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INTRODUGAQ

Na raiva urbana, a espicie canina representa a princi-
pal fonte de infeccdo para 0 homems,15; assim, a preven-
¢do desta doenca baseia-se, fundamentalmente, na imuniza-
¢do ativa da populagdo canines,18,20,22) mediante a insti-
tuicdo de programas de vacinacdo em massa da populagao
canina, bem como, na apreensao e sacrificio dos cées er-
rantes20,22.

O nimero de casos de raiva canina e os verificados no
homem apresentam relacdo estreita, pois quando do contro-
le adequado da doenga no cdo, 0 numero de casos no ho-
mem cai proporcionalmente  bem como o ndmero de tra-
tamentos vacinais humanos pds-exposi¢éo 19 _

_Para que estes programas possam trazer os efeitos de-
sejados € necessario que as vacinas utilizadas tenham efi-
ciencia conhecida e comprovada® 3 e que confiram imunida-
de duradouralrs.

A vacina anti-rabica, Ere arada em cérebros de ca-
mundongos lactentes (FUENZALLD\ e PALAZIOS?,
1955), foi utilizada pela primeira vez em programas de imu-
nizacdo em massa, em 1961 no Chile, mais precisamente nas
cidades de Santiago e Valparaiso™O. Em 1964, os resultados
praticos destas campanhas de vacinagdo, concomitantes
com a erradicacao de cdes errantes, demonstraram sensivel
reducéo no nimero de animais raivosos”O.

SIKES e cols!6 (1971) realizaram estudo com a vaci-
na preparada em cérebros de camundongos lactentes obser-
vando 100% de sobrevivéncia ao “challenge” apos um ano
da sua aplicacéo e 80% ao final de 3 anos.

FIELDS e colsé (1976) também estudaram a duragéo
da imunidade conferida pela vacina anti-rabica preparada
em cérebros de camundongos lactentes, em ces primo vaci-
nados e em condicdes experimentais. Os resultados obtidos
por estes autores, %uando comparados aqueles obtidos por
SIKES e cols!6 (1971) para o mesmo tipo de vacina, evi-
denciaram comportamento  semelhante, —observando-se
100% de sobrevivéncia ao “challenge” 37 meses apos a apli-
cacdo da vacina.

A npartir dos resultados praticos das campanhas de va-
cinacdo em massa da populacdo canina, realizadas no Chi-
le20" ¢ daqueles obtidos em condicles experimentais por
SIKES ¢ colsl6 (1971), a vacina anti-rabica preparada em
cérebros de camundongos lactentes foi adotada em toda a
América Latina, e particularmente no Brasil, nos programas
de controle da raiva urbana 15,

Desta forma, o presente trabalho propde-se a estudar,
com o auxilio das provas de soroneutralizagéo (SN) e imu-
nofluorescéncia indireta (IFI), o comportamento da respos-
ta imunitaria de cées primo vacinados com a vacina anti-ra-
bica preparada em cérebros de camund_ongos lactentes e
mantidos em condigdes usuais no domicilio de seus proprie-
tarios, dada a elevada concordancia entre os resultados de
ambas as provas”,
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MATERIAL E METODOS

1. Material

Cées

Utilizaram-se 20 animais da espécie canina com ida-
des variando de 4 a 6 meses, sem antecedentes de vacinagdo
anti-rabica, cujas amostras de soros previamente submetidas
as provas de SN e IFI, comprovaram a condico de ndo por-
tadores de anticorpos anti-rabicos, simultaneamente a am-
bas as provas. Estes cies foram primo vacinados com uma
Unica dose de vacina anti-rabica preparada em cérebros de
camundongos lactentes e amostras de soro foram coletadas
21, 45, 60 ¢ 90 dias apos a aplicacéo da vacina. Os animais
foram mantidos nos domicilios de seus proprietarios em di-
ferentes locais do Municipio de S&o Paulo.

Vadna

Utilizou-se a vacina anti-rabica preparada em cére-
bros de camundongos lactentes” inativada pela p propiolac-
tona, aplicada por via subcutanea na dose de 2 mililitros por
animal. Este tipo de vacina pertencia a partida 05-76 do Ins-
tituto de Tecn_ologm do Parand (TECPAR), e o grau de po-
téncia, determinado pelo método de HabellO forneceu um
valor igual a 48.350 DL50-

2. Métodos
Soroneutralizacdo

Realizada de acordo com o preconizado por ATA—
NASIUI (1967), oscilando as DL50 do virus entre 10 e 40.

Imunofluorescéncia indireta
Realizada de acordo com & técnica de CAMARG04
(1967) e adaptacdo de ISHIZUKAU (1972).

RESULTADOS

~Atabela 1apresenta os titulos de anticorpos anti-ré-
bicos medidos pelas provas de SN e IFI, em diferentes pe-
riodos de tempo apds a primo vacinacao realizada com a va-
cina anti-rabica preparada em cérebros de camundongos lac-
tentes, com a finalidade de avaliar a resposta imunitaria in-
duzida por este imunogeno.

Da mesma forma, o grafico 1 mostra as curvas cons-
truidas a partir dos valores das medianas destes titulos, cal-
culadas com hase nos resultados obtidos com ambas as pro-
Vas éSN e IF1), segundo BERQUO e cols3 (1980) e constan-
tes da tabela 1.

DISCUSSAQ

A tabela 1 mostra os titulos dos anticorpos anti-rabi-
cos, medidos simultaneamente pelas provas de SN e IFI, de
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amostras de soros de cdes pnmo vacinados contra a raiva,
com vacina anti-rabica preparada com cérebros de camun-
dongos lactentes, coletadas aos 21, 45, 60 e 90 dias apds a
vacinagao. _

conjunto de dados referidos nesta tabela demonstra
que os valores dos titulos medidos pela prova de IFI sdo su-
periores aos da SN, enquanto que as oscilagbes verificadas
entre estes mesmos titulos sdo de menor intensidade quan-
do determinados pela IFI, ao contrério do que ocorre com
agueles obtidos pela SN. Em apenas uma amostra de soro
(animal ndmero 15) o resultado da prova de IFI demons-
trou a condicdo de ndo reagente enquanto que a SN eviden-
_C|ouI serlgo mesmo reagente e com um titulo de anticorpos
igual a 19.
: As oscilagdes dos titulos de anticorpos anti-rabicos,
determinados pela prova de SN, podem ser comprovados
pela andlise do comportamento destes titulos nos animais,
durante o periodo de observacdo. Assim, 0s soros dos cdes
de nimeros 1, 8 e 11, aos 60 dias apds a vacinagdo apresen-
taram titulos de anticorpos anti-rabicos inferiores aos deter-
minados aos 45 e 90 dias, sendo esta oscilagdo de baixa in-
tensidade, ao passo que, no caso do soro do animal de ng-
mero 7, com 0 mesmo tipo de comportamento, esta oscila-
¢do do titulo de anticorpos foi bastante acentuada. Estes
mesmos soros, quando avaliados pela prova de IFI néo apre-
sentaram nenhuma flutuacdo.

O soro proveniente do animal de ndmero 17, pela
prova de SN, demonstrou comportamento irregular, visto
que apresentou ascensdo do nivel de anticorpos num mo-
mento tdo distante quanto 90 dias, enquanto (iue pela pro-
va de IFI o valor dos titulos permaneceu estével durante to-
do o periodo de observagéo.

Os resultados obtidos pela SN, com as amostras de so-
ro do animal nmero 16, revelaram ter o mesmo, resposta
imunitaria nula, frente a vacina utilizada. Estes valores, po-
rém, sdo discordantes daqueles obtidos pela IFI, quando es-
te tipo de resposta foi traduzido por expressivos titulos de
anticorpos anti-rabicos, da ordem de 45, os quais se manti-
veram estéveis até 60 dias apos a vacinacdo, declinando ape-
nas aos 90 dias, quando atingiram valor igual a 5.

Comportamento semelhante foi verificado com as
amostras de soro do animal de ndmero 6, quando analisados
0s resultados obtidos pela SN. Assim, o animal so apresen-
tou resposta imunitaria a dpamr de 60 dias apds a vacinacdo,
enquanto que pela prova de IFI, esta resposta ocorreu ja aos
21 dias de observacdo mantendo-se 0s titulos estaveis até o
final do periodo . Estes mesmos tipos de comportamento
foram ainda observados nos animais de nimeros 19 (aos 60
e 90 dias) e 15 (aos 90 dias).

Estes tipos de comportamento, observados quando da
analise dos resultados obtidos pela SN, podem ser atribui-
dos as limitacGes impostas pela propria técnica®, principal-
mente aquela relativa a variabilidade apresentada pelos valo-
res da DL50 do virus empregado para a titulago dos soros,
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a5 quais embora adequadamente controladas oscilaram en-

tre 10 e 40.

O grafico 1 mostra as curvas obtidas através do calcu-
lo das medianas a partir dos resultados dos titulos de anti-

corpos anti-rabicos expressos na tabela 1.

A simples analise das curvas destas medianas evidencia
que, decorridos 21 dias da aplicacdo da vacina anti-rabica, o
valor das mesmas sofreu uma elevacdo de pequena intensi-
dade, ndo sendo a diferenca entre os valores determinados
por uma e por outra prova muito acentuada, embora o re-
gistrado pela IFI tenha sido ligeiramente superior ao da SN,
respectivamente iguais a 15 e 11. Aos 45 aias, registrou-se
uma ascensdo da mediana dos titulos determinados pela
IFI, cujo valor foi da ordem de 45, sendo muito superior
aquele obtido através da SN, o qual permaneceu igual a 11.
Aos 60 dias, o valor da mediana obtida através da IFI per-
manecia no mesmo nivel anterior: igual 45, enquanto que a
da SN sofria um declinio atingindo um valor igual a 5. Aos
90 dias, também, se observou o declinio da mediana dos ti-
tulos de anticorpos anti-rabicos determinados pela IFI a
qual atingiu um valor igual a 15, permanecendo inalterado
aquela da SN.

Desta forma, constata-se que os titulos de anticorpos
medidos pela SN encontram-se de fato aquém daqueles ob-
tidos pela IFI, tal como havia sido referido durante a discus-
sdo da tabela 1.

O perfil da curva correspondente a SN evidenciou que
as medianas dos titulos de anticorpos anti-rabicos atingiram
0 limite maximo de seu valor em 21 dias, porém a um nivel
de haixa intensidade, igual a 11, procedendo-se o declinio
da curva ja a partir dos 45 dias de observacdo, atingindo a
mediana seu valor minimo (igual a 5) aos 60 dias. Pela IFI,
a ascensdo ao limite maximo levou 45 dias, permanecendo o
valor da mediana estavel (igual a 45) até aos 60 dias apos a
vacmagéo, uando se iniciou a fase de declinio.

IKES e cols!6 (1971) testaram experimentalmente a
vacina anti-rabica preparada em cérebros de camundongos
lactentes, em um lote de 40 cAes da raca Beagle, comprova-
damente desprovidos de anticorpos anti-rabicos, mantidos
em condicBes de cativeiro durante todo o periodo de estu-
do (3 anos) inoculando-0s, por via intramuscular, entre 0s 9
e 05 12 meses de idade. A vacina utilizada, quando submeti-
da ao teste de poténcia, realizado através do método do
NIH 14 como é recomendado para qualquer vacina anti-rabi-
ca de uso humano, forneceu um valor antigénico igual a 1,5,
0u Seja, cinco vezes maior do que aéloténma minima reque-
rida para sua utlllzagao no homemls.

As amostras de soros dos animais em apreco, referen-

tes aos diferentes periodos de observacdo foram submetidas
a SN, evidenciando os resultados das medianas dos titulos
de anticorpos uma ascensdo de alta intensidade, ja aos 14
dias pés vacinagdo, tendo sido o valor igual a 280. Porém, a
partir deste ponto se iniciou o declinio da curva, atingindo

a0s 30 dias de observagdo um valor hgual a 69, 0 qual foi
aproximadamente 1/4 daquele registrado no limite maximo.

Esta fase de declinio processou-se lentamente até o final do
experimento quando a mediana acusou um valor inferior

FIELDS e cols6 (1976) em trabalho conduzido nos
moldes do experimento anterior, testaram 0 mesmo tipo de
vacina, em 24 caes sem raca definida, cujos titulos de anti-
corpos anti-rabicos determinados antes da vacinagdo, pela
SN, forneceram valores inferiores a 2. Estes animais tinham
idade superior a 12 meses e foram vacinados por via intra-
muscular com uma vacina cujo valor antigénico, determina-
do pelo método do NIH, foi igual a 3,0, ou seja, 0 dobro da
potencia da vacina utilizada por SIKES e cols!6 (1971).

Os resultados das medianas dos titulos de anticorpos
anti-rabicos induzidos por esta vacina, mostraram uma res-
posta imunitaria de alta intensidade ja aos 30 dias ap6s a va-
cinagdo, traduzida por um valor igual a 512. Aos 11 meses,
Fés vacinagdo, esta mediana sofreu um declinio, mas seu va-
or ainda se manteve em nivel elevado (igual a 146). Este
declinio foi mais acentuado aos 24 e 36 meses pos vacina-
¢80, quando as medianas atingiram, respectivamente, valo-
res da ordem de 19 e 6.

Quando da comparacdo dos perfis das curvas das me-
dianas dos titulos de anticorpos anti-rabicos, detectados pe-
la prova de SN, constatou-se que os valores obtidos neste
ex&erimento so muito inferiores aqueles dos trabalhos de
SIKES ¢ colslo (1971) e FIELDS e cols6 (1976). Por outro
lado, ja aos 45 dias ap0s a vacinagdo, a mediana dos titulos
de anticorpos atingia no presente estudo um valor igual a 5,
enquanto que, valores mais préximos a este, iguais a 6, s0
foram encontrados aos 24 meses por SIKES e colsl6 (1971)
e 205 36 meses por FIELDS e cols™ (1976).

No caso especifico do presente trabalho, a poténcia
da vacina utilizada foi determinada pelo método de HA—
BELIO, tendo fornecido um valor de 48.350 DL50, o qual
é considerado como satisfatorio para a aplicacdo em ani-
mais. No entanto, os resultados obtidos pela utlliza%éo des-
te método ndo apresentam correlacdo com aqueles forneci-
dos pelo método do NIH, empregado nos trabalhos experi-
mentais6,l  consequentemente, os valores antigénicos en-
contrados por um método e pelo outro ndo podem ser com-
parados”.

Embora este fato seja verdadeiro, os dados referidos
por aqueles autores™.I&" sugerem, que a poténcia das vaci-
nas por eles utilizadas era superior ao da testada neste expe-
rimento, podendo talvez, justificar assim a elevada magnitu-
de dos valores das medianas dos titulos por eles obtidos,
bem como a prolongada persisténcia destes titulos.

No estudo realizado por SIKES e cols!6 (1971). em
cées, a mediana dos titulos de anticorpos anti-rabicos, obti-
da através dos resultados fornecidos pela prova de SN, 12
meses ap0s a aplicacdo deste tipo de vacina, apresentava um
valor igual a 10, Quando estes animais foram submetidos ao
“challenge” registrou-se 100% de sobrevivéncia. No traba-
lho de FIELDS e cols” (1976) esta mediana do titulo de an-
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ticorpos, também obtida através dos resultados da prova de
SN, 11 meses aFos a aplicacdo da vacina, era igual a 146.0
“challenge” rea

Com hase nos resultados obtidos por SIKES e cols16

(1971) e FIELDS e cols6 (1976) a vacina anti-rabica, prepa-

rada em cérebros de camundongos lactentes, conferiu hoa
imunidade por 12 meses, sendo necessaria apenas uma Unica
dose da vacina, aplicada a partir dos 3 meses de idade do
animal22.

De acordo com RIBEIRO NETTOI" (1969), embora

a imunidade guarde estreita relagdo com a taxa de anticor-

pos, ndo se pode aquilatar, “a priori”, s¢ a intensidade da

resposta imunitaria é suficiente para proteger o animal con-
tra as doses infectantes usuais a 3ue estaria sujeito na natu-
e anticorpos ou a sua pre-

reza. De outra parte, a auséncia JUUERT
senca em nivel baixo, ndo equivale sempre a condicdo de
suscetibilidade.

Os anticorpos circulantes, embora ndo_sejam os Uni-
C0s responsaveis pela imunidade, tém participagdo impor-

tante na profilaxia da infeccdo rabical2, principalmente no
que concerne ao anticorpo neutralizante, comprovadamen-
te responsavel pela resisténcia a subsequentes “challenge”
com o virus da raiva2l,

Isto posto, causam apreensdo o resultados dos titulos
de anticorpos anti-rabicos obtidos tanto com a prova de SN

quanto com a prova de IFI, tal como foram observados nes-
te trabalho, dado_que, embora estes titulos pudessem ser in-

feriores aos referidos naqueles trabalhos experim entais6 16;
em funcdo, talvez, das possiveis diferengas de poténcia das

vacinas, ndo se pode compreender uma diferenga de magni-

tude tdo acentuada e um declinio tdo precoce, mormente
quando a medida mais eficiente para o controle da raiva ur-
bana consiste na realizacdo de campanhas de vacinagdo em
massa da populagdo canina e que o intervalo de tempo pre-
conizado entre uma vacinacdo e outra é de 12 meses20.
Estas constatagBes sugerem, portanto, a conveniéncia
de outras pesquisas, principalmente no sentido de se estabe-
lecer com mais propriedade estes intervalos de vacinagdo,
haja visto, que no caso especifico do trabalho em pauta, o
declinio da mediana dos titulos de anticorpos anti-rabicos,
obtida através dos resultados da prova de gN, registrou um
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izado somente apos a conclusao do experi-
mento, ou seja, 3 anos apds a aplicagdo da vacina, demons-
trou 100% de sobrevivéncia por parte dos animais vacinados.

valor igual a 5, ja aos 60 dias da aplicagdo da vacina. No
concernente ao esquema de vacinacao adotado para caes
primo vacinados, poder-se-ia considerar ainda a possibilida-
de da aplicacéo de uma dose de reforco, pois de acordo com
ATANASIU e cols2 (1968), quando da utilizagéo de antige-
nos inativados inoculados em uma Unica dose, a resposta
imunitaria ¢ menos intensa do que quando da aplicagdo fra-
cionada deste mesmo imundgeno.

CONCLUSOES

1- A vacina anti-rabica, preparada em cérebros de ca-
mundongos lactentes, determina em cdes primo vacinados
resposta imunitaria evidente ja aos 21 dias da inoculagdo.
Esta resposta avaliada pelas medianas dos titulos de anticor-
pos anti-rabicos ¢ de maior magnitude, quando medida pela
prova de IFI, comparativamente a prova de SN, no intervalo
de temfo compreendido entre 21 e 90 dias da vacinagdo,

~2—0 declinio acentuado de anticorpos anti-rabicos

medidos pelas provas de IFI e SN, em cdes primo vacinados

com vacina anti-rabica 8reparada em cérebros de camun-

dongos lactentes, apds 90 dias da vacinagdo, sugere a conve-
niéncia de se estudar com maior detalhe a duracéo da imu-
nidade induzida por esta vacina, para aquilatar-se da ade-
quacdo do intervalo de tempo entre as campanhas de vacina-
¢d0 em nossa populagdo canina, e se ndo haveria convenién-
cia de se aplicar dose de reforco em cées primo vacinados.
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TABELA 1 - Titulos de anticorpos anti-rabicos, se?undo as provas de soroneutralizagdo
(SN) e imunoflyorescéncia indireta (IFI) e o tempo decorrido da vacing-
¢do, em cées primo vacinados contra a raiva, com vacina preparada em cé-
rebros de camundongos lactentes, Sdo Paulo, 1980.

AMXAProva Soroneutralizaco Imunofluorescéncia indireta

L N 45 60 W0 A 45 60 %
1 13 19 5 BB B 45 45 15

2 125 8 10 8 13 45 5 5

3 § 19 1 5 1 15 15 15

4 3 125 125 5 45 135 135 15

5 15 11 1B 9 1% 45 5 5

6 <5 <5 5 5 5 45 45 45

! 125 125 19 125 135 135 45 45

8 1 10 5 1 15 45 45 15

9 12 5 5 5 15 45 45 15

10 65 5 5 5 5 45 45 15

1 45 45 5 B3 5 15 5 5

12 5 5 5 5 4 45 5 5

13 65 U 65 5 45 45 15 5

14 n 19 5 5 5 45 45 15

15 9 45 65 <5 <5 15 5 15

16 <5 <5 <5 <5 45 45 45 5

17 5 5 5 5 5 5 5 5

18 5 5 5 5 5 45 5 15

19 9 5 <5 <5 15 45 45 5

20 § 14 10 5 5 45 5 15
Mediana u u 5 5 15 45 45 15
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GRAFICO 1 - Medjana dos titulos de anticorpos anti-rahicos em s0708

0S contra a ralva com vacma
ecamundon 0s lactentes, sequ
e munofluoy

de caes primp acm%d
gara a em Cerebros

Paulo, 1980.

Titulos de Anticorpos
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s provas de soroneutralizacdo (SN
cla Indireta (IF1) e tempo decorrido 0a vacinago, Sao
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