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RESUMO

O diagnostico da raiva baseia-se na reagé&o de Imunofluorescéncia direta
(IFD) e Inoculagao intracerebral em camundongos (IC). Atualmente varios
trabalhos vem sendo realizados utilizando a reagdo em cadeia pela
polimerase (PCR) no diagndstico da raiva com resultados promissores. O
presente trabalho pretendeu estudar a distribuicdo do virus rabico
utiizando a reagdo de PCR, em camundongos inoculados
experimentalmente. Foram inoculados 150 camundongos, por via
intramuscular, com virus rabico de rua. Grupos de cinco animais foram
sacrificados em diferentes tempos, sendo colhidos fragmentos de
musculos dos membros posteriores e anteriores direitos e esquerdos,
bexiga, rim direito e esquerdo, baco, figado, pulméo, glandula salivar,
cérebro e medula. Os materiais foram processados pelas técnicas de IFD,
IC e PCR. Resultados positivos foram obtidos a partir do 5° dia pos-
inoculagdo em medula, seguida pela deteccdo em cérebro, glandula
salivar, membros, pulmao, figado, bago, bexiga, lingua e rim direito no 10°
dia pds-inoculacao utilizando as diferentes técnicas. A reacdao de PCR

demonstrou ser eficaz para o estudo da distribuig&o viral.

Palavras-chave: Imunofluorescéncia direta (IFD), PCR, Raiva, Patogenia
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Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT:

Rabies diagnosis is routinely based in Fluorescent Antibody Technique
(FAT) and Intracerebral Mouse Inoculation Technique (MIT). Recently, the
Polymerase Chain Reaction (PCR) has been evaluated as a diagnostic
method with good results. The aim of this work was to evaluate rabies
virus distribution in mice experimentally inoculated using the Polymerase
Chain Reaction. It was realized the inoculation of 150 mice with street
rabies virus using intramuscular route. Groups of 5 animals were sacrificed
in different moments and several tissues and organs were collected. The
materials were processed by FAT, MIT and PCR. Rabies virus was
detected first at spinal cord on the 5™ day post inoculation , followed by
brain, salivary gland, lung, kidney, foot pad, spleen, bladder and tongue
after the 10" day. The Polymerase Chain Reaction demonstrated efficacy

for rabies virus distribution study.

KEY - WORDS: Rabies, PCR, Fluorescent Antibody Technique,

Intracerebral Mouse Inoculation, Pathogenesis.
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1. INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

A raiva é uma doenga infecto-contagiosa que acomete o
sistema nervoso central (SNC) de todos os mamiferos, incluindo o homem
(PITZCHKE, 1998), quase sempre fatal, transmitida por mordeduras ou
através de lesdes de pele contaminada com saliva de animal raivoso
(BLOOD et al., 1991).

A enfermidade é conhecida desde o século XXIV a.C.,
através do codigo de Eshmuna da Mesopotamia e, mais tarde, no século
IV a.C. é relatada a forma clinica da enfermidade por Demacritus (SILVA,
2000) e a transmissdo pela mordedura de céo raivoso, por Aristoteles
(NOVA et al., 1996). Cornelius Celsus foi o primeiro a descrever a raiva
em humanos e criou o termo hidrofobia (KOPROWSKI, 1995).

Na Europa, os primeiros relatos de raiva em céaes
apareceram em 1029, na Gra-Bretanha, e nas Américas foram
observados desde o século XVIIl. Zinke demonstrou a infecciosidade da
saliva dos cdes em 1804. Gruner e Salm, em 1913, e Magendie e
Brescher, em 1821, demonstraram, respectivamente, a infecciosidade da

saliva dos herbivoros e dos humanos (SILVA, 2000).

O periodo de 1881 a 1885 é considerado a ERA
PASTEURIANA, pois ocorreram sucessivos eventos através do
pesquisador Louis Pasteur, onde foram realizados os primeiros informes
sobre raiva, como, por exemplo, o uso do sistema nervoso dos animais
para estudos sobre a enfermidade; passagens sucessivas do virus do cao
para 0 macaco e entre macacos, na tentativa de reproduzir a doengca em

primatas; a obtengdo do chamado "virus fixo", através da atenuagédo do



virus rabico; os primeiros relatos sobre vacinag¢des e importantes estudos
no campo da imunidade (GUERREIRO, 1981).

O agente da raiva € um RNA-virus pertencente a Ordem
Mononegaviralis, classificado na familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus
(PRINGLE, 1991). Possui uma estrutura cilindrica em forma de “projétil de
revolver’, com uma extremidade plana e outra arredondada, com
aproximadamente 180 nm de comprimento por 75 nm de diametro
(MURPHY, 1991).

Possui um envelope composto por uma bicamada lipidica,
a qual estdo associadas duas proteinas: a proteina M de membrana,
importante na regulacdo da replicagao viral (SOKOL et al, 1971;
DELAGNEAU et al, 1981; TORDO et al, 1986) e a proteina G, uma
glicoproteina presente na membrana, responsavel pela adsorg¢do viral e
por induzir a formagdo de anticorpos neutralizantes em individuos
vacinados (TORDO e POCH, 1988).

O RNA genbmico do virus rabico € composto de uma fita
simples (unica), ndo segmentada, de polaridade negativa, com simetria
helicoidal (HAGAN e BRUNER, 1988), na qual estdo presentes duas
outras proteinas virais: proteina L (large), que corresponde a RNA-
polimerase do virus, responsavel pela transcricdo e replicagcdo do genoma
viral e a proteina N (proteina de nucleocapsideo), que corresponde a 32%
da constituicdo protéica do virus, importante no processo de
encapsidacao, estando intimamente ligada ao genoma viral (TORDO et al.
1986).

O género Lyssavirus é bastante grande, porém apenas

seis espeécies pertencem ao grupo do virus da raiva, sendo essas



espécies classificadas segundo bases sorolégicas e antigénicas (W.H.O.,
1992).

As amostras classicas do virus rabico, incluindo as de
virus de rua e as de virus fixos, sdo representadas pelo genotipo |
(SCHNEIDER et al, 1975; BOURHY et al, 1990). Também os virus

isolados de morcegos das Américas pertencem a este genotipo.

O genotipo Il é representado pelo virus "Lagos Bat"
isolado de morcego frugivoro na Africa (BOULGER e PORTEFIELD,
1958; KING e TURNER, 1993). O genotipo Ill é representado pelo virus
Mokola isolado de musaranho e de um homem na Africa. O genotipo IV é
representado pelo virus Duvenhage, isolado de morcego insetivoro e de
um homem na Africa (MEREDITH et al, 1971) e os genotipos V, VI e VII
correspondem ao "European Bat Lyssaviruses" (EBL 1 e EBL 2), que
foram isolados de morcegos na Europa (SCHNEIDER, 1982) e
atualmente o "Australian Bat Lyssavirus" (ABLV), que foi caracterizado por

analise da sequéncia de genes, na Australia (GOULD et al, 1998).

A principal via de ingresso do virus da raiva é
transcutanea, pelo contato direto, através de mordida de animais raivosos,
ou portadores, que estejam eliminando o virus pela saliva (KOPROWSKI,
1995). Infecgbes por meio de contaminagao de ferimentos séo raras. A via
respiratoria também pode levar a doencga, devido ao ingresso em
cavernas com grande concentragdo de morcegos, e em laboratérios onde
o risco de infeccdo é grande (CONSTANTINE, 1967; WINKLER, 1968;
WINKLER et al., 1972; TILLOTSON et al., 1977).

Ha evidéncias, que indicam que o virus rabico replica-se
em miocitos, no sitio de inoculagdo, antes de penetrar em nervos

periféricos. A replicacdo em midcitos, apds a inoculagdo, pode ser um



fator contribuinte pela variedade do periodo de incubagdo. Quando o
periodo de incubacdo € curto, o virus pode invadir o sistema nervoso
periférico logo apos a inoculagdo, com replicagdo limitada em tecidos
extraneurais (MURPHY et al., 1973a; MURPHY et al., 1973b; CHARLTON
e CASEY, 1979, 1981; MATSUMOTO e KAWAI, 1982; KOPROWSKI,
1995).

A ligagao e a penetragao do virus nas células musculares
ndo tém sido demonstradas "in vivo", mas, com facilidade, culturas
celulares podem ser infectadas "in vitro", o que sugere a adesao do virus
as células, mediada por moléculas de glicoproteina viral e receptores na
superficie, ocorrendo em seguida a penetragao do virus por fusdo com a
membrana plasmatica celular ou por endocitose. Dentro da célula, o pH
acido da vesicula endocitica ativa a fusdo da membrana do virus com a
membrana endossémica, permitindo ao genoma viral ser incluido dentro
do citoplasma da célula (BAER e LENTZ, 1991).

O neurotropismo do virus rabico foi reconhecido no século
XIX, estabelecendo-se uma rota neural para o SNC, logo apéds a infecgao.
Este neurotropismo foi baseado em estudos experimentais com animais,
onde procedimentos cirurgicos de amputagdo do membro sugeriram a
replicacédo do virus em fibras musculares antes da invasdo do sistema
nervoso (MURPHY et al.,, 1973). A replicagdo do virus, em células
musculares, estaria relacionada a amplificacdo necessaria para produgao
de uma quantidade de virus suficiente para invasao do sistema nervoso
periférico (MURPHY e BAUER, 1974).

O virus rabico penetra pelas fibras nervosas
desmielinizadas ou terminagbes musculares, por transporte axonal
retrégrado, até o neurbnio sensorial ou motor da raiz do ganglio dorsal ou

corno anterior da medula espinhal, correspondente ao local afetado, onde



sofre o primeiro ciclo de replicagdo (KOPROWSKI, 1995). Pode haver
entdo uma distribuicdo em duas dire¢cdes, o retorno ao nervo sensorial
periférico (no ponto onde houve a infec¢gdo) ou o transporte interaxonal,
neurbnio a neurdnio, via jungdo neuronal, para o trato corticoespinhal,
onde infecta neurbnios em quase todas as regides até atingir o cérebro
(JOHNSON, 1965; SCHNEIDER e HAMANN, 1969; SCHNEIDER, 19693,
b; MURPHY et al., 1973a; KOPROWSKI, 1995).

IWASAKI e CLARK (1975) observaram a liberacdo do
virus, por brotamento, da membrana plasmatica de células nervosas de
camundongos lactentes e adultos infectados com amostra de “virus rua” e
amostra de “virus fixo” e sugeriram que a disseminagao do virus rabico é
uma combinacao de fluxo axoplasmico retrogrado, transmissao célula a
célula via jungéao sinaptica, e livre passagem do virus dentro dos espagos

intercelulares.

A infecgdo generalizada ocorre de maneira homogénea
para areas adjacentes, da entrada do SNC até as demais areas do
cérebro e medula espinhal. A distribuicdo pode ser rapida e neurdnios
com longos axbénios podem possibilitar uma progressado da infec¢do a
longas distancias (KING e TURNER, 1993).

ApOs a replicagao viral no cérebro, o virus distribui-se de
maneira centrifuga para uma variedade de tecidos nos tratos respiratorios,
gastrintestinal e urogenital (MURPHY et al., 1973b; MURPHY e BAUER,
1974; SCHNEIDER, 1975) ja tendo sido isolado ou demonstrado em
glandulas salivares, pulmdes, coragao, lingua, vesicula biliar, rins, bexiga,
musculos e até jungdes mioneurais ou placas motoras (FISCHMAN e
SCHAEFFER, 1971; BAER e LENTZ, 1975; IWASAKI e CLARK, 1975).



No caso de infecgdes por aerossois o virus rabico penetra
no epitélio olfatério da narina e fibras nervosas da mucosa nasal, sendo
transportado para os neurdnios do bulbo olfatério, onde provavelmente se
replica, distribuindo-se para outros neurdnios do cérebro (KOPROWSKI,
1995).

SILVA e SOUZA isolaram virus rabico de diferentes
tecidos de bovinos (1967) e morcegos (1968). SILVA et al. (1967)
isolaram o virus de diferentes tecidos no cdo e no gato (1968) e a
presenca do virus rabico em tecidos ndo nervosos de morcegos foi
relatada também por NILSSON e NAGATA em 1975.

Devido a distribuicdo irregular do virus rabico pelo
cérebro, outros tecidos podem ser usados associadamente para o
diagnodstico, como glandulas salivares, coérneas, pele e tonsilas
(CAMPBELL e CHARLTON, 1988). FEKADU et al. (1982) demonstraram
virus rabico em tonsilas de caes e o virus foi identificado em glandulas
salivares ou saliva de raposas, gambas e caes (LARGHI et al., 1975; de
ANGELIS CORTES G., 1979; CHARLTON et al., 1984; WINKLER et al.,
1985; TRIMARCHI et al., 1986).

O diagndstico clinico da raiva baseia-se nos sinais e
sintomas, principalmente na forma furiosa e paralitica da doenga (ACHA,
1986), no entanto, o diagndstico definitivo é sempre laboratorial (BAER,
1975; NILSSON e SUGAY, 19664, b).

Negri, em 1903, observou estruturas intracitoplasmaticas
em tecidos cerebrais de animais afetados pelo virus rabico
(KRISTENSSON et al., 1996) e, em 1927, foi descrita a técnica de
coloracdo de corpusculos de Negri, denominada técnica de Sellers
(SELLERS e FELLOW, 1927).



A técnica de Imunofluorescéncia direta (IFD) foi
introduzida por GOLDWASSER e KISSLING (1958), mantendo-se até
hoje como teste diagndstico padrao em raiva (BORDIGNON e ZANETTI,
2000), realizada rotineiramente utilizando impressbes de tecido cerebral
em l|édminas de microscopia. A utilizagdo da IFD em cortes de
congelamento foi relatada, posteriormente por TSIANG et al. (1983),
HOWARD (1981) e LORETU et al. (1988) que a utilizaram para estudo da

patogenia da raiva .

WEBSTER E DAWSON (1935) introduziram a técnica de
Inoculagao intracerebral em camundongos (IC) sendo considerada esta
espécie o0 modelo biologico para detecgao do virus rabico em materiais
suspeitos (JOHNSON, 1979; SUREAU, 1986).

O isolamento do virus rabico pela técnica de IC é utilizado
como confirmatério de IFD, uma vez que possibilita a replicagao viral,
permitindo a deteccdo de menores quantidades de virus (ATANASIU,
1940 apud CAMPBELL e CHARLTON, 1988; KOPROWSKI, 1976).

A inoculagdo de camundongos por via intracerebral com
virus rabico de rua apresenta manifestagcdes clinicas como excitabilidade
e paralisia tipica, enquanto que os camundongos inoculados com amostra
de virus rabico "“fixo" apresentam apenas paralisia (MIYAMOTO e
MATSUMOTO, 1967).

Para o sucesso de alguns novos testes diagndsticos em
substituicdo ao teste de inoculacdo em animais, estes devem ser no
minimo tao sensivel na demonstragdo do virus rabico, como ocorre em
cultivos celulares com células BHK, e em métodos de amplificacdo, como

os bioquimicos, que podem ser usados quando a quantidade de virus



rabico nos tecidos for pequena, a fim de se obter cépias do acido nucléico
viral (PORTNOI, 1982; RAIVA ONLINE ; RUDD et al., 1980).

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
provavelmente constitui o maior avango na biologia molecular desde o
advento da tecnologia do DNA recombinante (FENNER et al., 1993) e
vem sendo considerada como uma alternativa para o diagndstico, a
tipificagdo e o estudo da epidemiologia molecular do virus rabico (TORDO
et al., 1996)

A técnica de PCR, utilizada rotineiramente para DNA,
pode ser modificada para a deteccao de RNA-viral por incorporagao de
um passo preliminar no qual a transcriptase reversa converte o RNA em
DNA, constituindo a RT-PCR. Com este método, o RNA do virus rabico
pode ser enzimaticamente amplificado como copias de DNA (FENNER et
al., 1993).

SACRAMENTO et al. (1991) desenvolveram um protocolo
para realizagdo da técnica de PCR como método alternativo para o

diagnostico e estudos da epidemiologia molecular dos virus rabicos.

Cerca de 40 ciclos de amplificacdo podem produzir 10"
vezes a quantidade original de acido nucléico viral nas amostras teciduais.
Essa técnica pode ser usada para confirmar resultados do teste de
anticorpos fluorescentes e para detectar virus na saliva e nas amostras de
bidpsia de pele, que contém diminutas quantidades de virus rabico
(RAIVA ONLINE).

Atualmente a técnica de PCR tem sido usada para
diagnosticos rapidos de casos de raiva, assim como, deteccdo e

identificacdo de genotipos do virus rabico e virus rabicos relacionados,



aléem de estudos epidemioldgicos, permitindo estratégias de controle
especifico a serem implementadas (ACHA, 1986; NADIN-DAVIS, 1998;
NEL et al., 1998)

ERMINE et al. (1990) realizaram um experimento
utilizando a técnica de PCR para amplificar o acido nucléico de virus
rabico, de cérebros de camundongos, antes de realizarem a técnica de
hibridizacdo, possibilitando o uso do PCR associado a hibridizagdo no

diagndstico da raiva, principalmente nos primeiros estagios de inoculagao.

KAMOLVARIN et al. (1993) detectaram RNA viral através
de PCR usando “nested primers”. A sequéncia de nucleocapsideo rabico
foi amplificada em amostras de cérebro de 95 caes e 3 humanos, com
raiva confirmada por IFD e inoculagdo em camundongos. Outras 110
amostras de cérebro de caes e 2 de humanos negativas para raiva na IFD

e IC resultaram também negativas no PCR.

HEATON et al. (1997) detectaram seis dos sete genotipos
de virus rabico e virus rabicos relacionados existentes, realizando um
estudo da sensibilidade da heminested RT-PCR (hn RT-PCR) em
amostras de cérebros infectados com virus rabico, positivas a IFD,
demonstrando 100% de concordancia entre os resultados da hn RT-PCR
e da IFD.

WHITBY et al. (1997) desenvolveram um método rapido
de deteccado de virus rabico e virus rabicos relacionados, utilizando a
técnica de RT-PCR, associado a um teste de ELISA, onde os produtos
amplificados na reacdo de PCR puderam ser detectados pelo ensaio

imunoenzimatico.



Outra aplicacdo do uso da técnica de PCR foi
demonstrada por KULONEN et al. (1999), que realizaram PCR em
amostras de tecidos cerebrais positivos para raiva, confirmada pela IFD, e
que estavam fixados em “Carnoy” e embebidas em parafina. A técnica de
PCR mostrou 100% de sensibilidade frente a IFD.

HEATON et al. (1999) detectaram e identificaram virus
rabico e virus rabicos relacionados usando “rapid-cycle PCR” ou PCR em
tubos capilares, e através dessa técnica foram capazes de diagnosticar

raiva em humanos em um periodo de cinco horas.

MCCOLL et al. (1993), na Australia, com a amplificagcao
de fragmentos do gene N (nucleoproteina) e gene G (glicoproteina) de
virus rabico diagnosticou, pela técnica de PCR, virus rabico que se
caracterizava por longo periodo de incubagdo em humanos. A presenga
do antigeno viral foi demonstrada na suspensao cerebral de uma paciente
humana, que apresentava sinais de alteracdo neurolégica compativeis
com diagndstico de raiva, néo justificado pelo longo periodo de cinco anos
de incubagao da doenca.

CREPIN et al. (1998) detectaram RNA genbmico de virus
rabico, usando um protocolo de RT-PCR, em amostras de saliva obtidas
de 28 pacientes suspeitos de raiva, dos quais cinco com diagnostico
positivo no RT-PCR, confirmado em exame pds-mortem usando teste de

anticorpos fluorescentes.

Na Estbnia, duas amostras diferentes de virus rabico
foram identificadas utilizando a técnica de PCR, mostrando sua aplicacéo
em investigag¢des epidemioldgicas e em surtos, podendo ocorrer infecgdes
mistas em areas geograficas proximas (KULONEN e BOLDINA, 1993).



ITO et al. (2001) detectaram RNA de virus rabico isolado
de diferentes espécies animais do Brasil (5 morcegos hematéfagos, 14
bovinos, 12 caes, 11 gatos, 2 cavalos, 1 suino, 1 ovino e 3 humanos), de
diferentes regides geograficas pela técnica de RT-PCR. Concluiram que
0os virus rabicos isolados no Brasil podem ser divididos em duas

populagdes de acordo com diferengas genéticas.

No Brasil, SOARES et al. (2002) utilizaram a reagéo do hn
RT-PCR para deteccgao de virus rabico isolado de morcegos hematofagos
e herbivoros, mostrando ser a técnica eficiente na amplificacdo dos virus

rabicos isolados do ciclo epidemiolégico rural.

Considerando as questdes ainda existentes no que se
refere a patogenia viral e os avangos relacionados ao uso da técnica de
PCR no diagndstico de raiva, o presente trabalho pretendeu avaliar a
técnica de RT-PCR no estudo da distribuicdo do virus rabico em

camundongos inoculados experimentalmente com virus de rua.



OBJETIVOS




2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a técnica de hn RT-PCR no estudo da distribuigao

do virus rabico de rua em camundongos inoculados experimentalmente.

2.2. Objetivos especificos

Estudar a distribuicido do virus rabico de rua em

camundongos inoculados experimentalmente.

Avaliar a técnica de hn RT-PCR como método de

deteccédo precoce do virus rabico nos tecidos animais.

Comparar as técnica de hn RT-PCR, Imunofluorescéncia
direta (IFD) e Inoculagdo em camundongos (IC) no diagndstico da raiva.



MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material
3.1.1. Animais

Para a inoculagdo experimental e para a técnica de
Inoculagdo intracerebral (IC) foram utilizados camundongos (Mus
musculus) albinos-suicos, machos e fémeas, com 30 e 21 dias de idade,
respectivamente, provenientes do Biotério Central da UNESP/Botucatu.
3.1.2. Virus
3.1.2.1. Virus rabico de rua

Utilizou-se uma amostra de virus rabico de rua isolada
originalmente de um cao', com uma passagem intracerebral em
camundongos e mantida armazenada em nitrogénio liquido, no laboratério
de Imunologia Aplicada das Enfermidades Infecciosas dos Animais (EIA).

3.1.2.2. Virus rabico fixo

Na técnica de Imunofluorescéncia direta (IFD) foram

utiizadas amostras de virus fixo Challenge Virus Standard (CVS)

! Cedido gentilmente por Dra. Luzia de Queiroz - FO - UNESP , Aragatuba - SP.
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mantidas no laboratério de Imunologia Aplicada da EIA, para realizagao
de laminas controle-positivas e para a diluicdo a 20% do conjugado anti-

rabico, segundo protocolo do fabricante.

3.1.3. Suspensao de cérebro normal

Cérebros de camundongos sadios foram macerados em
graals e diluidos a 20% (peso/volume) com diluente viral, centrifugados e
as suspensdes foram utilizadas para diluigdo do conjugado anti-rabico, de
acordo com protocolo do fabricante, constituindo controle negativo da

reacado de Imunofluorescéncia direta.

3.1.4. Diluente Viral

Para o preparo de suspensdes virais foi preparado o
diluente viral constituido de 100 mL de agua mili Q esterilizada, acrescida
de 2% de soro equino normal, inativado a 56° C por 30 minutos, e 10 mg

tetraciclina (Terramicina®).

3.1.5. Conjugado anti-rabico

Para a técnica de Imunofluorescéncia direta foi utilizado
conjugado anti-rabico anti-nucleocapsideo produzido pelo laboratério
SANOFI - PASTEUR (Conjugué Antinucléocapside Rabique Liquide®, 0,5
mL).
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3.1.6. Enzimas

Para a técnica de RT-PCR foram utilizadas as enzimas
Moloney Murine Leukemia Reverse Transcriptase (M-MuLV RT)® 200
U/ul dos laboratérios Invitrogen e a Thermus aquaticus DNA polymerase
(taqg DNA polymerase) ® 5,000 U/ul dos laboratérios Labtrade do Brasil
Ltda.

3.1.7. Oligonucleotideos iniciadores (PRIMERS)

Os oligonucleotideos utilizados na técnica de RT-PCR
seguiram a descricdo do protocolo de ALVES (2001). Os “primers” 505 e
937 externos foram utilizados na sintese de cDNA pela reacdo de
transcricdo reversa e na amplificacdo do cDNA obtido nesta reacéo,
gerando um produto de 432pb (pares de bases). O “primer” interno 779 foi
utilizado no heminested PCR, para a reamplificacdo dos produtos obtidos
na reagcdo da PCR produzindo um fragmento de 274pb. Os “primers”
foram direcionados ao gene codificador da nucleoproteina para detecg¢ao
dos Lyssavirus pertencentes ao genotipo |, utilizando o programa OLIGO
4.0. (BERNARDI, 1999).

Os desenhos dos “primers” estdo apresentados no
Quadro 1.

Quadro 1. Seqiiéncia dos “PRIMERS”.

Primers Seqiiéncia Sentido
P 505 5" ATAGAGCAGATTTTCGAGACAGC 3’ Sense
P 937 5" CCTCAAAGTTCTTGTGGAAGA 3’ Anti-sense
P 779 5" CCCATATAACATCCAACAAAGTG 3’ Anti-sense
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3.2. Métodos

3.2.1. Titulagcao da Amostra Viral

A titulacdo foi realizada utilizando-se diluicbes seriadas
10" a 10”° de suspensao viral, inoculadas em camundongos, na dose 0,03
mL por via intracerebral. Todos os calculos foram realizados segundo
Reed e Miench (KAPLAN e KOPROWSKI, 1976).

3.2.2. Reagao de Imunofluorescéncia direta (IFD)

A reacado de IFD foi realizada segundo a metodologia
preconizada por GOLDWASSER e KISSLING (1958), em cortes por
congelamento de acordo com TSIANG et al. (1983).

Apos a colheita, os ¢rgaos foram congelados em
nitrogénio liquido e encaminhados ao laboratério de histopatologia da
Faculdade de Medicina da UNESP, campus de Botucatu, para realizacéo

dos cortes histopatolégicos em micrétomo de criostato.

Os cortes foram realizados em espessura de 0,4 micras e
fixados sobre laminas de microscopia. Em seguida, delimitaram-se dois
campos para leitura do material fixado. Em um dos campos acrescentou-
se conjugado anti-rabico previamente diluido com CVS e no outro campo

conjugado diluido com Suspensao de Cérebro Normal (SCN).

As laminas foram colocadas em camara uUmida e

incubadas a 37° C por 30 minutos.
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Apos a incubagao, as laminas foram submetidas a trés
lavagens, por 10 minutos cada, com solugéo salina de tamp&o fosfato
(PBS), pH 8,5 e, em seguida, lavadas em agua destilada. Apds secas,
adicionou-se uma gota de glicerina tamponada, pH 8,5, sobre os campos
delimitados. As laminas foram cobertas com laminulas e a leitura
realizada em microscopio binocular Olimpus, modelo CX 40, com
ldampadas de mercurio HBO 50 W/AC.

3.2.3. Técnica de Inoculagao intracerebral em camundongos (IC)

A IC foi realizada segundo o método descrito por
KOPROWSKI (1976) para o reisolamento viral, porém com a modificagao
da via de inoculagdo para a via intramuscular (membro posterior direito),

na inoculagao experimental, visando o estudo da distribuicio viral.

Para o reisolamento viral, camundongos de 21 dias de
idade foram inoculados, via intracerebral, com 0,03 mL das suspensodes a
20% do macerado dos o6rgaos coletados dos animais nos diferentes
tempos.

Os camundongos foram observados por um periodo de 30
dias. Animais com sintomas clinicos apds o décimo dia de inoculacao

foram sacrificados para realizacédo de IFD do cérebro.

Todos os animais que morreram apds o quinto dia foram

submetidos a IFD,
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3.2.4. Técnica de heminested RT-PCR (hn RT-PCR)

A hn RT-PCR foi realizada segundo ALVES (2001).

A sintese de DNA complementar (cDNA), amplificagao,
heminested RT-PCR e eletroforese foram realizadas no Laboratorio de
Biologia Molecular da Disciplina de Zoonoses no Departamento de
Higiene Veterinaria e Saude Publica -FMVZ - UNESP/Botucatu.

Com o fragmento dos 6érgédos macerados, preparou-se
uma suspensdo a 20% com solugcéo TRIS-EDTA-HCL (TE) (10 mM Tris -
HCL e 1 mM EDTA, pH 7,8), sendo entdo esta suspensao de o6rgaos
acondicionada em microtubos plasticos e congeladas a -20° C até o
momento da analise. Os materiais foram descongelados aos poucos e

seguiram-se os protocolos:
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Protocolo de Extracao de RNA

» Homogeneizou-se 600 microlitros de Trizol® a 200 microlitros de
suspensao de orgaos preparada a 20% em TE

* Incubou-se a suspensao a temperatura ambiente (15 - 30° C) por 5
minutos

= Adicionou-se 200 microlitros de cloroférmio e homogeneizou-se em
vortex por 15 segundos

» |ncubou-se por 10 minutos em temperatura ambiente

= Centrifugou-se a 12000g / 5 minutos a4 °C

» Transferiu-se a base aquosa para outro tubo (foram retirados 3 vezes
o conteudo de 160 microlitros)

» Adicionou-se 480 microlitros de alcool isopropilico

= Homogeneizou-se por inversao 5 vezes e depois em vortex por 15
segundos

* |ncubou-se a temperatura ambiente por 10 minutos

» Centrifugou-se a 12000g / 15 minutos a 4° C

» Desprezou-se o0 sobrenadante

» Lavou-se o sedimento com 1,0 mL de etanol 75%

= Homogenizou-se em vortex por 15 segundos

= Centrifugou-se a 75009 / 5 minutos a 4° C

» Desprezou-se o conteudo do microtubo cuidadosamente para nao
desprezar o “pellet” formado no fundo do tubo

= Secou-se o sedimento por 5 a 10 minutos

» Ressuspendeu-se em 15 microlitros de agua DEPC autoclavada

* Incubou-se em banho-maria a 56° C por 10 minutos
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Protocolo de Sintese de DNA complementar (cDNA)

Inicialmente aqueceu-se no termociclador a 95° C por

5 minutos, 7 microlitros de amostra de RNA extraido, para facilitar a agao

da enzima transcriptase reversa, que foi adicionada as amostras.

Preparou-se entdo o MIX para reacgao, constituido por:

4 microlitros de solugao tampéo (5 vezes concentrado)

2 microlitros de dNTP (10 milimolar)

2 microlitros de “primer” 505 (10 pmol/y)

2 microlitros de “primer” 937 (10 pmol/u)

2 microlitros de DTT (10 milimolar)

1 microlitro de RT (200 u/p)

Distribuiram-se 13 yL desta mistura nos microtubos com cada amostra
aquecida, totalizando 20 pL e incubou-se a 42° C por 60 minutos no

termociclador

Protocolo para a Amplificagao de cDNA

Para a amplificacdo do cDNA o mix de cada reacao foi

composto por:

25,25 microlitros de agua mili-Q

8 microlitros de dNTP (1,25 milimolar)

5 microlitros de tampao para PCR

2,5 microlitros de “primer” 505 (10 pmol/uL)

2,5 microlitros de “primer” 937 (10 pmol/uL)

1,5 microlitros de MgCl, (50 milimolar)

0,25 microlitros de Taq polimerase

Adicionaram-se 5 microlitros de cada amostra em 40 microlitros do

mix.
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No termociclador as amostras foram submetidas aos
seguintes ciclos:

= Desnaturagéo inicial: 94° C por 3 minutos

Os ciclos de desnaturagao, hibridizacdo e extensao foram
repetidos 35 vezes sendo:
= Desnaturagao: 94° C por 45 segundos
» Hibridizagao: 55° C por 1 minuto

» Extensao: 72° C por 10 minutos

As amostras foram submetidas a um ciclo de extenséao
final de 72°, por 10 minutos, e mantidas a 4° C para realizagdo do hn RT-
PCR.

Protocolo para a hn RT-PCR

Para realizagdo do hn RT-PCR o mix foi constituido de:

= 25,25 microlitros de agua mili-Q

= 8 microlitros de dNTP (1,25 milimolar)

= 5 microlitros de tampao para PCR

» 2,5 microlitros de “primer” 505 (10 pmol/uL)

= 2,5 microlitros de “primer” 779 (10 pmol/uL)

= 1,5 microlitros de MgCl; (50 milimolar)

= (0,25 microlitros de Taq polimerase

» Distribuiram-se 45 microlitros desta mistura nos microtubos e

adicionaram-se 5 microlitros de cada amostra de cDNA amplificado.
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No termociclador as amostras foram submetidas as
seguintes etapas:

» Desnaturagéo inicial: 94° C por 3 minutos

Os ciclos de desnaturacgao, hibridizacdo e extensao foram
repetidos 25 vezes sendo:
» Desnaturagéo: 94° C por 45 segundos
» Hibridizagao: 55° C por 1 minuto

» Extensao: 72° C por 10 minutos

As amostras foram submetidas a um ciclo de extenséao

final de 72° por 10 minutos.

Os produtos amplificados foram conservados a 4° C até o
momento da eletroforese, realizada em cuba horizontal contendo tampao
borato EDTA (TBE) 0,5x (0,04M tris-borato e 1 mM de EDTA, pH 8,0) em
gel de agarose a 1,5 % (p/v) e submetidos a corrida eletroforética a 100V
por 1:20 hora. Os produtos amplificados foram visualizados no
transiluminador, sob luz ultravioleta e fotografados com FCR-10

camara/Fotodyne, com filme Polaroid 667, asa 3000.

3.3. Delineamento Experimental

Foram inoculados, por via intramuscular, com 0,03 mL de
uma suspensdo a 10722 de virus rabico de rua, 150 camundongos de 30
dias de idade. Grupos de 5 animais foram sacrificados as 3, 6, 12, 24, 48,
72,96 horas e 5,7, 10, 14, 17, 21, 25 e 30 dias pds-inoculagao.

De cada animal sacrificado foram colhidos partes dos

musculos dos membros anteriores direito (MAD) e esquerdo (MAE),
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musculos dos membros posteriores direito (MPD) e esquerdo (MPE),
bexiga, rins direito (rim D) e esquerdo (rim E), figado, bago, pulmé&o,
glandula salivar, lingua, cérebro e medula. Estes materiais foram divididos
em 3 fragmentos, acondicionados em tubos plasticos (tipo Eppendorf®) e
processados de acordo com a técnica diagnéstica a que foram

submetidos.

Para a reagao de IFD os fragmentos foram envolvidos em
talco cirurgico, congelados em nitrogénio liquido e submetidos a cortes
histolégicos de congelamento e mantidos em laminas a -20° C, até a

realizagao da técnica.

Para a IC os fragmentos, de cada animal, foram
congelados a -20° C e aos poucos foram macerados individualmente em
graals, com diluente viral. Em seguida, foram centrifugados e as
suspensdes inoculadas via intracerebral em camundongos de 21 dias,

visando o reisolamento do virus rabico.

Para a técnica de hn RT-PCR os fragmentos foram
congelados a -20°C, logo apés terem sido colhidos, e depois foram
macerados individualmente em graals com tampao TE, no momento da

realizagao da técnica.

Foi realizado “pool” das suspensdes dos 6Orgaos, no
momento da realizagdo da técnica de hn RT-PCR, agrupando-se

aleatoriamente dois e trés materiais, entre os cinco colhidos.
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3.4. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o método
Kruskal - Wallis por meio do software “GraphPad Instat versao 3.00 para
Windows 95”.

Foram analisados comparativamente os resultados
obtidos pelas trés técnicas nos diferentes 6rgéos e tempos, assim como
os resultados de cada técnica entre os varios o6rgados nos diferentes

tempos de colheita, considerando-se p< 0,05.
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1. Sintomatologia clinica

Os camundongos inoculados, por via intramuscular,
apresentaram sintomatologia clinica a partir do 11° dia pés-inoculagao,
onde foram observadas paralisia de membros posteriores, apatia e
incoordenacgdo (Figura 1) e morte, evidenciados até o 17° dia pods-

inoculacéo.

Ao serem necropsiados para a retirada dos oOrgaos
observou-se presenga de retengao urinaria, com aumento da bexiga. Os
cérebros apresentavam-se congestos e degenerados, tendo uma

aparéncia amolecida.



FIGURA 1. Camundongo apresentando paralisia de membros

posteriores apds a inoculagao intramuscular com virus rabico de rua.
Botucatu, 2003.
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4.2. Resultados da IFD

As reacobes positivas foram caracterizadas pela presenca
corpusculos de Negri no tecido analisado (Figura 2) e as negativas por

auséncia de fluorescéncia.

Os resultados obtidos na leitura das laminas submetidas a

IFD nos cortes de congelamento estao apresentados na Tabela 1.

Nao foram observados resultados positivos na IFD em
todos os tecidos dos varios animais examinados até o 7° dia pos-

inoculacéo.

Ao 10° dia pos-inoculagédo foram observados 40% de
resultados positivos na IFD, em cérebro, medula e glandula salivar. No
14° dia, 80% de positividade foi obtida em cérebro e glandula salivar,
seguida de 40% de materiais positivos em medulas e 20% em rim D,

figado, baco e lingua.

No 17° dia pods-inoculagdo foi verificada 40% de
positividade em cérebro, medula e glandula salivar e 20% em lingua. No
21° dia pés-inoculagdo foram obtidos 60% de resultados positivos em
cérebros, medula e glandula salivar e auséncia de positividade nos

demais 6rgaos.

No 25° dia e no 30° dia pds-inoculagéao foram obtidos 80%
de positividade em cérebro com auséncia de resultados nos demais

orgaos e tecidos.



FIGURA 2. Resultado positivo de Imunofluorescéncia direta de tecido

cerebral de camundongos inoculados experimentalmente com virus
rabico. Botucatu-2003.
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TABELA 1. Resultados da Imunofluorescéncia direta (IFD) nos diferentes tecidos e 6rgaos dos camundongos, inoculados com virus

rabico e sacrificados nos diferentes tempos pos-inoculagdo. Resultados apresentados em n°® de materiais positivos / n°® de materiais

avaliados (positividade %). Botucatu, 2003.

IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

M nos | MEDULA | BEXIGA | RIMD RIME | FIGADO | BACO | PULMAO | CEREBRO | GL.SALIVAR | MPD MPE MAD MAE LINGUA
3h 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)
6h 05(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/50%) 05(0%)  05(0%)  0/5(0%) 0/50%) 0/5(0%)  05(0%)  05(0%)  0/5(0%)
12h 055(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  O/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/50%) 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)
24h 055(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/50%)  0/5(0%)  O/5(0%) 0/5(0%)  O0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)
48h 05(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/50%) 0/5(0%)  05(0%  0/5(0%) 0/50%) 0/5(0%)  05(0%)  05(0%  0/5(0%)
72h 055(0%)  O/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  O/50%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)
96h 05(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/50%) 0/5(0%)  05(0%  0/5(0%) 0/50%) 0/5(0%)  05(0%)  05(0%)  0/5(0%)
5d 0/5(0%)  0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/50%)  0/5(0%)  0/5(0%)
7d 05(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/50%) 05(0%)  05(0%  0/5(0%) 0/50%) 0/5(0%)  0/5(0%)  05(0%  0/5(0%)
10d 2/5(40%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) O/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 2/5(40%)  2/5(40%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%)
14d 2/5(40%)  0/5(0%)  1/5(20%)  0/5(0%)  1/5(20%) 1/5(20%) 0/5(0%)  4/5(80%)  4/5(80%) O/5(0%) 0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%)  1/5(20%)
17d 2/5(40%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 2/5(40%)  2/5(40%) 0/5(0%) O/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  1/5(20%)
21d 35(60%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 3/5(60%)  3/5(60%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%)
25d 055(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/50%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 4/5(80%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)
30d 055(0%)  O/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 4/5(80%)  0/5(0%)  O/5(0%) 0/5(0%)  O/5(0%)  0/5(0%) 0I5 (0%)

MPD = membro posterior direito

MPE = membro posterior esquerdo

MAD = membro anterior direito

MAE = membro anterior esquerdo
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4.3. Resultados da IC

Os resultados obtidos do reisolamento viral dos diferentes
materiais, colhidos dos animais nos diferentes tempos, estao

apresentados na Tabela 2.

Foi observada positividade a partir do 5°dia em uma das

medulas inoculadas (20%).

Ao 10° dia, 40% e 20%, respectivamente, de cérebros e
medulas resultaram positivos a IC. No 14° dia, 60% dos cérebros, 40%
das medulas e 20% de glandulas salivares e rim D resultaram positivos ao
teste de IC. No 17° dia os maiores percentuais de positividade foram
observados em gléndula salivar (40%), seguido de 20% em cérebro e rim
D. Os ultimos resultados positivos foram observados no 21° dia em que

20% dos cérebros foram positivos ao teste.
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TABELA 2. Resultados obtidos na Inoculagao intracerebral em camundongos (IC), para reisolamento viral dos diferentes materiais
colhidos nos diferentes tempos, dos camundongos inoculados experimentalmente com virus rabico. Resultados apresentados em n° de

materiais positivos / n° de materiais inoculados (positividade %). Botucatu, 2003.

INOCULAGCAO INTRACEREBRAL

Mﬁ‘gﬁ';'g‘és’ MEDULA | BEXIGA RIM D RIM E FIGADO BACO PULMAO | CEREBRO | GL.SALIVAR | MPD MPE MAD MAE LINGUA
3h 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
6h 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
12h 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0I5 (0%)
24h 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
48h 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
72h 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0I5 (0%)
96h 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0I5 (0%)
5d 1/5(20%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0I5 (0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
7d 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
10d 1/5(20%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  2/5(40%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%)
14d 2/5(40%)  0/5(0%)  1/5(20%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  3/5(60%)  1/5(20%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
17d 0/5(0%)  0/5(0%)  1/5(20%) 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  1/5(20%)  2/5(40%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
21d 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  1/5(20%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%)  0/5 (0%)
25d 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0I5 (0%)
30d 0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%)  0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0/5(0%) 0I5 (0%)

MPD = membro posterior direito MPE = membro posterior esquerdo MAD = membro anterior direito MAE = membro anterior esquerdo
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4.4. Resultados da hn RT-PCR

Foram considerados positivos o0s materiais que
demonstraram a presenca obrigatéria de fragmento de tamanho de
274pb, decorrente do hn RT-PCR, isoladamente ou juntamente com o

fragmento de 432pb resultante da amplificagdo do cDNA (Figura 3).

Em nenhum momento observou-se a presenca de reacdes
inespecificas caracterizadas por fragmentos de diferentes tamanhos ao
esperado, assim como a ocorréncia de contaminagao demonstrada por

resultados positivos em agua mili-Q.

Os resultados obtidos na hn RT-PCR podem ser
verificados na Tabela 3.

Foi verificada amplificacdo do RNA viral a partir do 10°
dia, onde 3/3 (100%) dos “pools” avaliados de cérebros e medulas e 1/2
(50%) dos “pools” de pulméo, glandula salivar, MPD, MPE, MAE e lingua
foram positivos. Foi observada também amplificacdo viral no 14° dia em

1/2 (50%) dos “pools” de cérebro e glandula salivar.

Foi observada positividade também no 17° dia, resultando
positivos 3/3 (100%) dos “pools” dos cérebros, 1/2 (50%) de medula,
bexiga, rim D, pulméao e lingua e 1/3 (33,3%) de glandula salivar. No 25°
dia observou-se 1/2 (50%) dos “pools” de cérebros e linguas positivos,

seguidos por 1/2 (50%) dos “pools” de cérebro no 30° dia pds-inoculagéo.
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FIGURA 3. Positividade na reagao de hn-RT-PCR em “pool” de materiais

colhidos dos camundongos inoculados experimentalmente e sacrificados

em diferentes momentos. Botucatu, 2003.

432pb e [
274pb ==mp

Marcador 100pb
medula 17 d
cérebro 17 d
glandula salivar 17 d
medula 14 d
glandula salivar 14 d
cérebro 14 d

8- cérebro 14d

9- cérebro 10d

10- pulméo 10d

11- cérebro positivo

12- cérebro positivo

13- cérebro CVS

14- cérebro positivo Labmas
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TABELA 3. Resultados obtidos na reacdo de hn RT-PCR de “pools” dos diferentes tecidos e 6rgaos colhidos de camundongos

inoculados experimentalmente e sacrificados em diferentes tempos. Resultados apresentados em n° de “pools” positivos / n° de

“pools” avaliados (positividade %). Botucatu, 2003.

heminested RT-PCR

MATERIAIS/

GL.

TEMPO MEDULA | BEXIGA | RIMD RIME | FIGADO | BAGO | PULMAO | CEREBRO SALIVAR MPD MPE MAD MAE LINGUA
an 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2 (0%)
- 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
1o 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
oah 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
ash 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
2oh 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
96h 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
5 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
74 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
104 3/3(100%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%) 1/2(50%) 3/3(100%) 1/2(50%) 1/2(50%) 1/2(50%) 0/2(0%)  1/2(50%) 1/2 (50%)
144 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  1/2(50%)  1/2(50%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
174 12 (50%) 1/2(50%) 1/2(50%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%) 1/2(50%) 3/3 (100%) 1/3(33,3%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  1/2 (50%)
214 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)
54 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  1/2(50%)  0/2(0%)  0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  1/2 (50%)
30d 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  1/2(50%)  0/2(0%)  0/2(0%) 0/2(0%) 0/2(0%)  0/2(0%)  0/2 (0%)

MPD = membro posterior direito

MPE = membro posterior esquerdo

MAD = membro anterior direito

MAE = membro anterior esquerdo
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4.5 Resultados Globais

Os resultados comparativos entre as varias técnicas, nos

diferentes momentos e materiais, estdo apresentados na Figura 4.

Foram observados no 5° dia, resultados positivos na IC de

material procedente de medula, contrariamente as demais técnicas.

No 10° dia resultados positivos foram observados na hn
RT-PCR em medula e cérebro, juntamente com a IFD e IC; em glandula
salivar na IFD e PCR e somente pela hn RT-PCR, em MPD, MPE, MAE ,

pulmé&o e lingua.

Somente na IFD foi observada positividade em figado,
baco e lingua no 14° dia. Todas as técnicas foram positivas em cérebro e
glandula salivar neste periodo. Na medula positividade foi evidenciada
pela IFD e IC.

No 17° dia a hn RT-PCR resultou positiva em medula,
cérebro, glandulas salivares, lingua, pulmdo, bexiga e rim D. Neste
periodo, resultados positivos foram observados na IFD e IC em cérebro e

glandula salivar; pela IFD em medula e lingua, e pela IC em rim D.

No 21°dia positividade nas trés técnicas foi observada em
cérebro. Resultados positivos em medula e glandula salivar, neste dia,

foram evidenciados somente pela IFD.

No 25° dia somente a hn RT-PCR resultou positiva em
lingua, porém positividade foi observada em cérebro por esta técnica e
pela IFD.



Observaram-se resultados positivos novamente,

cérebro no 30° dia com as técnicas de hn RT-PCR e IFD.

30

em
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FIGURA 4. Resultados comparativos entre as reagdes de Imunofluorescéncia Direta (IFD), Inoculagdo em Camundongos
(IC) e Reagdo em cadeia pela Polimerase (PCR) de materiais colhidos de camundongos inoculados experimentalmente
com virus rabico e sacrificados em diferentes tempos. (Resultados apresentados em percentuais). Botucatu, 2003.
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6. Resultados da Analise Estatistica

A analise estatistica demonstrou ndo haver diferenca
significativa entre os resultados obtidos nos 6rgaos nos diferentes tempos

pelas trés técnicas utilizadas.

Quando avaliados os resultados obtidos entre os
diferentes 6rgdos e tempos em cada técnica, positividade superior,
estatisticamente significante, foi observada na IFD do cérebro, frente aos

demais tecidos, exceto, medula, glandula salivar e lingua.

Resultados positivos superiores, na IC, estatisticamente
significantes, foram também observados entre o cérebro e demais érgéos,

excetuando-se medula, glandula salivar e rim D.

Na reacdo de hn RT-PCR positividade estatisticamente
significante, foi observada somente em cérebro comparativamente a rim
E, figado, bagco e MAD.
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DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

A sintomatologia clinica apresentada pelos animais foi
evidenciada a partir do 11°ia pds-inoculagdo, similar ao observado em
trabalhos anteriores com esta mesma amostra viral e via de inoculagao
(MEGID et al., 2002), caracterizada especificamente por paralisia dos
animais, concordante com os sintomas decorrentes de inoculagao por vias
periféricas (CAMPBELL e CHARLTON, 1988).

Foram observados no 5° dia, resultados positivos na IC de
material procedente de medula, contrariamente as demais técnicas. A
presenca do virus em medula, neste periodo, pode ser justificada pela
progressao ascendente do virus rabico com primeiro ciclo de replicagdo em
ganglios nervosos da medula espinhal e posterior progressao ao cérebro
(KOPROWSKI, 1995), sendo desta forma inicialmente detectada na medula
espinhal.

A auséncia de resultados positivos na reagao de IFD pode
ser justificada por baixo titulo viral presente neste tecido e ou a distribuigao
irregular do virus rabico, que sao fatores relacionados com resultados falso
negativos na reagao de IFD (DEAN, 1996; WHITFIELD et al., 2001; SMITH,
2000).

No 10° dia, contrariamente ao observado nos tempos
anteriores, os melhores resultados foram observados na hn RT-PCR, sendo
encontrada positividade em medula, cérebro e glandula salivar juntamente
com a IFD e IC e, somente pela hn RT-PCR, em MPD, MPE, MAE e lingua,

demonstrando uma maior sensibilidade desta reagdo, comparativamente as
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demais técnicas, concordando com varios autores (TRIMARCHI e BRIGGS,
1999; SMITH, 2000).

A superioridade do hn RT-PCR frente as demais técnicas foi
evidenciada também no 17° dia similar ao observado no 10° dia,
demonstrando a presenga do virus rabico em medula, cérebro, glandulas
salivares, lingua, pulméo e rim D. Neste periodo, resultados positivos foram
observados na IFD e IC em cérebro e glandula salivar; pela IFD somente em
lingua, e pela IC somente em rim D. Resultados positivos em hn RT-PCR e
resultados negativos na IFD e IC podem ser decorrentes de infecg&o viral
limitada a determinada area tecidual (SMITH, 2000).

Positividade em cérebro pela hn RT-PCR com resultados
negativos na IFD foi descrita por ALVES (2001) em hamsters assintomaticos
vacinados com amostra PV oral, e sacrificados em diferentes momentos. Este
mesmo autor relata a presenga do virus rabico em estdbmago, sangue e

pulmao de hamsters por esta técnica.

Adicionalmente, CREPIN et al. (1998) detectaram o virus
rabico em saliva de humanos suspeitos de raiva, utilizando a RT-PCR para
diagndstico “in vivo”, demonstrando sensibilidade superior a IFD de bidpsia

de pele.

Positividade somente na IFD foi observada em figado, bago e
lingua no 14° dia. Uma vez que resultados positivos foram observados em
cérebro, medula e glandula salivar pelas reagées de IC e PCR é bem
possivel que estes resultados estejam relacionados a disseminagéo
centrifuga do virus, aspecto citado por varios autores (CAMPBELL e
CHARLTON, 1988; KOPROWSKI, 1995).
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Resultados positivos na IFD, e negativos na IC e hn RT-PCR
foram observados em medula no 21°dia. Estes animais resultaram positivos a
presenga do virus rabico em cérebro, justificando o seu encontro em medula.
A discrepancia dos resultados na IFD e IC pode ser justificada por perda de
viabilidade viral decorrente de conservacao inadequada ou autdlise (DEAN et
al., 1996).

Resultados positivos na IFD e negativos no isolamento viral
foram apresentados por BOURHY et al. (1998), os quais compararam as
técnicas de IFD, ELISA e isolamento em células de neuroblastoma,
consideradas mais sensiveis ao isolamento viral que camundongos e outros

tipos celulares, similar ao observado em nosso experimento.

Adicionalmente, MARTORELLI et al. (2000) apresentam
resultados em que, de 57 amostras cerebrais positivas a IFD, somente 48
resultaram positivas a IC e 56, ao PCR, demonstrando a ocorréncia de
resultados discrepantes entre as trés técnicas, aspecto também observado

neste experimento.

Indica-se, desta forma, a realizacdo da IC com as mesmas
por¢des do material submetido a IFD (TRIMARCHI e BRIGGS, 1999) e a
utilizagcao de multiplas areas para maior confiabilidade do teste (WHITFIELD
et al., 2001; BINGHAM et al., 2002). Neste experimento, os materiais foram
fragmentados para serem processados pelas diferentes técnicas, resultando,
muitas vezes, em quantidades extremamente pequenas, justificando os

resultados negativos obtidos no teste.

Resultados discrepantes entre as técnicas de IFD , IC e RT-
PCR séao relatados por SMITH e YAGER (1999) e correlacionados as

dificuldades técnicas para detecgdo do virus em infecgdes localizadas em
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areas cerebrais restritas obrigando a utilizagdo de primers adicionais para

amplificagéo.

A partir do 10° dia a hn RT-PCR foi capaz de detectar, em
todos os tempos avaliados, concordancia com a IFD, e a presenca do virus
rabico em cérebro, demonstrando sua eficacia como possivel método
diagnostico da raiva (TRIMARCHI e BRIGGS, 1999; CREPIN et al.,1998) e
como confirmatdério da IFD (TRIMARCHI e BRIGGS, 1999).

A presencga do virus rabico foi caracterizada, inicialmente, na
medula no 5° dia, seguida pela detec¢éo viral no 10° dia em MPD, MPE,
MAE, cérebro, medula, glandula salivar, lingua, pulmao e rim D, em figado e
baco no 14° dia e também em bexiga no 17° dia, coincidindo com o periodo
de sintomatologia clinica e morte dos animais. Estes resultados concordam
com KOPROWSKI (1995) que relata primeiro o ciclo de replicagdo viral em
ganglios nervosos da medula espinhal, com consequente disseminagao ao
cérebro via centrifuga, e concordam com CAMPBELL e CHARLTON (1988)
que relatam a sintomatologia nervosa apds replicagdo viral em sistema

nervoso central.

A presenga do virus rabico em 6érgaos extraneurais foi
demonstrada recentemente, em humanos, por meio de imunohistoquimica
em adrenal, coracdo, pancreas e trato grastrintestinal (JOGAI et al., 2002).
Virus rabico em miocardio, rim, pulmao, fibras musculares e pancreas de
camundongos e outras espécies, foi relatado por meio de estudos com
técnicas imunohistoquimicas e por imunofluorescéncia por varios autores
(FISCHMAN e SCHAEFFER, 1971; CAMPBELL e CHARLTON, 1988)

reforcando os encontros neste trabalho.

A presenga do virus nos diversos 6rgaos e tecidos, neste

experimento, é concordante com varios autores que demonstraram a
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disseminacgao centrifuga do virus rabico e sua presenga em varios tecidos e
orgao extraneurais (FISCHMAN e SCHAEFFER, 1971; MURPHY et al.,
1973b; MURPHY e BAUER, 1974; SCHNEIDER, 1975; CAMPBELL e
CHARLTON, 1988; KOPROWSKI, 1995; JOGAI et al., 2002).

Ndo se detectou a presenca do virus rabico no membro
posterior direito nos periodos mais imediatos pés-inoculagdo. A presenca do
virus rabico em membros foi observada no 10° dia apds inoculagao e pode
ser justificada pela disseminagao centrifuga viral ou mesmo, no caso do
MPD, por persisténcia viral no ponto de inoculagdo, uma vez que trabalhos
relatam a positividade no local de inoculacido por até 18 dias pds-inoculacao
(CHARLTON e CASEY, 1979; CAMPBELL e CHARLTON, 1988).

Adicionalmente, ressalta-se a positividade em cérebro dos
animais assintomaticos sacrificados aos 25 e 30 dias, sugerindo periodo de
incubacdo mais prolongado da doenga nestes animais, justificado por
persisténcia viral em ponto de inoculagdo (CAMPBELL e CHARLTON, 1988).

Embora o fracionamento dos 6rgéaos possa ter prejudicado as
técnicas utilizadas, os resultados obtidos possibilitaram a detecg¢ao e o estudo
da patogenia viral dentro do modelo proposto. Adicionalmente, a hn RT-PCR
foi capaz de detectar, de forma mais eficiente, a presenga do virus rabico em
tecidos extraneurais, que resultaram negativos as demais técnicas, durante a
fase de disseminagéo centrifuga do virus rabico demonstrando ser possivel a

sua utilizagao no estudo da patogenia viral.

Concordamos, no entanto, com os autores que relatam que o
hn RT-PCR n&o deve substituir atualmente a IFD (TRIMARCHI e BRIGGS,
1999; RUPPRECHT, 2002) em fungdo do maior tempo para obtencdo dos
resultados, dos custos dos reagentes e dos equipamentos. Adicionalmente,

deve-se levar em consideragdo a degradagcdo do RNA viral decorrente de
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Rnases, obrigando a cuidados para a realizagao do teste e a possibilidade de
resultados falso-negativos nestas situagdes, contrariamente a IFD que
detecta a presencga do antigeno rabico independentemente de sua viabilidade
(DEAN et al., 1996).
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6. CONCLUSOES

Virus rabico, apds a infecgao experimental em camundongos,
foi evidenciado em tecido nervoso e em tecidos extraneurais pelas reacoes
de IFD, IC e hn RT-PCR.

A presenca do antigeno rabico em oOrgaos e tecidos

extraneurais foi demonstrada de forma mais eficiente pela hn RT-PCR.

A hn RT-PCR nao demonstrou precocidade no diagnéstico da

raiva em tecidos nervosos, dentro deste modelo estudado.

A substituicdo da IFD pela hn RT-PCR né&o se justifica em
funcdo de seu custo, tempo para obtencdo dos resultados e fatores que

interferem no teste.

A hn RT-PCR demonstrou ser uma técnica viavel para
aplicagao no estudo da distribuicdo do virus rabico, demonstrando a presenca
do virus no sistema nervoso central, 6rgaos e tecidos extraneurais de forma

bastante eficiente.
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