5.5.1 - Vacina FLURY HEP Liofildizada (virus modificados )

Nestas provas utilizamos trés espécies de animais:

cobaia, camundongo, e hamster.

a) Provas em cobaias

1a.) Vacinagdo intramuscular: foi'usada a téc-

nica cldssica descrita por KAPLAN s KOPROWSKI ®® (1873).

2a.) Vacinagdo intracerebral: a vacina liofi-
lizada fol reconstituida com Agua destilada esteril, ne porporgao de 3 ml
por dose canina €. em ssguida, diluide, de modo & conter 5% de tecldos

(concentragédo original: 33% de tecidos).

Cobaiass de 400 * 20 g foram inoculadas com 0,25 ml da diluigao,

intracerebralmente.

No 309 dia apos a vacinagdo, todas as cobaias - e pelo menas
cinco idénticas, usadas como controles - foram "desafiadas” pela inocula

cao do virus fixo, amostra PV.

A amostra PV foi diluida em "diluente”, de modo & conter duas
vezes mais virus do que o necessario para matar pelo menos 80% de cobaias
identicas, tal comp foi verificado em provas previas. Em geral, eram usa
das as diluigdes a 1:20 ou 1:40. As inoculagOes foram realizadas no mdscuy
lo gastrocnémioc de cada cobaia, através da injegdo de 0,5 ml da diluigdo

adequada.

Todos os animais foram observados durante 21 dias, conslderan-
do-se especificaes as mortes ocorridas a partir do 4% dia da inoeulacdo

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



A7,

3a.) Vacinagadoc intracardfiaca: Foi usada & mas

ma técnica e critérios descritos no {tem a.2a., exceto guanto & via de ino

culagéao.
b) Provas em camundongos
1a.) Vacinagao intramuscular: da vacina recons
tituida - como mencionado no {tema.2Za. -diluida a 10-%, tomaram-se 0,3 ml,

gue foram incculados profundamente, no miscule gastrocnémic de camundongos

com 20 + 2 g de peso.

Dez cemundongos identicos, no minimo, foram reservados para con

trole.

No 21° dia apds a varninagdo, todos os animais foram inocula dos

com o virus de prova CVS, como segue:

T{tulo do virus CVS em camundongos de 14 * 1 g: igual ou maior

que 10-7/0,03 ml. Em "diluente", este virus foi diluide a 10-5.

Cagda camundonge foi inoculado, intracerebralmente, com 0,03

ml da diluigdo a 107°.

Os animals foram observados durante 21 dias, considerando-se es
pecificas as mortes ocorridas s partir do 3% dia, com sintomas prévios de

raiva.

2a.) Vacinagao intracerebral: foram usadas as
mesmas técnicas e critérios descritos no {tem D.1a., excegdo feita quanto a
dose vacinante que, neste caso, tinha o volume de 0,03 ml, contendo 3.3%

de tecidos.

cl Provas em hamsters

1a.) Vacinagdo intramuscular: hamsters de 190 %
10 g recsberam inoculagdes, profundamente no misculo gastrocnemio, de 0,25

ml de vacina contendo 5% de tecidos. A vacina foi reconstituida e diluida
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conforme descrito no ftema.Z2a:.provas em cobaias, vacinagao intracersbral).

No minimo cinco hamsters idénticos foram reservades para contro

le.

No 21% dia apds & vacinagdco, em todos os animais, promoveu - se
a inoculagao de 0,5 ml do virus fixe PV, injetado no mdscula gastrocnémio,
profundamente. Esta amostra foi diluida em "diluente” de modo 2 conter duas
vezes mals virus que o necessario para matar 80% de hamsters idénticos, ve

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

Todos os animais foram observados durante 21 dias, consideran -
do-se especificas as mortes ocarridas a partir do 4% dia da inoculagdc "de

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

2a.) Vacinagao intracerebral: foi realizada em
hamsters de 1380 % 10 g, atraveés da inoculagdo intracerebral de 0,03 ml de

vacina contendo 3,3% de tecido.

A vacina foi receonstituida e diluida tal comc fol descrite no

item a.2a.(provas em cobaias, vacinagdo intracerebrall.

No 219 dia apds a vacinagao todos os animais - e pelo menos cin
co controles idénticos - foram "desafiados” pela inoculagac profunda, ne
misculo gastrocnémio, de 0,% ml de virus fixo, amostra PV, Esta amostra

foi diluide em "diluente", de modo a conter duas vezes mais virus do gue
0 necessaric para matar no minimo B80% dos hamsters identicos, verificado em

provas prévias. £m geral, usamos a diluigdo a 1:800.

Todos os animais foram observados durante 21 dies, considerandc
se especificas as mortes ocorridas a pertir do 4° dia da inocculagdo "desa

fiante”, desde gque houvessem demonstrado os sintomas de raiva.

5.5.2 - Vaeina tipe Fuenzalida®

Esta vacina fol preparaca & partir do desenvolvimer

to do virus fixo em cérsbro de camundongos recém-nascidos; esse virus foi

inativado por radiagdp ultra-violeta A vacina ndo foi adicionada de fenol,

*  Sintex do Brasil
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como € feito normalmente, objetivando excluir as possibilidades de reagoes,

guanda Inoculada intracerebralmente.

d) Provas em cobaias

la.) Vacinagdc intramuscular: vacina tipo Fuen
zalida, t{itulo em camundongos de 14 *+ 1 g, antes da inativagao: 1p-8713

0,03 ml.

A vacina inativada foi diluida em "diluente” de modo a canter
10.000 particulas virais em 0,1 ml, em relagdo ao titulo inicial.Desta di
luigdo, 0,1 ml foi inoculado, profundamente, no misculo gastrocnémio de co

baias com 400 + 20 g de peso.

No 30° dia apds a vacinacdo, todas as cobaias - e pelo menas
cinco idénticas reservadas para contrdle - receberam inoculagGes ne mlscu
lo gastrocnémio, profundamente, de 0,5 ml de suspenséo, em "diluente” . de
virus PV. Esta suspensao continha duas vezes mais virus do que o necessd-
rio para matar na minimo 80% de cobaias, verificade em provas prévias., Em

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

Todos os animais foram cbservados durante 21 dias, considerando
se especificas as mortes ocorridas a partir do 4° dia da inocculacdo "desa-

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

2a.) Vacinagdo intracerebral: foram utilizadas
as mesmas tecnicas e os criterios descritos no item d.1a., exceto quanto &

via de inoculagdo da vacina.

5.5.3 - Vacina FLURY HEP {nativada

g) Provas em camundongos

1a.) Vacinagao intramuscular: foi usada uma va
cina com titulo de 10°%°%/0,03 ml, determinado, antes da inativacdc do vi
rus; pare esta finalidade, utilizaram-se camundongos de guatro a seis dias
de idade. Essa vacina foi reconstituida em 3 ml de agua destilada esteril

(uma dose caninal.
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A suspensdo foi diluida a 1:10 em "diluente” e inativada a 58°

C, durante 80 minutos,

Apds a inativagdo, a vacina foi diluida a 107! em "diluente”, e
0,03 ml desta diluigao foram inoculados intracerebralmente em 24 camundon-

gas de guatro a sels dias de idade.

Os animais ndo apresentaram sintomas cu mortes atribuiveis a

raiva, durante os 21 dias de observagao.

Camundongos de 20 * Z g foram inoculados com 0,3 e 0,03 ml  de
vacina diluide em "diluente", de modo a conter 10.000 particulas virais em
G,03 ml. A incculacgdo foi realizada, profundamente, no mdsculo gastrocné -

mio.
Dez camundongos idéntices foram reservados para controle.

Apos o 219 dia, todos os cemundongos foram inoculados com @ vi

rus de prova CV3, como segue:

Titule do virus CVS, em camundongos de 14 = 1 g, igual ou maior

do que 10°7/0,03 ml. Em "diluente”,este material fol diluido a 1076,

Cada camundangg feoi inoculado, intracerebralmente, com (3,03 mi

da diluigdo a 10°°

Os animais foram observados durante 21 dias, considerando-se 1

nespecificas as mortes ocorridas até o 3% dia apos a inoculagao.

Os sinais, sintomas e mortes foram anotados., sendo calculadas as
porcentagens de sobreviventes s de mortes entre os vacinados e as contrdales

respectivamente.

2a.) Vacinagdo intracerebral: Foram usados a
mesma técnica e critérics descritos ne item e.1a., exceto guanto & dase

vacinante que, neste caso, foi de 0,03 ml.
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5.5.4 - Vacina Lipo Fuenzalida

f} Provas em camyndongos

1a.} Vacinagao intramuscular: a vacina tipo

Fuenzalida, cujo tftule ds susoensdo dos virus antes ga sua inativagdo, era
~Be] . [

10 /0,03 ml para camundongos de 14 * 1 g, fol diluidae em "diluente” de

moda a conter 10.000 particulas virais em 0,03 ml.

Grupos de camundonges foram inoculados com doses diferentes des

sa vacina (0,3 e 0,03 ml), profundamente, no misculo gastrocnémio.
Apas 271 dias, todos os animais - e pelo menos dez controles i
denticos - foram inoculados com o virus de prova CVS, como segue:

Titulo do virus CVS em camundongos de 14 + 1 g, igual ou maior

do gue 1077/0,03 ml; este material foi diluide & 10-%, no"diluente”.

Cada camundonga foi inoculado, intracerebralmente, com 0,03 ml
ds diluicdeo 10°°.

Og animais foram cbservados durante 27 dias, considerandeo-se 1
nespecificas as mortes ocorridas eté o 39 dia, com sintomas previos de rai

Vda

2a.} Vacinagdo intracerebral: feoram usadas a
mesma tecnica e criteérios descritos nmo {tem f.71a., excegde feita guanto a

viose vacinante que, neste casc, Tol de U,03 ml.

[y

B - PROVA DE SORO-NEUTRALIZACAO

Diferentes dilui;&as de soro foram colocadas em presenga de oo

se fixa de virus CVS, previamente titulada em camundongos.

5.6.1 - Titwbagao do viows CVS - Controle

0 virus LVS, diluido @ 1:5 e mantido em congeladeor
a “70% C ({tem 5.4.2 “Obtencdo dos virus de pravas CVS e PV” g ftem 5.4.3

"Titulacao”), foi descongelado a temperatura ambients (249 ).
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Em "diluente”, foram preparadas diluicgdes a 2 x 107%  até
2 x 10”%. De cada diluicgdo, 0,5 ml foi colocado em tubo de hem6lise, ao
qual foil adicionado 0,5 ml de soro normal de cavalo, inativado e estéril
Este soro havia sido previamente diluido 2 1:5, em solugdo salina fisiolo-

glca.

Apos a hamogeneizagdo, as misturas foram incubadas a 36° C du
rante 30 minutos g, em seguida, colocedas em banho de gelo durante toda =

operagao,

Cinco camundongos de 14 * 1 g foram inoculados, intracerebral -

mente, com 0,03 ml de cads diluigdo.

5.6.2 - Newtralizacdo soro/vinus

0z soros em exame foram previamente inativados, em

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

Em sclugdo salina fisioldgica, foram preparadas diluigdes  com
fator constante. Og cada diluigdo, foi transferido 0,5 ml para um tuba de
hemolise, ao qual foi adicionado Q,5 ml de suspensao de virus CVS, conten-

do 20 a 50 DLSO'

-

0 virus CVS foi novamente titulado, para confirmagdo do seu ti

tulo.

As misturas soro/virus e virus para titulagdo foram incubadas a 37°C
durante 90 minutos e, em seguida, imediatamente cologadas em banho de ge

lo, onde permeneceram durante toda a operagdo.

Grupos de seis camundongos de 14 + 1 g foram inoculados, intra-
cerebralmente, com 0,03 ml de cada mistura soro/virus & com cada uma das

diluigoes de virus CVS controle.

Os animais utilizados em todas as provas de soro-neutralizacgao
foram gbservados durante 29 dias, tendo sido consideradas especificas as

mortes ocorridas apos o 59 dia, acompanhadas dos sintomas de raiva.
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A dose protetora 50% foi calculada pelo metodo de REED e
MUENCH®® (1938).

5.7 - PROVA DE CEREBRO-NEUTRALTZACAO

Os pontos bdsicos da tecnica sdc os descritas por KUBES e

GALLIA"® (1944}.

No 21° dia apos a imunizagdo, os camundongos faoram sacrifica -
dos por inalacdo de cloroformio, sendo seus cérebros extraldos. Os cére -
bros foram, entdo, mergulhados e mantidos durante dez minutos em 10 ml
de sclugdo selina fosfatads™, pH 7.0, a 4° C. A solugde fol trocada trés
VveZes, para eliminagéo da maior parte do sangue contido na superficie dos
tecidos. U material foi congelado a -70° C, até o momento de sua utiliza-

Gao.

Para a prova, os cerebros foram descongelados a temperatura am
biente (24° C), sendo eliminado o excesso de liguido em papel de filtro .

Apos essas operagles os cerebros foram reunidos e pesados.

0 material total foi triturade {triturador BELLCO} e diluido em
solugao fisiclogica, na propargaoc de 1:2 p/v. A suspensac foi centrifuga-
da durante cinco minutos & 500 rpm, para eliminagdo de particulas grossei

ras.

Em solugdo salina fisioldgica, foram preparadas as seguintes di

luigBes 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-neutralizacac (ftem 6), exceto gue,
em lugar do soro, foi utilizada a suspensdo de tecido cerebral, inclusive

cérebros de camundongos normais, como controle.

* NaCl p.a. R TR R F A w orom 44 A M A moronoE® RN onEa o . 8,5 g
Solugdo de fosfato monopotdssico M/15 tievunne vrieve. 10 ml
Solugdo de fosfato dissodico M/15  conieerreen. veeee. 40 ml

Agua destilada GeS. .ot vevencsvatsnaeranannnsaananc, 1000 mi
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5.8 - PROVA OE TMUNOFLUORESCENCIA

As provas foram feltas segundo a técnica descrita por CHERRY,

GOLDMAN & CARSKI'7? (1980).

Os cerebros dos camundongos foram cortados no sentido antero -
posterior. Foram preparadas impressdes da parte central do drgaec, em lami-
na de vidro; a seguir, estas impressdes foram tratadas com o conjugado (so
ro anti-rébico/isoticcianato de fluoresceina) fornecido pelo Centro Paname

ricanc de Zoonosis (Buenos Aires, Argentinal.

OJs resultados dos testes pilotos; revelaram ser satisfatdria a

diluic&o do conjugado & 1:60, em solugao salina fisioldgica.

As laminas foram examinadas em campo sscuro, com o auxilic de
microscopio LEITZ, modelo 250, equipadc com lémpada de vapor de mercurio

CS-150W, filtro primario BG-12 e secundario LEITZ K 530,
As observagGes foram feitas com 400 aumentos.

A presenga de agregados "corpusculares", em numerc variado POT
campe, era indicio de positividade da prova. Segundo KOPROWSKI®® E1971],a§
te tipo de fluorescéncla citoplasmdtica corresponde & presenga de corpuscu
los e inclusdo, possiveis de serem confirmados através da microscopia ele
tronica. Nao levamos em consideragéc a fluorescéncia granular ou da membra

na celular.

5.8 - DETECCAC DE VTRUS RABICO NO SANGUE DE COBATAS

Doze cobaias de 350 * 10 g, foram incculadas intracerebralmente
com 0,05 ml de virus CVS, diluido a 107° em "diluente”. A DLSU deste vi

rus, em camundongos de 14 * 1 g, era de 107%*%/0,03 ml.

Por meio de observagbes diarias, realizadas entre o 5% g 79 dia
apos & inoculagao, foram selecionadas quatro cohaias que apresentaram-se em

estado agdnico, com sintomatologie carecteristica de raiva.
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De cada cobaia, foram extraidos 5 a 10 ml de sangue, por pungao

cardiaca.

0 sangue foi desfibrinado por agitagao com perclas de vidro ;
0,03 ml do sangue de cada cobaia fol inoculade, intracerebralmente, em gru

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

0s camundengos foram observados durante 16 dias, tendo sido ang
tados o numero de mortos e sobreviventes, e consideradas especificas as
mortes que ocorreram a partir do 3% dias da inoculagao, desde que houves -

sem demonstrado, previamente, sintomatologia de raiva.

Os cérebros das guatro cobaias foram submetidos a coloragao de
SELLERS, segundo a técnica descrita por KAPLAN s KOPROWSKI®® (1873), para

pesquisa de corplsculo de Negri.
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RESULTADOS



RESULTADOS DA COMPARACAO DO VALOR IMUNIZANTE DA VACINA
FLURY HEP VIRUS MODIFICADO, EM  VARIAS  ESPECIES
ANIMAIS, SEGUNDO A DOSE E A VIA DE ADMINISTRACAC
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TABELA 1

NIVEL PROTETOR CONFERIDD A ANIMAIS DE LABORATORIO, QUANDO INOCULADOS INTRACERE

ARG © IR (0 ‘*

L]
RIANDO-SE A DOSE INOCULADA
Vacina: Espécie via de obrevi- RESULTADOS
partida animal inoculagao ventes:
x g Controles
n¥ €
protecio Mortos % de
Total _mortos
I Cobaia intramuscular 2/10 20 4/5 80
Camiundongo intracersbral 18720 aa 9/40 1]
I Cobaia intramuscular - B/10 80 5/5 100
Camundengo 1. tracerebral 18/20 0 10/10 100
11 Cobala intramuscular 5/10 50 5/5 100
Camundonga | intracerebral 14/20 70 10/40 100
v Hamster intramascular 2/10 20 5/5 100
Camindongn intracersghral 17420 As a/10 a0
Hamster intramuscular 2/1a0 20 4/5 ao
V
Camundonge intracerebral 13/20 95 a9/10 90
Hamster intramuscular 1710 10 3/5 50
v Camundongos | intracerebral 16720 90 8/10 80
VII Hamster intramuscular 1710 10 5/5 100
Camundongo intracerebral 18/20 90 10740 160
VITI Hamster intramuscular 2710 20 5/5 100
Camundongo intracerebral 18720 EE] 10/10 100
x Hamster intramuscular 2710 20 4/5 80
Camundongo intracersbral 18/20 a5 10/10 100
x Hamster intramuscular /10 00 4/5 1]
Camundengo intracerebral 18720 20 10/10 100
LT Hamster intramuscular 2/10 20 5/5 100
Camundongo intracerebral 13/20 B85 10/10 100
r . n . . . .
Virus "desafiante™ : PV 1:40 [ZDL1ODJ - apllcado em cobaias, por via intra
muscular

PY 1:800 EEDLﬂuD] - aplicado em hamsters, por via in
tramuscular N

CYS 10-5'9%1901 1 = amTltmadn om mAm A A me e e e o
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Comentanios sobre a tabela T

0Os resultados constantes da tabela I, referem-se as nossas
observagoes inicieis, que consideramos validas, pois demonstram niveis de
protegda superiores quando a vacina FLURY HEP fai inoculada intracerebral
mente. Estes resultados foram obtidos pelo aproveitamento dos animais que
sofreram incculagoes intracerebrais, para verificagdo da inecuidade do vi

rus FLURY HEF.
Este processo, que comporta @ critica de que as espécies ani
mais wtilizadas variaram segundo a via de incculagdo da vacina, justificou

inicialmente, o0 nosso trabalho.

As teecnicas utilizaedas nestas provas, conforme descritas em

"MATERIAL E METODOS" ({tem cinco), podem ser caracterizadas como:
5.5 - Provas de protegdo
5.5.1 - Vacina FLURY HEP Liogilizada {virus mo
dificade
al Provas em cobzsias
ta,) Vacinagac intramuscular

b) Prowvas em cemundongos

ta.) Vaecinagdo intracerebral

c) Provas em hamstars

ta.) Vacinagds intramuscular

Considerando & guantidade de meterial virulento inoculado por
ambas as vias e, ainda, a@ concentragdo inicial & as diluigoes da vacina u
sada nas provas, verificamos gue as cobalas receberam, instramuscularmente,
06,0125 g de material, enguanto que os camundongos € us pamsters receberarm
0,30208%8 g, intracerebralmente. Mao houve, nestas condigées, pcssibilidade

de estabelecermos comparacgOes, devido & diferenga de pesc corporal entre as

espécies que receberam as inoculagoss.

Par essa razdo foram realizadas as experiencias. conatantes
nas tabelas seguintes, nas quaeis, sobre cada especie animal, em separado,

fizemos variar somente a via de inoculagaoc e a dose vacinante.
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A tabela II apresenta os resultados obtidos guando da inocula
;a0 da vacina FLURY HEP em hamsters, atraves das vias intramuscular e in

tracerebral.



NIVEIS PROTETORES CONFERIDOS PELA INOCULAGAC INTRAMUSCULAR E INTRACEREBRAL, EM HAMSTERS, Dt

DOSES DIFERENTES DA  VACINA FLURY HEP

TABELA IX

(VIRUS MODIFICADD 3

RESULTADOS

Sobravi-
v ® -
acina Especie Via de ventes; Controles
partida i mal {noculacs % de
o ani uliagao Mortas % da
Taotal protegdo mortos
Total
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
X111 Hamster intracerebral 8/10 80 5/5 100
Hamster intramuscular 5/10 50 5/5 100
XIV
Hamster intracerebral 10/10 100 5/5 100

* Vacina anti-rabica

Virus "desafiante”

vaterinaria, amostra FLURY HEP

PV 1:800 [2DL100]

(virus modificado)

-Sg.
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Comentanics sobre a tfabela 17

As técnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em

"MATERIAL E METODOS”" ({tem cinco) . podem ser caracterizadas como:

5.5 - Provas de protegdo
5.5.1 - Vacina FLURY HEP Eiofilizada (virus modi
ficado )

c) Provas em hamsters

1a,) Vacinagae intramuscular

2a.)} Vacinagae intracerebral

Nesta caso, os hamsters receberam, respectivamente, 0,0125 g e
0,00089 g de vacina por via intramuscular e intracerebral. Observamos que,
apesar de termog efetuado, nesses animais, as inoculagfes por via intrace-
rebral com guantidade significantemente mencr de vacina, esta via parece
ter sido a responsavel pela apresentagac de niveis protetores substancial-
mente elevados. Tal observagdoc nos levou a pesguisar, no mesmo animal
(hamster), os nivels protetores gue seriam conferidos pela mesma dose da

vacina, guando inoculada por via intramuscular e intracersbral (tabela III).



TABELA IIT

NIVEIS PROTETORES CONFERIDOS PELA INOCULAGAD DA WVACINA FLURY HEP (VIRUS MODIFICADD ) VIAS INTRAMUSCU

LAR E INTRACEREBRAL, EM HAMSTERS, EM DOSES CONSTANTES

- . [
Vacinag® Espdoie Via de Sabrevi i R E_é_P LTA U‘q;i o
partida amimal inoculagao ventes: . Controles
o % de
n . Mortos % de
Total protegeo :
Total mortos
Hamster intramuyscular 1/10 10 5/5 100
XV
Hamster intracerehbral 7740 70 5/5 100

Vacina anti-rabica veterindria, amostra FLURY HEP (virus modificado }

Yirue "desafiante” : PV 1:800 [2DL10 )

0

/o



.58,

Comentarios Aobre a fabela 111

A tabela IIl aepresenta os resultados cbservades guando da
vacinagdo 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.

Negsta experiencise a dose administrada por via intramuscu lar
foi reduzida em relagdo as anteriores, para evitar excesso de antigeno e
possibilitar melhor comparagdo. A protegdc conferids por 0,03 ml ge vaci

na diluida a 1:10, aplicada intracerebralmente, havia sido satisfatoria.

A inoculagéo de quantidades iguais de antigeno rabico atraveés
das duas vias escolhidas, parece demonstrar novamente a superioridade da

via intracersbral na indugdo de um nivel protetor mais elevada.

Na tabela seguinte (IV), além dos niveis protetores, procura
mos verificar os titulos de anticorpos circulantes gue seriam induzides

pela inoculagéo da vacina, por vias intramuscular e intracerebral.



TABELA IV

VACINA FLURY HEP (VIRUS MODIFICADD ) INOCULADA INTRAMUSCULAR E INTRACEREBRALMENTE, EM COBAIAS E FM DOSES CONS-

TANTES. RELAGAG ENTRE PROTECAO E TITULO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES* DO SORO

PROVA DE PROTECAO SORO-NEUTRALIZAGAD
N® de N? de Diluigdes do soro das cohaias
Via de cobaias mortes Porcenta
Mortes Sobrevi- -
inoculagao {inoculal, . | apas a gem 1:2 1:10 1:50 1:250
—{inespeci
|, ventes
das) so , inocula de
— ficas -
breviven céo do prote@éo Camundongos sobrevi- Resul-
tes virus ventes Total tados
intramuscular 12 3 4 8 66,5 5/5 4/5 1/5 a/s 1:22
intracerehral 13 zZ 1 12 92,3 578 5/5 5/5 0/5 1:112
] mortalidade entre as animais controles = 4 mortos = 80%
5

Virus PV 1:40 {2D|_100

%
"MATERIAL E METODOS".

Para a soro-neutralizacdo, foram inoculadas 10 DL5

0’ conforme descrito no capitulo

B
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Comentarnios scbre a fabela IV

A tabela IV apresenta os resultados observados quando da ino
culagdo, em cobaias, por via intramuscular e intracerebral, da mesma do

de de vacina FLURY HEP.

As tecnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em

"MATERIAL € METODOS" (ftem cineco}, podem ser caracterizadas como:

5.5 - Provas de proZecdo
5.5.1 - Vacina FLURY HEP iogilizada (viws mo
digicado )

al PFProvas em cobalas

12.) Vacinagao intramuscular

Zza.) Vacinagdo intracerebral

5.6 - Prova de sorc-neutrhalizagac

A prova de soro-neutralizegao realizeda, justific
se porgue a presengs de anticorpos neuvtralizentes, mesmo em baixas con
centractes, € considerada como indicadors de imuridade a reilve, no homem

(KAPLAN e KOPROWSKI®® (1973)) e em animaic (ATANASIU e cois.® (188833,

Atraves de cada uma des vias citadas, inoculamos 2 vacine em
15 cobaias. Devido & causas nao determinadas. porem aparentemente nao a
tribuiveis a vacinagdo, 21 dias apos as inoculagdes, canstatamos  morte
de trés cobaias guando a via adotada foi a intramuscular e de duas co
baias guando da via intracerebral. As sobreviventes foram sangradas no
217 dia apos a vacinagao. As misturas de partes iguais de seus soros,res

peitadas as vias de inoculagdo, foram submetidas & prova de soro-neutra-

lizagao.

No 30% dia, o virus de prova PV fol incculado em todas as cg

baias, inclusive em cinco animais controles.

Consideramos necessario um periodo de nove dias entre a san
gria € a agressdc viral patogénica, baseados na possibilidade da ocorren

cia de traumatismos relativamente impartantes, advindos da pungac cardia
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ca, alem da expoliagdo sangliinea causada pela retirada de 3 ml de sangue.
Haveria a possibilidade, tambem, do tftulo de anticorpos encontrados ndo
ser exatamente o mesmo quando da agressao pelo virus de prova. Todavia, a
creditamos gue a resisténcia orgdnica tenha se restabelecido durante ague
le periodo e, ainda, que as diferengas de niveis de enticorpos seriam re

lativamente pequenas.

0 resultado da experiencia constante da tabela IV parece de
monstrar a existencia de uma correlacdc entre protecgdo e titulo de anti
corpos circulantes, sendo ambos superiores gquando ds incculacao intracere

bral de vacina.

No transcorrer das experiencias anteriores, ocorreu-nos que po
deria ter existido a possibilidade de penetragao de parte da vacina inocy
lada intracerebralmente, diretamente na via sanglinea, através dos
"sinus” craniancs ou mesmo de capilares. Desconheciamos, do ponto de vis
ta imunoldgico, qual a agdc gue a vacina composta por virus modificado te
ria nestas condigdes. Nao dispinhamos de tecnologia apropriada para veri-
ficar se, realmente, a inocculagdo havia sido totalmente intracerebral. Re
solvemos, entdo, comparar os resultados determinados pela inoculagdo dire
ta na corrente circulatoria (via cardiacal e intramuscular classica, da
vacina FLURY HEP (virus modificado ). Os resultados eobservados constituem

a tabela V.



TABELA W

VACINA FLURY HEP (VIRUS MOOIFICADO ). ESTUDD COMPARATIVO ENTRE PROTEGAD E SORD-NEUTRALIZAGAO®, CONFERIDA PE-
LA INCCULAGAD INTRAMUSCULAR E- INTRACARDIACA , EM COBAIAS

PROVA DE PROTECAD

SORO-NEUTRALIZACAC

Diluigoes do soro das cobaias
N? de N? de
Via de .
P
o uLans cobglas mortes nrocentagem 1:2 1:10 1:50 1:250
noe ¢ao (inoccula [ apos a | Sobrevi- de
das} so ] inocula | ventes protegdo
b . - o Camundongos schreviven
reviven [ gao o fos Resultados
tes virus Total
intremuscular 13 7 5 48 2/5 1/5 0/5 ass | Mmener do
que 1:2
intracardiaca 13 9 4 34 2/5 n/s /5 a/5 menor do
gue 1:2
Virus "desafiante": PV 1:40 (2DL ] mortalidade entre os animais controles = 4 mortos = B80%

100

5

Para a soro-neutralizagdo foram inoculadas 75 DLSD

'Zg.
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Comentanios sobhe a tabela V

As tecnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em

"MATERIAL E METODOS" ({tem cinco), podem ser caracterizadas coma:

5.5 - Provas de protecdo
5.5.1 =~ Vacina FLURY HEP Livgilizada (viws mo
digicado |

al Provas em cobalas

1a.) Vacinagdo intramuscular

3a.) Vacinagao intracardiaca

5.6 - Prova de soro-neutraldzagdo

A andlise dos dados constantes na tabela V  permite
verificar que a protegac conferida pela vacinacgdo intramuscular foi Supe
rior dquela conferida pela vacinagdo intracardiaca. Quanto a soro-neutra-
lizagdo, o teste ndo foi conclusive, em razdo da excepcionsl atividade in
fectante da amostra de virus CVYS usada. Nestas provas, foram utilizadas
75 Dlgy em lugar de 20 a 50, como recomendaram KAFPLAN e KOPROWSK.T 3¢
(1973). Assim procedemos, bassados na hipdtese de gue a vacinagao intra -

cardiaca induzisse a elevados titulos de anticorpos neutralizantes, o gque

parece nao OCOTTEr.



RESULTADOS DA COMPARACAQ DO VALOR IMUNTZANTE DA VACINA
FLURY HEP, COM OUTRAS VACINAS INATIVADAS, EM VARIAS ES
PECIES ANTMAIS SEGUNDO A DOSE E A VIA DE ADMINISTRACA(



Na segunda parte experimental deste trabalha, decidi
mos comparar 0 poder imunizante da vagina FLURY HEP com vacinas
inativadas; para tanto, iniciamos a comprovagac entre a vacina
FLURY HEP e a vacina tipo FUENZALIDA, em cobaias, inoculadas por
meio das vias intramuscular e intracerebral. No decorrer destas
experimentagﬁes, julgames gue seria tambem interessante comparar,
nas mesmas condigdes, o poder imunizante da vacina FLURY HEP [qi
rus modificade), com a mesma vacina inativada pelo calor, confor
me espeocificado no Item cinco do capitulo "MATERIAL E METODDS"
Aproveitamos a oportunidade para, ao mesma tempo, comparar ague
las vacinas com a vacina tipo FUENZALIDA, Como estas Ultimas ex
perimentagdes exigissem grande numerc de animais, foram elas fei
tas em cémundongos, exceto as provas constantes da tabela VI, on
de utilizamos cobaias. Us resultados encontram-se na tabela VI e
respectivo grafico n* 1 8 nas tabelas VII e VIII, IX e X, apre -

sentados & seguir.



TABELA VI

COMPARACAQ ENTRE O NIVEL DE PROTEGAO E SORU-NEUTRALIZAGAC, O0BTIDOS COM VACINAS FLURY HEP E TIPO FUENZALT
DA. INOCULAGAD EM COBAIAS ATRAVES DAS VIAS INTRAMUSCULAR E INTRACEREBRAL

PROVA DE PROTECAD SORO-NEUTRALIZAGAD
N% o wia d Sobrevi- = Sobrevi-
Grupa Vacina 8 1a E_ ventes ¥ de Diluigoes ventes Titulo
cobalas inoculagao Total protegao dos soros, Total
1:10 E/6
A FLURY HEP*% 15 intracerebral 12/15 ac 1:50 2/8 33,5
1:250 0/6
1: 1250 /6
1:10 0/
FLURY HEP# 15 150 e
B intramuscul ar 7/12 58 1:250 0/6 < 1:10
1:1250 0/8
1:10 2/6
c Tipo 15 intracerebral 3/13 23 1:50 I < 1:10
FUENZALIDA®® 11250
1:1250 0/8
1:10 1/8B
Tipo 1:50 /6
0 FUENZALIDA® 15 intramuscular 3/15 20 1:250 0/6 < 1:10
1:1250 o/6
CONTROLE COMTROAOLE
Sobrevi- s ®
Grups Virus NY de Vis |volume |Diluigdel oL v;;te % de T{tvlo do virus em | ' 48 Obgy misturadas
cobaias 100 mortali- camundongos a dilulgdes ds soro
Total dadsa
itntra - . s
E PV 10 musculap 0.5 ml 1:40 2 0/10 100 10 /0,03 ml 50

als

*  T{tulo = 107%*"%/0,03 m1

P

T{tulo antes da ipativagdoc = 10°%'%/0,03 ml

lggl



(%)

MORTES

00—

SO—

80~

40

k16 o

20—

GRAFICO Ne |

{ Composto com os dedos obtidos da Tobela V)

FLURY CEREBRAL
FLURY MUSCULAR
CONTROLES

FUENZALIDA CEREBRAL
FUENZALIDA MUSCULAR

osce»r
1

=) a
L 2 ]
1 g I i 1 I l i l
10 .} 20

DIAS DE LEITURA

£9°




.66,

Comentarios sobre a Zabefa VI e gragice ndl

As teécnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em

"MATERIAL E METODOS" (ftem cincol, podem ser caracterizadas como:

5.5 - Provas de protecdo
5.5.1 - Vacina FLURY HEP Liogilizada (virus mo
digicade )

a) Provas em cobaias

1a.) Vaclnagao intramuscular

2a.) Vacinagao intracerebral

5.5.2 - Vacina tipc FUENZALIDA

d) Provas em cobaias

1a.) Vacinagdo intramuscular

2a.) Vacinagdo intracerebral

5.6 - Prova de sono-neutralizagdo

Freliminarmente, gueremos deixar claro gue, conside
rados os titulos iniciais das duas vacinas, estas foram diluidas de modo
a conter 10.000 particules virais em 0,1 ml; este foi o volume inoculado

nas cobaias, por ambas as vias.

A tabela VI permite verificar que houve melhor protegdc com a
vacina FLURY HEP (virus modificado ) principalmente guando inoculada 1in
tracerebralmente. Nestas observagOes, pode ser notada diferenga quanto ao
nivel de anticorpos circulantes obtide com a vacina FLURY HEP inoculada
intracersbralmente. Tal aumento de anticorpos, neste caso, nao foi acompa

nhado por ume proporcional elevagdo do nivel de protegdo.

Analisando-se o grafico n? 1 e, tomando por base a porcenta
gem de mortes ocorrides & partir do 5% dia apos a inoculagdo "desafiante”,

verificamos, em relagdoc aos controles gue:



lsgl

1%)  a vacina FLURY HEP (virus modificado ) inoculada intramuscularmente,
parece ter proporcicnado uma protegdo ligeiramente maior em relacgéo

a inoculagdo intracerebral;

29) a vacina tipo FUENZALTOA, principalmente guando inoculada intracere-
bralmente, apresentou numero de mortes significantemente maior do

que o proprio grupo controle.

Tais resultados sdo surpreendentes e nos fazem pensar na possi
bilidade de que a vacina inativada sensibiliza o animal & agdo patogenica
dc virus "desafiante”, principalmente por via intracerebral, durante o pe

ricdo em gque o titulo de anticorpos € nulo ou muito baixo.

Convem lembrar gue a vacina tipo FUENZALIDA, na nossa experi -
mentagao, foi administrada em dose Unica. Se fossem administradas  gutras
doses de reforgo os resultados possivelmente seriam completamsnte diferen-

tes.
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TABELA VII

COMPARACAD ENTRE 0S NIVEIS PROTETORES E SORU-NEUTRALIZANTES, CONFERIOOS PE-

-

LAS VACINAS® FLURY HEP - vIRUS MODIFICADO, FLURY HEP - yIRUS INATIVADOS £
FUENZALIDA, EM CAMUNDONGOS, QUANDO INOCULADOS INTRAMUSCULARMENTE COM  DOSES
DIFERENTES £, INTRACEREBRALMENTE, COM DOSES IGUAIS.

T

PROVA DE PROTECAD PROVA DE SURO“NEUTRALIZAQAD
Tipo vie N® de  pobrevi- v e Siluigdes |0PTeVi-
lrente ventes Titulo
de g anlmais - dos
protegac
vacina volume [mamunsongosl Total sOros Tetal
=] intramuscular f:2 2/5
> .
z 0.3 ml 19 8/19 42,1 1:10 i/ < 1:2,0
o«
th 1:50 as5
o }
oo o
- O
> 5 intramuscular 1:2 3/5
H
' 0,03 mi 20 8/20 45 1:10 2/5 1:5,8
(]
oS 1:50 1/5
T
b
% intracerebral 1:2 4/5
|
- 0,03 ml 18 15718 83,3 1:10 1/5 1:4,47
1350 0/5
intramuscular 1:2 175
< E 0,3 ml 18 §/18 32,3 1:10 175 < 1:2
3 ¢ 1150 /5
L =
> E
& ]
= a intramuscular 1:2 0ss
=
= §. 0,03 ml 26 3,20 15 1110 0/ < 112
b o 1150 0/5
I =
w
2332 o intracershbral 1:2 3/5
T 0,03 ml 18 10/18 55,5 1 1:10 1/5 3,2
1:50 0/5
intramuscular 1:2 3/5
0,3 ml 18 5/18 26,3 1:10 2/5 1:5.8
< 1:50 1/5
o
-
2
8% intramuescular 112 2/5
L3 0,03 ml 19 7/19 36,8 1310 2/5 < 112
-z 1:50 0/5
Z
[ B
o
- intracerebral 1:2 0/s
0,03 ml 17 6717 35,3 1:10 355 < 1:2
1:50 0/5
CONTROLES ' CONTROLES
intracerenral Virus Cvs
VIRUS 0,03 ml da di 10 10 martos 100% de | T{tulo original = 10;‘;"/0,03 ik
Cva luigda 107 Apds incubagac = 10°°"%/0,03 ml
(259 DL50] 10 tntal‘ martes Inoculadas 117 E}l[_s‘l-.3

* Todas as vacinas foram diluidas de modo a conter 10.000 particulas

virals por 0,03 ml.



TABELA VIII

COMPARAGAC ENTRE 0S TITULOS CEREBRO-NEUTRALIZANTES MEDINS OBTIDOS PELA INOCULAGAO INTRAMUSCULAR E INTRACEREBRAL,
EM 20 CAMUNDONGOS, DAS VACINAS FLURY HEP, VIRUS MODIFICADD , FLURY HEP, VIRUS INATIVADBD e FUENZALIDA, COM DOSES
CONTENDO A MESMA CONCENTRAGAO VIRAL (10.000 PARTICULAS INFECTANTES)

Diluigdes do tecido cerebral
. Volume N? de
Vacina i
Via N? de mortos / N total inoculado
(em ml) oL
50
1:2 1:20 1:200 1:20300
. Her intracerebral | 0,03 25 2/5 3/5 4/5 5/5
Virus modificado
HEP ,
- s intramuscular 0,3 25 3/5 4/5 5/5 5/5
Virus modificado
FUENZALIDA intramuscular 0,3 25 5/5 5/5 /5 5/5
FUENZALIDA intracerebral 0,03 25 5/5 5/5 5/5 5/5
HEF .
. . intracerebral D.03 25 5/5 5/5 5/5 5/5
inativada
HEP .
) - intramuscular 0,3 25 5/5 5/5 5/5 5/5
inativada

As vacinas utilizadas sdc as mesmas gque serviram para a inoculagdo dos animals constantes da tabela VI

-Lé.
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Comentarios sobre as tabelfas VIT e VIII

As tabelas VII e VIII resumem os resultados das provas em que
foram comparadas as capacidades imunogénicas das vacinas FLURY HEP  virus

modificado , FLURY HEP inativada e tipo FUENZALIDA.

As técnicas utilizadas nestas provas, conforme descritas em

"MATERIAL E METODOS" (item cinco), podem ser caracterizadas como:

5.5 -  Provas de profecdo
5.5.1 - Vacina FLURY HEP Liofilizada (virus  mo
difieado )

b) Provas em camundongas

1a.) Vacinagao intramuscular

2a.) Vaclnacdo intracerebral

5.5.3 - Vacdna FLURY HEP inativada

) Provas em camundongos

1a.) Vacinagdo intramuscular

2a.) Vacinagdo intracerebral

‘ 5.5.4 - Vacina tipo FUENZALIDA

f) Provas em camundongos

1a.) Vacinagao intramusaoular

Za.)} Vacinacdo intracerebral

5.6 - Prova de sono-neuwtralizagde
5.7 - Prova de cenebro-newtralizacdo
5.8 - Prova de {munoflfuonescéncia

A analise dos resultados constantes da tabela VII permite veri
ficar gque a vacina FLURY HEP virus modificado, quando em igualdade de nume

ro de particulas virais inoculadas, se comparada com as vacinas FLURY HEP
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inativada e tipo FUENZALIDA, & capaz de induzir a niveis protetores mais
gelevados, especialmente gquando se usa a via intracerebral. Verificames tam
bém que, comparativamente, ndo ha relagde entre os t{tules de  anticorpos

circulantes e as porcentagens de protecdo observadas,

Como foram incculadas doses diferentes por via intramuscular,
uma dez vezes superior a outra, de virus FLURY HEP ativa e ndc houve pra
ticamente diferengas nos nfveis de protegdo, e, além disso, nao houve cor-
relagdo proporcional com o titulo de anticorpos circulantes, somos levados
a crer gue aguela via naoc seja a ideal para a vacinagdo. A inoculagdo por
via intracerebral, em contraposicao, conduz a niveis mais elevados quan to
a porcentagem de protegado, apesar de gue os titulos de anticorpos séricos
apresentaram-se praticamente iguais ou mesmo inferiores. Tais observa coes
podem sugerir a existéncia de outros fatores envolvidos na imunoprotegéao ,

como por exemplo a imunidede celular.

Comparands a vacina FLURY HEP ativa com as vacinas inativadas,
fica também bastante clara a sua superioridade, quer guando ags niveis de
protecao, guer quanto ao conjunto de resultados de anticorpos circulantes.
Por outro lado, parece-nos licito admitir gque n3o existe correlagdc entre
o nivel de protegdoc & o titulo de anticorpos circulantes. Afim de tentar
esclarecer melhor a questdo da maior protegdo obtida pela inoculagdo intra

cerebral, decidimos realizar a experiéncia cujos resultados constam da

ta
bela VIII.

DS resultados contidos na tabela VIII (cérebro-neutralizagéol,
parecem demonstrar gue apenas o virus FLURY HEP ativo fol capaz de 1nduzir

a uma atividade cérebro-neutralizante, apesar de fracamente evidenciavel.

ApOs estes resultados, resolvemos verificar a presenca de par

ticulas virais evidencidveis no ceérebro de animais inoculados com a vacina

FLURY HEP virus modificade . por via intramuscular e intrescerebral. Utili-

zamos, para esta finmalidade, o teste de imunofluorescéncia; os resultados
constam da tabela IX.



RESULTADO DA PROVA DE IMUNDFLUORESCENCIA REALIZADA EM TECIDD CEREBRAL DOS CAMUNDONGOS INOCULADDS, VIAS INTRAMUS
CULAR E INTRACEREBRAL, COM DOSES DIFERENTES DA VACINA FLURY HEP VIRUS MODIFICADO
CAMPO MICROSCOPICO OBSERVADD

TABELA IX

MEGIA DE CORPHSCULOS POR

Lositivos N® medio de caorpusculos por Porcentassm
Via de Dose® Prova de campo examinado {10 campos] &
. n imunofluo de
inoeculagan {em ml) rescénci; Total
1 Z2-3 4-5 +5 positividade
intramuscular 0,3 5/5 2 Z 1 - 100
intramuscular 0,03 4 dias 5/86 5 - - - 83,3
apos
intracerebral 0.03 5/5 1 3 1 - 100
intramuscular 0,3 5/5 5 - - - 100
intramuscular 0,03 8 dias 16/10 z 2 z 4 100
apos
intracerebral 0,03 5/5 - z 3 - 100
intramuscular 0,3 L. /7 - - - - ]
intramuscular 0,03 12 dias 3/8 3 - - - 37,5
apds
intracerebral 0,03 6/9 - 3 3 - 70

&

10,000 particulas virais por 0,03 ml

‘BT
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Comentarios sobre a tabela IX

Tomando como base o periodo maximo de nossas observagdes (12
dias), parece que, em geral, o virus mantem-se ativo nos tecidos do siste
ma nervoso central ate o 12° apos a inoculagdo pelas vias intramuscular e

intracerebral.

(s resultados obtidos parecem demanstrar gue haveria a replica
vao do virus rdbico modificado no tecide cerebral. Tal interpretagdo, alia
da ao fato demonstrade de ocorrer uma imunidade mais intensa guando da ino
culagao intracerebral, levou-nos a procurar saber se existe a possibilida-
de de sua passagem para a corrente circulatoria. Haveria, nestas condicgoes,
oportunidades de contatos mais Intimos entre o virus e os sistema imunocam
petente. Decidimos pesguisar com a inoculagdc intracerebral do virus FLURY
HEP modificado, em cobaias de 400 * 20 g. Trabalhames com um virus que,pre
viamente inoculado em camundaongos de quatro a seis dias de idade, demans -
trou tftulo infectante, por via intracerebral, igual a 10~%'%/0,03 ml.Quan
do 0,03 ml da diluicao 107'"% deste virus foram inoculados nas cabalas,par
via intracerepral, n&o conseguimos reisclar o virus do sangue, atraves da
tecnica de inoculagdo intracerebral em cemundongos lactentes. 0 reisclamen

to foi tentado no 5%, 8% g 109 dia apos a inoculagaoc intracerebral.

Com a mesma finalidade acima descrité, repetimos, entaaq, as nos
sas tentativas de reisolamento do virus rabico do sangue, utilizandc a a
mostra CVS. Dentre as cobalas gque tinham recebidc inoculagac por via intpg
cerebral, foram seleclonadas gquatro que apresentavam sintomatelogia carac-
teristica de raiva. Os animais foram sangrados e, do sangue obtido de cada
um, 0,03 mi foram inoculados em cada um de oitu camundongos lactentes, por

via intracerebral.

As tecnicas utilizadas nestas provas estdo descritas no capitu
lo "MATERIAL E METOOOS" ({tem 5.9 - “Detecgdo do virus rébice no sangue

de cobaias”).

Os resultados obtideos constam da tabela X.



TABELA X
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RESULTADOS DAS PROVAS DE DETECCAD 00 VIRUS RABICO CvS, NO SANGUE DE QUATRD
COBAIAS, APOS A INOCULAGAD INTRACEREBRAL DE 0.03 ML DE SANGUE, EM CAMUNDON
GOS LACTENTES

Pesquisa de corplscu -

N? de camundongos®* i

Mortos

Cobais los de Negri® nos cépg noculados intracere -
¢ .
Iy} bros das cobaias bralmente cam o san Total

gue das cobaias

1 negativa 8 0/8

2 positiva 8 2/B

3 negativa a 2/8

4 negativa 8 0/8

%

2,
Yest

Metodo de SELLERS

Comentanics sobre a tabela X

Animais com guatro a seis dias de ildade

A analise da tabela X permite verificar gue, apesar de

pouco

frequentemente, o virus rabico CVS pode ser detectado no sangue circulante

de duas entre quatro cobaias testadas, durante o perfodo em gque apresenta-

ram-se em estado pré-agdnico ou agbnice (entre cinco e dez dias apds a inc

culagao). Verificamos ainda que, no exame anatomo-patoldgico do tecido ce

rebral, foram constatedos corpusculos de Negri, por meio do método de colg

ragac de Sellers, em apenas um@ das quatro cobaias. 0s corplsculos de MNe

gri noermalmente ndc Se€ desenvolvem em animais infectados com o virus

(JOHNSON, R.T., 3% 1885),

fixo



7.

PISCUSSAD



.78’

7.  DISCUSSAC

Sabe-se que qualquer agente imunizante naoc inativado, mas ate-
nuado, para gque atinja seus aobjetivos, deve preencher determinados requi

sitos indispensaveis:

19} deve causar, no hospedeiro, ume infecgdo inaparente ou de discreta
sintomatologia, cuja intensidade estd diretamente relacionada ao
grau de atenuagéo obtido pelo tratamento do microrganismo e inversa

mente relacionada com a resisténcia individuyal;

2°)  para gue ocorra a infecgao benigna tornas-se necessaria, evidentemen
te, a multiplicacao ou & replicagao do agente infectante no hospe
deiro, geralmente observada em determinadas células elestivas do or
ganismo receptor, na dependéncia do organotropismo de agente infec-
tante. Assim, o sucessoc de uma vacinagac deste tipo depende muito ds
possibilidade que tenha o microrganismo de atingir as celulas eleti

vag e nelas multiplicar-se.

Muitas vezes, inconvenientes de ordem pratica, impossibilida -
des técnicas ou, ainda, riscos de acidentes graves, impedem que determing
dos antigenos sejam inoculados diretemente nos tecidos eletives. Todavia,
faz-se necessdrio assegurar que o antigeno ative modificado, possa atin -

gir, ainds Integro, aqueles locais suscetfveis ao seu desenvolvimento.

Na impossibilidade de gue o destino celular final seja atingi-
do, a vacina agiria, entao, como um antigeno inativado, com agravante de
gue as vacinas ativas s&o, em geral, relativamente pouco concentradas em
agentes imunizantes, guando comparadas coem aguelas preparadas com micror-

ganismos inativados.

EISEN2! (1973} relaciona o5 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 por instilacdo na

conjuntiva, a uma ativagéo preferencial de grupos localizados de células
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antigeno- {vei i
g senslveis. Haveria, segundo a opinido deste autor, uma concentra

ao da
o} resposta imune em locaig que normalmente sdo alvos da 1nva5ao
estes microrganismos.

por

p “
elos resultados de nogsas observagoes, parece-nos que condi

oe E i
G0es semelhantes as mencionadas POr EISEN ocorrem quando lnoculamos a va

C I} : = r
ina anti-rabica FLURY HEP Preparada com virus modificade . A inoculagao
direta no tecido cerebral induz a resultados mais satisfatdrios porgue

neste tecido, o virus encontra as

belas I, II, III e VII), Todavia,

El

cBlulas eletivas para sua replicacao (ta

a formagéo dos anticorpos circulantes te
ria, provavelmente, um mecanismg diferente em relacdo ao mencionadg

EISEN.

por

Tratando-se de um tecido segregado, dentro de certos limites

0 sistema nervoso central permitiria s replicagao viral em suas cglulas

x

sem g ocorrencia de lesbes destrutivas. Nestas condigoes, haveria uma 1i
beragao lenta e continua de virus, estimulando a resposta especifica, a
que confirmaria as observagdes de BELL e cols.'? (1966), de RIBEIRC®®

(1870) e de GRIBENCHA e col.?® (1974).

FERNANDES e cols.?®* (1964) verificaram que o virus rdbico pode
infectar celulas de mamiferos cultivadas "in vitro" e propagar-se nestas
celulas, durante pericdos de tempo prolongados, talvez indefinidamente.Os
virus ndo interferiram no mecanismo de multiplicagdc celular. Trabalhando
com celulas endoteliais de coelho, estes autores verificaram que o virus
CVS determinéva o aparecimento de inclusdes, cujo tamanho era variavel en
tre pegueno e médio. A este equilfbrio virus-células, deram o nome de RE
LAGAD ENDOSIMBIOTICA, diferente de um sistema veiculador usual nao qual
oscorre continuamente & 1lise celular. Os autores observaram, ainda, gue 2
pesar de todas as celulas da cultura estarem infectadas, apenas 4 a 5% de
las liberavam virus num dado momento, sem a ocorrencia de lise. Conside
ram, finalmente, ser possivel a existéncia de um mecanismo semelhante no
organismo animal; este mecanismo seria responsavel pela prolongada perma-

nencia do virus rébico nas células sem lhes causar danocs.

Os nossos resultados parecem indicar que @ inoculagdo intrace-
rebral da vacina FLURY HEP em animeis de laboratorio, induz a u’sa maior

protegaoc do gue quando inoculada intramuscularmente (tabelas I, IT g III)
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e que os niveis de protegdo mais elevados, conferidos pela vacinagao intre
cerebral, ndc dependem simplesmente da guantidade de virus introduzida,mas
parecem sugerir a existencia de outras fatores envolvidos, possivelmente a
imynidade celular. Conforme demonstram os resultados inseridos na tabela
III, os dois grupos de hamsters vacinados por via muscular e intracerebral,
com a mesma guantidade de antigena., apresentaram Iindices protetores de 10%
e 70%, respectivamente. Destes resultados, podemos ainda inferir que a va
cinacdo intracersbral &, pelo menos para 0 camundongo e para o hamster, a
via mais eficaz de introdugdo do antigenc rdbico madificado. No hamster, a
observagdo € mais preciosa, considerando a sua grande suscetibilidade ac
virus. Em relagdo a este animal, o virus FLURY HEP ndo se revelou patoge-
nico até 30 dias apos a inoculagde intracerebral. Este fato confirma as

observaches de KOPROWSKI e cols.*! (1354) e de KOPROWSKI®? (1954).

A tabela IV, inserindo as resultados comparativos entre prote-
Gdo e soro-neutralizagdo, obtidos com a mesma dose de vacina FLURY HEP ing
culada intramuscular e intracerebralmente em cobaias, permite verificar gue
a cancentragaode anticorpos neutralizantes especificos no soro, geralmente
utilizada como medida da eficdcia de uma vacinagdo anti-rdbica, talvez ndo
represente ¢ grau de protecdo real devido 3 oscilagdc observada nos re
sultados, conforme demonstram os dados da tabela VII. Assim, parece-nos gque
inexistem dados suficientes que possibilitem esclarecer gual & o titule mi
nimo necessario para & protegac. Neste particular, nossos resultados  nao
concordam com os de ATANASIU e cols.® (1868), que concluiram, através de
experiéncias em bovinos vacinados com diferentes tipos de vacinas, gque a
sobrevivencia apds uma infecgdo experimental, relaciona-se a presenga  de
anticorpo detectdvel, mesmo em titulos baixos, tals como diluigdes finais
de sorc a t:2. Esclarecem, porem, que parsce persistir aprecidvel resisten
cia a inoeculagdo experimental de virus patogénico, mesmo quando o anticor-
po sérico tenha diminuido & nfveis ndo detectéveis, em animals que apresen
taram, previamente, anticorpos detectaveils. Estes autores admitem que a i
noculagdo do virus patogenico. nestas condigdes, agiria como uma dose de

refergo, indutora de rapida resposta imune.

Segundo KAPLAN e KOPROWSKI®® (1873), o homem € considerado imu
ne & raiva desde que tenha anticorpos neutralizantes "demonstraveis” sem
preccuparem-se com o titulo minimo circulante. 0s nossos resultados constan

tes da tabela IV, pelo menos em nossas condicOes experimentais, contradi-
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zem estas afirmagdes. O titulo soro-neutralizante das 12 cobaias & a por-
centagem de protecgao, induzidos pela administragdo intramuscular de vaci-
na FLURY HEP, foram 1:27 e B8,6%, respectivamente. Adaptando as DDSBFVE
cOes de ATANASIU e cols.® (1968} aos nossos resultados, um titulo de 1:22
seria, na pratica, suficientemente elevado para a protecac de 100% dos
animais, fato gue naoc ocorrey em nossas experiéncias pois, das 12 cobaias

guatro ndo sobreviveram a dose "desafiante”,

Deve ser levada em consideracdoc a possibilidade da existéncia
de titulos individuais muito baixos - ou mesmoe nulos - entre as 12 co
baias examinadas. Todavia, nas 13 cobaias que receberam inoculacgoes intra
cerebrais, o titule medio serico foi de 1:112 e, a protegdo de 8Z,3%. Nas
duas provas mencicnadas, realizadas paralelamente, utilizamos o mesmo vi

Tus € mesma dose "desafiante".

Estas observagoes nos levam a acreditar gue, pelo menos apos a
primo-vacinagdo, os animais necessitam apresentar titulo relativamente e

levado para protecgac adequada,

Néo nos foi possivel verificar se a inoculagdo "desafiante” a

giu como dose de reforco, para comprovar a hipotese formulada por ATANASIU

g cols. (loc. cit.).

0 nossoc objetivo principal, nestas experiéncias, consistiu em
verificar a importancia dos anticorpos neutralizantes sericos, para a pro
tecdo de animais vacinados intracerebralmente. Pelos resultados observa -
dos (tabela IV), verifica-se gue o titulo de anticorpos induzido quando da
vacinagao via cerebral & mais elevado do que aquele obtido pela vacinagao
intramuscular. Parece-nos que € viavel, neste ponto, emitir a hipotese de
que a inoculagdo intracerebral permitiria uma multiplicagac relativamente
mais intensa do virus nas células eletivas, provavelmente do sistema ner-
voso central. Caracteristicamente, o virus rabico & neurotrdpico e a ing
culagdo, diretamente no sistema nervaso central, tecnicamente facilitaria
a sua replicagdc. Nestas condigdes, as particulas virais seriam periodica
mente eliminadas para a circulagdc promovendo, dessa forma, um prolongado
estimulo antigenico e, conseqlentemente, induzindo a titulos de anticorpos

sericos bem maic elevados.
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Os mecanismos de liberagdo das particulas virais das células do
sistema nervoso central Infectadas e a ativa@éo do sistema imunccompetente,
s3o ainda desconhecidos. Em nossa opiniae, o virus rabico modificado serias
passivel de sofrer alteragdes, tanto em sua composigdo quimica, como alte-
ragdes estruturais ou genéticas, tornando-se, dessa forma, apto a replicar
se em células nado nobres, existentes no tecido do sistema nervoso central,
cuja destruigdo ndo determinaria lesdes com sinais clinicamente evidencia-

vels.

Parece gue pudemos demonstrar, conforme pode-se verificar pela
anédlise dos dados constantes da tabela VY, que a obtencac deniveis de prote
¢do e spro-neutralizagdo quando da inoculagaoc intracerebral, nao & devida
a uma difusdo sistemica do virus, pols a sua inoculagds intracardiaca pro
porciona nivel de protecaoc e titulo seora-neutralizante mais baixos, seme -
lhantes a via intramuscular, como era, alias, esperado. Nesta prova de so
ro-neutralizagdo, cujos resultadas constam da tabela V, utilizamos amostra
de virus CVS de tftulo elevado(10-7°%7/0,03 ml), Possivelmente, esta tenha
sido a causa de termos encontrado titulos aparentemente baixos de anticor-
pos, guando comparados com agueles obtidos na experiéncia anterier (tabela
Iv), pois conforme o demonstrado por CORTES e NILSSON'® (1374), dentro de
certos limités, o titulo de anticorpos sericos diminui a medida que o nime
ro de DL, de virus aumenta, na prova de scra-neutralizagac em raiva.

Estes resultados nos permitem acreditar que ccorra muyltiplica -
zao viral no organismo inoculado com a vacina FLURY HEP virus modificado .
Us dados conétantes da tabela VI.,sumarizam os resultados das observagtes
que realizamos com o objetivo de verificar esta multiplicagao que, pelas

P . .
caracteristicas do agente, ocorreria no sistema nervoso central.

A inoculagao intramuscular e intracerebral das vacinas FLURY
HEP virus modificads, e do tipo FUENZALIDA, inativeda, demonstrou a supe -
rior protegao e indugéo a formacédo de anticorpos neutralizantes, pela vaci
na FLURY HEP virus modificado, inoculada intracersbralmente, em relagac a

via intramuscular.

Analisando o grafico n? 1, elaborado com os dados cbtidos da ta
bela VI, verifica-se que, em relagac acs controles, no 5% dia apds a inocu

la;éo "degsafiante", a wvacina FLURY HEP aplicada por via intramuscular con
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feriy protegdo ligeiramente mais precoce do que a mesma vacina inoculada in
tracerebralmente. Com a vacina tipo FUENZALIDA, principelmente quando inocu
lada intracerebralmente, apds a dose "desafiante”, o ndmero de mortes nag 59
dia foi significantemente maior do que entre os controles. Tal fato naoc e
devida a diferenga de titulo de anticorpos circulantes pois este, em ambos

os casos, fol < 1:10,

A syperioridede protetora da vacina FLURY HEP poderia ser atri-
buida & maior imunogenicldade deste virus, quando comparada com a do  virus
fixo utilizado na preparagdo da tipo FUENZALIDA, ou entdo, poderia ser devi
do & desnaturacgac parcial do virus fixo da vacina tipoc FUENZALICA, causada

pela agressao fisica da radiagdo ultra vicleta, usada em sua inativagaa.

Assim, conduzimas a se8rie de provas nas gquais foi introduzida a
amostra FLURY HEP inativada, para possibilitar uma comparagdc com a amostra
FLURY HEP virus vivo modificado e a vacina FUENZALIDA. Os dades constantes
da tabela VII, gue sumarizam os resultados obtidas, possibilitam verificar
que o wvirus FLURY HEP inativado apresentou uma atividade antigénica malcr
do gque a vacina tipo FUENZALIGA, tambem inativada. Tal fatc seria cevido a
diferengas das técnicas de inativagdo ou, oo substrato wutilizade pa

ra a desenvolvimento do virus fixo au, ainda, a estes dols fatores associa-

das, revelados principalmente quando da inoculagao intracerebral.

Quanto 3 imunogenicidade das vacinas, houve correlagao entre ni
vels de anticorpes e de protegdo nos tres grupos inoculados com o virus FLU
RY HEP inativado. 0 mesmg nado ocorTeu entre os tres grupos inoculados com a
vacina tipo FUENZALIDA. A inaculagdo intramuscular, com 0,3 ml, induziu a
um nivel relativamente elevado de anticorpos circulantes nao promovendo, to

davia, um nivel protetor correspandente.

Néo foi verificada tambem, uma concordancia entre niveis de an
ticorpos circulantes e protegado, gquando da inoculagac das vacinas
FLURY HEP inativada e tipo FUENZALIDA. A incculagao intramuscular ce 1,3 ml
de vacina tipo FUENZALIDA, determinou um nivel médio de 1:5,8 de antico—pos
circulantes, enquanto que a protecac fol apenas de 286,3%. A vacina FLURY HEP
irativada, induzindo & um nivel médio de anticorpos circulantes igual a
1:3,2, possibilitou protegdo de 55,5%. guando inoculada intracerebralmente.

Extentendo ainda mails gstas comparacoes, verificamos que titulcs soro-neu -
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tralizantes relatlvamente proximos & 1:5,8, obtidos com o virus HEP modifi
cade, aplicado intramuscularmente, 1:4,47, obtide com o virus HEP modifica
do, inoculado intracerebralmente e 1:5,8, obtldo com a vacina tipo FUENZA-
LIDA injetada intramuscularmente, apresentaram niveis protetores muito di

ferentes, ou seja., 45%, 83,9% e 28,3%, respectivamente.

As diferengas observadas sugerem a existéncia de fatores de pra
tegdo local. Por outro lado, s comparagao dos niveis de protesgao entre o
virus FLURY HEP modificado e as vacings inativadas, confirmou a hipdtese
mencionada. 0 grupo inoculado com o virus FLURY HEP modificedo apresen tou

protegdo superior, especialmente o grupo inoculado intracersbralmente.

Quanto aos titulos de anticorpos detectados nos tres grupos, no
dos vacinados com o virus FLURY HEP modificado ndc houve concordancia en
tre protegadn e tftules médios de anticorpos. Em geral, os titulos medios
neutralizantes foram mais elevados e consistentes no grupo inoculada com
o virus FLURY HEP modificado; no entanto, os indices protetores verifica -
dos com os trés tipos de vacinas ndc sdo concordantes dentro dos grupos e

nem entre as vacinas (tabela VII),

Estas observagoes reforgam a sugestac anteriormente emitida so

bre a possibilidade da existéncia de ume protegao especifica do tecido ce

rebral, especialmente guando das inoculagOes intracerebrais cam o virus mo

dificado.

Os nossos resultados, ademais, sugerem a existéncia de outros
fatores envolvidos na protegdo dos animais inoculados. Estes fatores nao
podem ser imputados a presenca do interferon, pois este age somente duran
te um curto periodo apds a inoculagdn??’ 237 297 29 31. 33+ 350 8% 5 ey
ao nivel de anticorpos circulantes, segundo as dados constantes da tabela

VII e do grafico n® 1.

Dessa forma, conduzimos os experimentos cujos resultados estéo
sumarizados na tabela VIII, na gual a inoculagé&c intramuscular e intrace -
rebral em grupos de camundongos com as mesmas vacinas e mesmas doses utill
zadas no experimento constante da tabelas VII, procurou estabelecer a ativi
dade neutralizante deo tecido cerebral. Assim, pudemos verificar gque a ati-

vidade neutralizante deste tecido sobre o virus rdbice CVS, quando presen
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te, fol relativamente baixa, sendo somente demonstrada guando da inoculagac
do virus FLURY HEP modificado, especialmente quandc inoculado por via intra

cerebral (tabela VIII).

Houve concordancia entre protecdo, soro-neutralizagao e cérebro
neutralizagdo, no grupo inoculado intracerebralmente com o virus HEP modifi
cada, sendo este grupo gue apresentou a8 melhor protegéo (83,3%) (tebela s

VII e VIII).

Uma relativa concordancia entre protegdo e cerebro-neutraliza -
cdo foi verificada no grupo inoculada com a vacina FLURY HER, virus madifi-
cade, inoculado por via intramuscular, com a dose de J,3 ml. A protegac,nes
tg grupo,foi de 42,1%, apesar de um titulo serico menor do que 1:2 (tabe

las VITI e VIIL).

As vacinas tipe FUENZALIDA e FLURY HEF 1nativadas,em nossas con
digbes experimentais, ndc demonstiraram atividade indutora cerebro-neutrali-
zante, sugerindo que esté atividece, verificada com o virus mogificade vivo,

seja devida a sua replicazac no ecido cerebral.

As provas de imunofluorescenciz direta  tabela IX; parecsi g

monstrar gue o virus HEP pode ser encontrado no tecids cerebral, pelo menos

ate o 129 dia apds a sua incculagao, independendo da vie utilizada. A 3sus
multiplicagdo parece ocorrer durante um tempoc mais ou menos longo, em Tun
cac da via de inoculagdo. Quanto a intracerebral, verificamos gque, no  12°

dia, 70% dos camundongos apresentavam virus intracelulares, sendo este a
maximo periodo de observacac. fQuande dae inocculagac intramuscular aos C,3 ml
da suspensao do virus, 100% dos tecido cerebrais apresentaram reagso de imu
fluorescércia positiva, sendo observada e maior intensidade da reagic ne
49 dia apds a inoculacdc. Mo 12® dia, ndo foi constateda flucrescencia nos
tecidos. Os animais imoculades com 0,03 ml da suspensdo de virus, apreserta
ram £3% de positividade no 4% dia e o maximo de intensidade foil abgervado nc
8% dia. Esta dosagem possiblilitou melor persisténcia do virus nos  tecicos,
pois, no 12%¥ dia, 37,5% dos animais ainda demonstraram positividace da rea
Cao. A andlise da tabela VII cemonstra gue os animais que receberam aplica-
¢oes intramusculares apresentaram titulos de anticaorpos séricos 1:2 e de
1:5,8 nas doses de 0,3 {10G.C00 particulas) e de C,03 ml (1C.000 particu -
lzs), respectivamente. Estes valores sac, pelo menos aparentemente, parado-

xals e poderiam ser, provavelmente, relacionadcs a Dersisténcia do virus por
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maicr tempo nos tecidos, determinando um prolongamento do estimulo antigeni
co. Yistio que uma grande dose de antigeno poderis induzir a titulos preco -

25, neutralizando as virus e impe -

ces de anticorpos ou mesmo de interferan
dindo-os de se replicar durante um tempc malor no tecido cerebral. Uma com
provacdo dessa hipotese seria o desaparecimento do virus do tecido nervoso
a partir gdec 129 dis, nos animais inoculados intramuscularmente com a dose de
0,3 ml. Poderiamos admitir a ocorréncia de neutralizagéc relos anticorpcs
formados rapidamente (detectados a partir do 2¥ dia, conforme  demonstradc
par WIKTOR e cols.®® (1872), e em concentracoes relativamente elevadas num

dado periodo, devido ac maior numeroc de particulas virais presentes. Nao foi

observado fato semelhante guando da inoculagdo intracerebral,

Fstas observacgfes deverac ser ampliadas no futuro,pois,  sendo
compravadas, viriam indicar que, sob o ponto de vista imunclogico, rao se
ria interessante a administracac de doses excessivas de particiLlas virais

. A . Il . . .
ativas pars a imunizagac dcs anirmels sontra g raiva.

Cs animeis gue receberam inoculagdes intracerebrais demcnstra -
ram um titulc de anticorpos neutralizantes sericos ligeiramente inferior aos
vacinades com dose de J,03ml intramuscularmente; demonstraram, tambem, um
nivel de protégéo sensivelmente superior. Este nivel protetor mais eievado
poderia, prevavelmente, ser atrihbuido aoc tempo maiar de persistencia do qi
rus no tecido cerebral, o que peossibilitaria um estimulo antigénico mais
prolongade resultando, direta ou indiretamente, na presenga de fatores ou
anticorpos cerebrais em nivel mais elevado. Tal hipotese nos parece ser a

mais provavel, em fungao dos resultados apresentados na tabela VIII,

Uessa forma, de conformidade cam os rescltados por nds obtidos,
parace fue 05 antlcorpos neutralizantes em circulagdo nac representam o U

nico fator decisivo na profilaxis ca raiva.

Conforme gs trabalhos analisados no capitulo "LITERATURA CONSUL
TADA", verificamos que, na deenga naturalmente adquirida, o virus rabico po
de ser isolado do sangue circulante, durante o periodo clinica™*®. Nes
te sspecto, econduzimos nossas observagOes e os resultados obtidos cansti
tuem a tabela X. Pudemos verificar gue a inoculagao intracerebral, de san

gue total obtido de cobaias clinicamente raivasas em fase pre-agdnica ou

agorica, em camundongos de quatro a seis dias de idade, fol positiva para
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a presenga de virus em baixa fregilencia, pois na série de guatro provas

realizadas, somente em duas oportunidades pudemos detectar esta presenga.

Observa-se que, apesar da elevada suscetibilidade do camundongo
lactente ao virus da raiva segundo NILSSON e SUGAY 2 (1966); PILO-MORON e
cols.>" (1967)s BAGNAROLI e cols.? (1970), em nossas condigGes experimen -
tais, o isoclamento do virus a partir das cobaias raivosas ocorreu em baixa

fregliéncia (tabela X].

As observacgbes de gue dispomos, neste sentido, nao sdc suficien
tes para indicar se, realmente, o virus e ocasionalmentes encontrado no san
gue ou se ele nac & revelado devide a inexisténcia de técnicas mais sensi -

vels.
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&,  CONCLUSOES

Dos resultados experimentais por nos observades, parece licito

podermos tirar as seguintes conclusdes:

8.

1

8.2

8.

8.

4

as experimenta¢Oes conduzidas em cobaias, camundongas €
hamsters, parecem demonstrar que a inoculagdc intracerebral da
vacina preparada com a amostra FLURY HEP de virus rabico modifi
da, induziu a uma protegao substancialmente mais elevada do que

guando a vacina foil inaculada intramuscularmente;

em cobaias, a inoculagdo de guantidades iguais de particulas de
virus FLURY HEP modificado e de virus fixo inativado (vacina ti
po FUENZALIDA), pelas vias intramuscular e intracerebral, de
monstrou a superioridade de protegdo conferida peleo virus FLURY

HEF, especialmente guando inoculado intracerebralmente;

parece ser possivel gue haja replicagdo viral da amostra FLURY
HEP em tecidos do sistema nervoso central, pols camundongos ino
culados com o mesmo ndmero de particulas virais da amostra FLURY
HEP modificada, da amostra FLURY HEP inativada e de virus Fixo
inativado (vacina tipo FUENZALIDA), aplicadas intramuscular e
intracerebralmente, demonstraram gue a concentracdo de anticor-
pos na sangue nac & o unico fator responsavel pela protegdo das
animais frente ac efeito agressivo de um virus ”desafiante”. Os
testes de imunofluorescéncia direta, realizados no tecido cere-
bral, reforgam esta possibilidsde, pois o virus pode ser detec-
tado ate o 8% dia apds a inoculagac intramuscular e, pelo mencs,

ate o 12% dia apds a inoculacdo intracerebral:

os resultados observados nas provas de cerebro-neutralizagdo
nos possibilitam acreditar na existéncia de um ou mais fatores,
nas celulas do proprio sistema nervoso central, que apresenta m

acdo neutralizante para o virus rébicos:
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8.5 - Nossas experiéncias nos levam a crer gue o nivel protetor e tan
to mais favoravel, dentro de certos limites, guanto maior for

a persisténcia do virus ativo no tecido cersbral.
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