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VACINA ANTI-RÃBICA TIPO "FUENZALIDA" MODIFICADA 

(Cinco anos de Produção e Observações) 

Helio L. MARKUS (1 ), Gilberto o. JOBIM (2 ) e Maria do Carmo Landell àe MOURA (3 ) 

RESUMO 

São apresentados os resultados, após 5 anos de produção e aplicação no ho
mem, de uma vacina anti-rábica tipo "Fuenzalida" modificada, obtida de encéfalo 
de camundongos lactentes infetados por via cerebral com vírus fixo e inativado pela 
B-propiolactona. 

a) 
índices 
DL5o• 

Tôdas as 36 partidas, provadas mediante o teste de Habel, apresentaram 
de proteção que variavam de mais de 100. 000 DL50 a mais de 3. 000. 000 

b) Não se registrou nenhum insucesso de vacinação entre as 53. 715 pessoas 
que receberam 14 inoculações diárias de 1 ml por via subcutânea e doses de refôrço 
no 10.0 e 20.º dia após a série. Nenhuma destas pessoas recebeu sôro anti-rábico. 

c) Foram notificados três casos de acidentes pós-vacinais, todos de natureza 
leve. 

d) Partidas experimentais de vacinas dessecadas com um diluente protetor 
à base de PBS, gelatina e sacarose, mantiveram-se estáveis à temperatura ambiente 
e a 5°C durante um período de, pelo mtnos, 4 anos e 5 meses. 

e) · Num estudo de vacinação preventiva, usando-se um esquema reduzido de 
3-4 doses, verificou-se a formação de anticorpos contra o vírus da raiva em 100% 
dos 57 voluntários, já aos 30 dias após a primeira dose. 

f) Os Autores concluem que se trata de uma vacina de alto poder antigênico, 
muito segura e de baixo custo, necessitando, tão somente, de uma purificação a fim 
de eliminar os riscos inerentes a todos os produtos biológicos produzidos in vivo. 

INTRODUÇÃO 

A vacina anti-rábica preparada com vírus 
fixo obtido de encéfalos de camundongos lac
tentes e inativada pela luz ultravioleta, in
troduzida em 1954 por FUENZALIDA & PA
LACIOS, em virtude de sua elevada potência 
antigênica, rendimento, baixo custo do mé
todo de elaboração e raramente causando 

complicações neurológicas, vem sendo ado
tada pela maioria dos laboratórios oficiais e 
mesmo particulares da América Latina para 
a profilaxia da raiva humana 6

• 

O Instituto de Pesquisas Biológicas (IPB) 
do Rio Grande do Sul, Brasil, responsável 
pela produção de vacina anti-rábica para uso 

Trabalho realizado no IPB do Rio Grande do Sul, Brasil 
(1) Médico-Veterinário - Chefe dos Laboratórios de Produtos Biológicos do IPB e Prof. Titular 

de Histologia das Faculd.ades de Veterinária da UFRGS e Católica de Medicina de Pôrto 
Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil 

(2) Médico-Veterinário - Laboratório de Raiva do IPB. 
(3) Farmacêutica - Laboratório de Raiva do IPB. 
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humano neste Estado, iniciou em julho de 
1965, a fabricação de uma vacina tipo 
"Fuenzalida" porém inativada pela beta-pro
piolactona ( BPL) . Os resultados parciais 
obtidos com esta vacina, já foram publica
dos 14

• 

O presente trabalho tem como objetivo 
apresentar as observações após 5 anos de 
produção e aplicação do citado produto no 
lwmem. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Vacinas líquúlas - As vacinas utilizadas, 
foram elaboradas segundo método já descri
to 14 e consistiam bàsicamente de uma sus
pensão a 2% de encéfalo de camundongo lac
tente inoculado por via cerebral com vírus 
fixo, em solução fisiológica, inativada pela 
BPL a 1 :4.000 e adicionada de mertiolato a 
1:10.000. 

A partir de 1967, passou-se a usar uma 
suspensão de apenas 1% de substância ence
fálica. 

Vacinas dessecadas - Experimentalmente, 
o ÍPB produziu algumas partidas de vacinas 
dessecadas. O método também já foi descri
to anteriormente 14 e consistiu bàsicamente 
na incorporação de um diluente protetor 
constituído de PBS a um pH de 7,2, saca
rose e gelatina. 

Duas partidas, a CL-6 liofilizada em -
9.02.1966 e a CL-9 liofilizada em 14.06.1966, 
foram estocadas em diferentes condições de 
temperatura _para avaliação de sua estabili
dade. A primeira foi mantida a 5ºC, 37ºC 
e à temperatura ambiente e testada no pró
prio IPB. A partida CL-9, foi enviada ao 
Centro Panamericano de Zoonoses ( OPS/ 
OMS) para as provas de contrôle. O tipo 
da prova de potência utilizada foi o de Ha
hel, sendo a vacina, após reconstituição com 
água destilada, diluída a 0,2% para a imu
nização dos camundongos. 

Vacinação pr,eventiva no homem com a 
vacina líquida do IPB 

Cincoenta e sete voluntários, estudantes da 
Faculdade de Veterinária da Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), fo-

ram divididos em 6 grupos, a fim de se es
tudarem as respostas sorológicas após a apli
cação de diferentes esquemas de vacinação. 

Grupo 1 - Consistiu de 18 indivíduos que 
receberam 4 doses de vacina, 1 mi, por via 
subcutânea, com inoculações nos dias 1, 2, 
3 e 9. 

Grupo 2 - Consistiu de 13 indivíduos, 
vacinados com 3 doses nos dias 1, 2 e 3. 

Grupo 3 - Consistiu de 11 indivíduos, 
vacinados com 3 doses nos dias 1, 3 e 5. 

Grupo 4 - Consistiu de 9 indivíduos, 
vacinados com 3 doses nos dias 1, 7 e 14. 

Grupo 5 - Consistiu de 4 indivíduos, 
vacinados com 3 doses nos dias 1, 7 e 14 e 
uma dose de refôrço no 45.0 dia. 

Grupo 6 - Consistiu de 12 indivíduos 
que receberam 4 doses de vacina nos dias 1, 
3, 5 e 12. 

Nenhum dos indivíduos tinha história de 
vacinação anti-rábica prévia. A partida da 
vacina usada foi a de n. 0 27, após 5 meses 
de estocagem a 5°C e com uma potência an
tigênica, pelo teste de Habel, superior a 
320. 000 DL50 ao ser liberada. 

Soros - Amostras de sangue foram colhi
das em tôrno do 30.º dia após a primeira 
dose de vacina de todos os pacientes com 
exceção do Grupo 5, dos quais foi retirada 
uma amostra sàmente no 60.0 dia após a l.ª 
dose. Após separação e inativação a 56ºC 
durante 30 minutos, os soros foram estoca
dos a -30ºC até serem testados. 

Sôro-neutralização - Foi usada a técnica 
descrita em Laboratory Techniques in Ra
bies 1

• Os soros dos grupos 2, 3, 4 e 5 fo
ram diluídos de modo a obter-se, após a adi
ção de partes iguais de vírus CVS, uma di
luição de 1 :2 ( teste qualitativo) . Com o 
sôro de 5 indivíduos do Grupo 1, escolhidos 
ao acaso e de 5 indivíduos do Grupo 6, tam
bém tomados ao acaso, foi feita uma prova 
quantitativa, diluindo-se os soros de maneira 
a obter-se, após a adição de partes iguais de 
vírus CVS, diluições de 1 :5 até 1 :625. O 
vírus foi diluido de maneira a obterem-se no 
final 25 DL5o teóricas. 
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RESULTADOS 

Vacina líquida: a) Foram produzidas até 
o presente cêrca de 860. 000 doses de 1 mi 
de vacina líquida, num total de 36 partidas; 
h) Quanto à potência antigênica proporcio
nada por tôdas as partidas de vacina, quan
do provadas em camundongos mediante o 
teste de Habel apresentaram elas índices de 
proteção que variavam de mais de 100. 000 
DL5o a mais de 3. 000. 000 DL5o; c) Sub
meteram-se ao tratamento anti-rábico com 
esta vacina até a presente data, 53. 715 pes
soas, que receberam 14 inoculações diárias 
de 1 ml por via subcutânea e doses de refôr
ço no 10.º e 20.º dia após a série; d) Ne
nhuma dessas pessoas recebeu sôro anti-rábi
co; e) Não houve registro de nenhuma 
morte entre os indivíduos vacinados e que 
pudesse ser atribuída à uma falha de vaci
nação; f) Tomamos conhecimento de três 
casos de acidentes pós-vacinais de ordem 
neurológica e as curas, após tratamento, pro
cessaram-se sem seqüelas. 

V ucinas dessecadas ( teste de potência) -
A partida CL-6, após sua liofilização, apre
sentou um índice de proteção no teste de 
Habel superior a 970. 000 DLr,o. O título 
do vírus CVS de confrontação dos camun
dongos vacinados foi de 10-6 • 

94 DL50 , quan
do calculado pelo método de Reed e Muench. 

Em 15. 05. 70, foi colhida ao acaso uma 
amostra da partida CL-6, mantida à tempe
ratura ambiente, mostrando uma potência pe
lo teste de Habel superior a 1. 600. 000 DL50, 
O título do vírus CVS usado para a agressão 
foi de 10-1

, 
2º DL50. 

Em 12. 06. 70, foram colhidas ao acaso 
uma amostra da mesma vacina mantida a 
5°C e a 37°C. Os índices de proteção obser
vados no mesmo teste já indicado foram res
pectivamente de: superior a 320. 000 DL5o 
para a amostra mantida a 5°C e de 11. 000 
DL50 para a amostra mantida a 37ºC. O ví
rus CVS de confrontação tinha um título de 
10-6, 

50 DL5o• 

A partida CL-9, testada em 14. 07. 70 pelo 
Centro Panamericano de Zoonoses, conferia 
uma proteção superior a 3. 091. 000 DL5o 
quando confrontados os camundongos vaci
nados com 10-7

, 
49 DL50 de vírus CVS. 
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Em comunicação posterior, recebida do 
mesmo Centro, mostrou que a mesma parti
da manteve seu título pràticamente inaltera
do quando conservada na estufa a 37ºC até 
10 meses. 

Vacinação preventiva - Na dosagem qua
litativa efetuada com os soros dos indivíduos 
vacinados dos grupos 1, 2, 3, 4, 5 e 6, veri
ficou-se a presença de anticorpos neutrali
zantes contra o vírus rábico em todos os in
divíduos de todos os grupos, isto é, em to, 
dos os 5 7 voluntários, com títulos iguais ou 
superiores a 1 :2. 

A dosagem quantitativa de 5 soros do 
Grupo 1, indicou: 

I.M.S. 
G. F. maior do que 
L.A.R. 
Z.J.M. 
A.J.P.A. 

Média: maior do que 1 : 181 

1 :125 
1:625 
1:53 
1:53 
1 :53 

A dosagem quantitativa de 5 soros do 
Grupo 6, mostrou: 

R.K. 
E.K. maior do que 
Y.R.L. 
Q.C. 
C.M.O. 

Média: maior do que 1 :238 

DISCUSSÃO 

1:45 
1:625 
1:270 
1:125 
1:125 

Os participantes do "l.º Seminário Inter
nacional sôbre Raiva para as Américas", rea
lizado em setembro de 1967, na cidade de 
Buenos Aires, Argentina, no seu Informe Fi
nal, chegaram à seguinte conclusão com re
ferência às vacinas para uso humano - "O 
consenso dos participantes é o de que no 
momento atual, a vacina que melhor cumpre 
com os requisitos de segurança, pot,~ncia e 
baixo custo, é a vacina de camundongo lac
tente inativada com raios ultravioleta ( Fuen
zalida e Palacios). Espera-se que os méto
dos de purificação em desenvolvimento, per
mitirão reduzir ainda mais os possíveis riscos 
da mesma". 
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Segundo KAPLAN 9
, a seleção de um tipo 

particular de vacina para uso e produção 
muitas vêzes oferece um dilema. Isto po
rém, pode ser fàcilmente resolvido se consi
derarmos que o principal objetivo da vacina 
anti-rábica é o de proteger contra a raiva. 
Tôdas as outras considerações são secundá-:
rias, embora o problema dos acidentes para
líticos, por exemplo, deva ser considerado co
mo importante. Continua dizendo: "O pri
meiro princípio consiste em jamais admitir
se vacinas de baixa potência, em detrimento 
de outras virtudes como a estabilidade e au
sência de fator paralítico. O laboratório de
verá ter como alvo, produzir o maior con
teúdo antigênico na menor quantidade possí
vel de proteína estranha". 

Ora, os resultados obtidos após 5 anos de 
produção e aplicação de vacina de camun
dongo lactente inativada pela BPL, permite
nos afirmar que esta preenche perfeitamente 
os requisitos de segurança, potência e baixo 
custo da vacina original de Fuenzalida e Pa
lacios, além de constituir-se num produto do 
maior conteúdo antigênico aliado à menor 
quantidade de material estranho que se pode 
obter com vacinas não purificadas. 

A beta-propiolactona (BPL) usad_a na va
cina como agente inativante, já vem sendo 
usada desde 1956 na elaboração da vacina de 
ôvo embrionado de pata 11 e como bem mos
traram F A YET & col. 4, trabalhando com vírus 
da febre aftosa, a BPL é agente destituído 
de qualquer risco pois não provoca qualquer 
reação no organismo que recebe a vacina, em 
virtude da substância química de inativação 
desaparecer totalmente do meio. Verifica
ram, ainda, êstes Autores que a BPL não 
possui ação sôbre o vírus já inativado, que a 
reação de inativação é irreversível e, final
mente, que a ação da substância parece exer
cer-se sôbre o RNA do vírus. 

GODOY, cit. p. 6, em ensaios de vacinação 
realizados em voluntários do Centro Pana
mericano de Zoonoses, mediante o uso da va
cina de Fuenzalida e Palacios e com esque
mas reduzidos de 3-5 doses, verificou a for
mação de uma alta taxa de anticorpos em 
100% dos indivíduos já aos 21 dias após a 
1.ª dose de vacina. 

Os estudos por nós realizados, com 57 vo
luntários, estudantes de Medicina-Veterinária, 

embora ainda não completos, confirmam ês
tes resultados, pois obtivemos resposta de an
ticorpos em 100:% dos indivíduos vacinados, 
sendo que os títulos encontrados nos soros 
dos Grupos 1 e 6, foram semelhantes aos ob
tidos com a vacina usada por GonoY. 

É necessário assinalar que êstes resultados 
oferecidos por vacinas de encéfalo de ca
mundongos lactentes na vacinação preventi
va do homem, usando-se esquemas reduzidos 
e sem doses de refôrço, não se obtiveram 
com outras vacinas para uso humano exis
tentes no mercado 16

• 

SELIMOV & col. cit. p. 17 em 1959, relata
ram que as propriedades imunogênicas de 
vacinas fenoladas podiam ser preservadas pe
la liofilização. VEERARAGHAVEN & SUBRAH
MANYAN 17 em 1961, verificaram que as vaci
nas contendo um aditivo de gelatina e saca• 
rose em solução tamponada com fosfatos a 
um pH 7,2, quando liofilizadas, possuiam 
elevados valôres antigênicos e retinham sua 
antigenicidade melhor do que as vacinas lí
quidas estocadas nas mesmas condições. 

ATANASIU & col. 2
, compararam três vaci

nas liofilizadas, com respeito à formação de 
anticorpos neutralizantes em cobaios. A pri
meira, era uma vacina tipo Fermi obtida de 
encéfalo de carneiro infetado. A segunda e 
a terceira foram elaboradas a partir de encé • 
falos de camundongos lactentes e inativadas 
pela beta-propiolactona. A última, foi liofi
lizada com um diluente protetor à base de 
gelatina e sacarose. Os Autores concluiram 
que esta se mostrou mais antigênica. 

Como podemos notar, as vacinas experi
mentais dessecadas, elaboradas pelo IPB, são 
justamente vacinas do tipo das testadas pelos 
Autores acima citados, isto é, obtidas de en
céfalo de camundongos lactentes infetados 
com vírus fixo, inativadas pela BPL e liofili
zadas com um diluente protetor à base de 
PBS, sacarose e gelatina. 

Quanto à estabilidade que apresentam as 
vacinas dêste tipo, bem dizem os testes rea
lizados, pois amostras estocadas em diferen
tes condições de temperatura, mostraram-se 
estáveis após um período de 4 anos e 5 me
ses, notando-se uma queda no título sàrrtente 
na amostra da vacina mantida a 37ºC. 
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Já em 1947, KABAT & col., TH0MAZ & col. 
e outros, cits. p. 14 provaram que as substân
cias responsáveis pela encefalomielite alérgi
ca experimental (EAE) e presumivelmente 
pelos acidentes pós-vacinais do homem, não 
existem no tecido nervoso de embriões ou 
mamíferos recém-nascidos. 

SvET-MOLDA VSHIJ & col. cits. p. 13 em 
1965, comprovaram que o encéfalo de ca
mundongo lactente não possui o fator ence
falitogênico antes dos 12 dias após o nasci
mento·;-- enquanto que coelhos, carneiros e co
baios já apresentam o fator dentro de 2 dias 
após o nascimento. 

No atual estágio de conhecimento, sabe-se 
que êste fator encefalitogênico é constituído 
pela mielina que é injetada juntamente com 
o antígeno desejado ( vírus fixo inativado). 
É justamente por esta razão que surgiram as 
vacinas de ôvo embrionado de pata e de 
Fuenzalida e Palacios, a primeira utilizando
se de embriões de aves e a última de encé
falo de camundongo lactente, ambas, teorica
mente, livres de mielina no momento da sua 
utilização para a elaboração do produto imu
nizante. 

GrnBs & col. 8
, demonstraram ser a eletro

encefalografia a maneira mais precisa e sen
sível de detectar as alterações neurológicas 
produzidas por um processo de auto-agres
são, uma vez que a pessoa esteja sensibiliza
da pela mielina contida na vacina. 

FRANCISCONI 5
, utilizando o método de 

Gibbs, realizou um estudo em 21 pessoas va
cinadas com a vacina do IPB; em uma delas, 
surgiu um foco paroxístico de descarga neu
ronal, revelado unicamente através do EEG 
de contrôle. Êste achado, não pôde porém, 
ser considerado estatisticamente significativo. 

Como poderíamos então explicar a notifi
cação de três casos de acidentes pós-vacinais 
ocasionados pela nossa vacina? 

Vejamos algumas considerações acêrca da 
formação da mielina: "Na ontogênese a 
mielina aparece relativamente tarde, e o pro
cesso de mielinização somente se completa al
gum tempo após o nascimento. Em geral, 
os estudos pela microscopia eletrônica, sus
tentaram a interpretação da organização mo

Jecular da mielina, mostrando, além disso, 
que as camadas alternadas de diferentes lipí-
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deos e proteínas, são de fato camadas suces
sivas da membrana plasmática da célula de 
Schwann que se enrola em tôrno do axô
nio" 3

• Existe menos acôrdo geral sôbre os 
mecanismos de formação da mielina no sis
tema nervoso central (SNC). A célula im
plicada neste processo é o oligodendrócito das 
células neurogliais características do SNC. 
Os estudos atuais com a microscopia eletrô
nica, sugerem que a mielinização central pa
rece ser bàsicamente similar à periférica, o 
que implica num movimento de rotação dos 
processos gliais ao redor do axônio central 15

• 

Nas aves, a mielina também já se forma no 
embrião, pois GEREN 7, mediante um estudo 
pelo microscópio eletrônico, mostrou que em 
embriões de galinha de 14-15 dias de in
cubação, já se encontram 2-12 camadas de 
membrana plasmática da célula de Schwann 
enroladas ao redor do axônio de determina
das fibras nervosas, enquanto que em em
briões de 18 dias já se encontravam até 24 
camadas. Como se verifica, a chamada mie
lina, que na realidade é constituída por ca
madas de membrana plasmática da célula de 
Schwann ou do oligodendrócito, conforme se 
trate do sistema nervoso central ou sistema 
nervoso periférico, existe já no embrião e no 
animal recém-nascido, muito embora em es
cala menor do que no animal mais idoso. 
É lícito pois, afirmar-se que as complicações 
neurológicas devem ser muito raras com o 
emprêgo de vacinas do tipo de embrião de 
ave (vacina de ôvo embrionado de pata) e 
de camundongo lactente, mas que, por outro 
lado, êstes acidentes jamais poderão ser eli
minados totalmente. Uma mielite dorso
lombar sofrida por um paciente tratado com 
vacina de embrião de_ pato 12 e os três casos 
de acidentes relacionados com a nossa vaci
na, servem para ilustrar o que acima disse
mos. Além disso, como diz FRANCISC0NI 5 

é lícito esperar-se em indivíduos que acumu
lem as condições de antecedentes alérgicos e 
de grandes "reatores" aos antígenos da vaci
na, a apresentação de reações imuno-alérgi
cas reveladas, às vêzes, unicamente num ní
vel subclínico e detectada então somente 
através do EEG de contrôle. 

Finalmente, a título de comparação, e pa
ra que possamos aquilatar o que representam 
três casos de acidentes pós-vacinais de natu
reza leve em 53. 000 pessoas tratadas com 16 
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,doses de vacina tipo Fuenzalida modificada, 
necessário se torna dizer que somente na ci
,dade de Buenos Aires, Argentina, entre os 
anos de 1961 e 1963, antes de iniciar-se o 
uso da vacina de Fuenzalida e Palacios, se 
produziu, em média, uma morte devida a 
acidentes pós-vacinais, em cada 2. 000 pes
soas vacinadas 10

• É recomendável, entretan
to, que se prossigam com os estudos já ini
<Ciados por SrKES & LARGHI 13 no sentido da 
·obtenção de um método que possa ser usado 
·em escala industrial para a purificação das 
vacinas do tipo de encéfalo de camundongo 
lactente. 

SUMMARY 

Modified antirabiles vaccine of the 
"Fuenzalida" type 

The Authors report their main findings 
-0ver a period of five years of human vacci
nation with a modified antirabies vaccine of 
the "Fuenzalida" type. Fixed virus was 
grown in suckling mouse brain and inacti
vated by B-propiolactone treatment. Habel's 
test has shown that the protection afforded 
by the 36 batches of vaccine ranged from 
over 100 000 DL5o to more than 3 000 000 
DL50 • Not a single case of unsuccessful 
vaccination has been reported amongst the 
53 715 suhjects vaccinated by subcutaneous 
route with 1 mi daily doses for 14 days, 
followed by a booster dose on the 10th and 
again on the 20th day following the 14 day
vaccination schedule. None of the patients 
had ever received antirabies serum. Three 
cases of post-vaccinal accidents occurred, ali 
·of them of a rather benign character. Ex
perimental batches of desiccated vaccine 
added of a protective diluent of PBS, gelatine 
and sucrose retained their full potency both 
when kept at room temperature and at SºC 
over a minimal period of 4 years and 5 
months. ln a study of prophylactic vacci
nation with a reduced scheme of 4 to 5 do
ses, specific neutralizing antibodies could be 
demonstrated in 100 per cent of 57 subjects, 
:S0 days after the first vaccine. 

The Authors conclude that the vaccine un
der consideration if of high antigenic po
tency, very reliable and of low cost. Its 

further purification to eliminate the risks 
inherent to most biological therapeuticals 
produced in vivo, is obviously desirable. 
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