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IMUNOGENICIDADE DA CEPA AVIRULENTA RV194-2 DO
VIRUS RABICO EM CAMUNDONGOS

Rugimar Marcovistz, Eduardo Chaves Leal, Denise Cristina S. de Matos,
Humberto Pinheiro de Arafijo e Henri Tsiang

O virus rabico RV194-2, uma variante avirulenta da cepa CVS (Challenge Virus
Standard), produz uma infeccdo inaparente quando inoculado intracerebralmente em
camundongos adultos. Sugerindo que a resposta imunoldgica do hospedeiro permite a
eliminagdo do virus do sistema nervoso central. Por esta razdo foram estudadas a
indugdo de interferon e a resposta imune bumoral em camundongos BALB/c
inoculados com virus RV194-2, Durante a infec¢do, estes camundongos apreseitaram
elevados niveis de interferon no plasma e no cérebro com altos titulos de anticorpos
neutralizantes anti-rabicos. A 2-5A sintetase, um marcador da agdo dos interferons, foi
também analisada no cérebro destes animais. Sua atividade, aumentou,
baralelamente, a producdo de interferon, demonstrando que este interferon é
bioquimicamente ativo. O virus RVI94-2 também induziu, 45 dias apds sud
inoculagdo, protecdo aos animais quando desafiados com a cepa virulenta CVS. Estes

resultados demonstram que a cepa RVI194-2 possui um alto nivel imuinogénico.
Palavras-chaves: Virus rabico. Interferon. Imunogenicidade.

Durante muito tempo, com base em testes
imunologicos convencionais, todas as cepas de
virus rabico eram consideradas antigénicamente
semelhantes®. Contudo, diferen¢as antigénicas
entre as cepas de virus fixo e as cepas de virus
de rua ou selvagem foram facilmente detectadas,
utilizando anticorpos monoclonais contra a
glicoproteina do virus rabico™ .

O emprego destes anticorpos monoclonais
antiglicoproteina possibilitou a selecdo in vitro,
de cepas avirulentas variantes do virus fixo
CVS*8. Dentre estas cepas variantes avirulentas,
uma demonstrou ser incapaz de reagir com
dois anticorpos monoclonais antiglicoproteina
do CVS (anticorpos n? 248-8 e 194-2), sendo
entdo, denominada de RV194-2. Sua aviruléncia
foi caracterizada pela auséncia de mortalidade
de camundongos Suicos, quando inoculados
por via intracerebral.

Dietzschold e col® estudando a molécula da
glicoproteina do virus RV194-2 observou que a
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simples substituicio de um aminoacido na
posi¢ao 333 (Arg —»Ile ou Gln) era essencial
para a integridade de um determinante
antigénico e responsavel pela capacidade do
virus de produzir infecido nio letal em
camundongos. Posteriormente, Tuffereau e
col® confirmaram que a substituicdo da
arginina, na posi¢do 333, na molécula da
glicoproteina de variantes avirulentas derivadas
dos virus CVS e ERA, era fundamental para a
aviruléncia dessas cepas.

Varios autores tem utilizado essas variantes,
como uma ferramenta no estudo das
caracteristicas biolégicas envolvidas na
neuroviruléncia do virus rabico’ *®. Recentemente,
Jackson" demonstrou que os virus CVS e sua
variante avirulenta RV194-2 disseminam-se
igualmente no SNC de camundongos, entretanto,
o CVS era capaz de infectar um nGimero maior
de neurbnios do que o RV194-2.

Nosso trabalho teve como objetivo estudar
a imunogénicidade do virus RV194-2 em
camundongos BALB/c através da indugdo
de interferon, da produgio de anticorpos
neutralizantes anti-rabicos e da protecdo
destes animais contra a cepa parental virulenta
(CVS) usada como desafio.

MATERIAIS E METODOS

Animais. Utilizamos camundongos BALB/c
(idade de 6 semanas), fornecidos pelo Biotério
Central da Fundagiao Oswaldo Cruz.
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Células. As linhagens de células empregadas
foram: L-929 (células epiteliais murinas),
BHK21 (baby hamster kidney) e CER (chick
embryo-related), cultivadas em meio minimo
de Eagle (MEM) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB).

Virus. Foram utilizadas duas cepas de virus
rabico: a cepa de virus fixo, CVS, adaptada em
camundongos € em células BHK21 e sua
variante, avirulenta RV194-2, adaptada em
células BHK21. As amostras originais destas
cepas foram fornecidas pelo Servigco de raiva
do Instituto Pasteur de Paris, Franc¢a.

A cepa de virus da encefalomiocardite
murina (EMC) adaptada em células L929 foi
fornecida pela Dra. Claire Kubelka (Dept® de
Virologia, Instituto Oswaldo Cruz).

Dosagem de anticorpos anti-rdabicos. Os
camundongos foram sangrados através de
puncio no plexo retroorbital, as amostras de
sangue foram colocadas em tubos contendo
heparina (100U/mlb e o plasma separado por
centrifugacdo. O método de inibi¢io do foco
de fluorescéncia, em cultura de células BHK21,
foi utilizado para a dosagem de anticorpos
anti-rabicos®.

Diluicoes seriadas do plasma (1:2 a 1:1024)
foram feitas em microplacas de 96 orificios. A
cada 25pl das dilui¢des do plasma foi
adicionado igual volume de uma suspensao de
virus CVS (adaptado em células BHK21 e
previamente titulado) e 80pl de diluente (MEM
com 5% de SFB). Apo6s incubacido de 1 hora a
36°C, em ambiente de CO2 (5%, 50ul de uma
suspensio de células BHK21 (10°cel/ml) foram
adicionados. Um volume de 10ul da mistura
plasma, virus e células foi transferido para
placa de Terasaki. Apds incubacgio a 36°C
durante 24 horas, as células foram lavadas com
solucdo salina tamponada (PBS contendo
Cat+ e Mg++t) e fixadas em acetona (80%)
durante 1/2 hora a 4°C. Em seguida, o conjugado
antinucleocapsideo rabico (5pl/orificio),
marcado com isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Dignostic Pasteur, Francga), foi
adicionado e ap6s incubacio por 30 minutos a
37°C e as células foram lavadas duas vezes
com PBS. As placas secas foram examinadas
a0 microscoépio de fluorescéncia.

Em paralelo, foi também titulado um soro
de referéncia contendo 350 Ul, fornecido pelo
Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo
Cruz (INCQS-FIOCRUZ). Os titulos de anticorpos,
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expressos em unidades internacionais, foram
determinados a partir do inverso das dilui¢des

-de plasmas capazes de inibir 50% da

replica¢io viral nas células BHK.

Extrato cerebral. Cérebros congelados
foram macerados e homogeneizados em
2ml de uma solug¢do tampio hipotdnica,
contendo 10mM de HEPES (pH 7,6), 10mM
de KCIl, 2mM de Mg(OAC)2, 7mM de
2-B-mercaptoetanol e aprotinina a 100 U/ml.
Estes homogenatos foram deixados por 15
minutos a 4°C antes da adicio de NP40 na
concentracdo final de 0,5%. Cada suspensao foi,
entdo, sonicada por 10 segundos e centrifugada
a 1500g por 20 minutos®. Qs extratos dos
cérebros foram guardados a -70°C para
posterior avaliacio da atividade da 2-5A
sintetase.

Atividade de 2-54 sintetase. Qs extratos de
cérebro (200pl) foram colocados para reagir
com 4001 de uma solugido tampao hipotdnica,
contendo 20mM de HEPES (pH 7,6), SOmM de
KCIl, 25mM de Mg(OAC)2, 7mM de
2-R-mercaptoetanol, 5mM de ATP, 10mM de
fostato de creatinina, 0,16mg/ml de creatina
kinase, 0,1mg/ml de poly(D.poly(C) e 20pl de
3H-ATP (0,1mCi/ml) (Amershan, Inglaterra). A
mistura foi incubada a 30°C por 90 minutos e
em seguida por 5 minutos a 80/90°C. As
moléculas de 2-5A resultantes da ativa¢do da
2-5A sintetase, foram purificadas por
cromatografia em colunas de DEA-celulose e
as amostras colocadas em frascos contendo
liquido de cintilagdo. A contagem em cpm foi
feita em analisador (Beta) de liquido de
cintilagdio (PACKARD, Modelo: 1600 TRI-
CARB) e a taxa de 2-5A sintetase foi expressa
em nmol de AMP, incorporado na molécula de
2-5A por mg de proteina por 60 minutos.

Titulacdo de interferon. A atividade
interferogénica no plasma e no cérebro
(extrato cerebral sem NP40 e 2-8-mercaptoetanol)
foi medida pela inibi¢io do efeito citopatico
do virus EMC sobre as células 1-929% .

Microplacas de 96 orificios, contendo
dilui¢des seriadas (1:2 a 1:1024) do plasma ou
extrato cerebral foram expostas a luz ultra
violeta, por 30 minutos. Em seguida, a cada
diluic¢io foi adicionado igual volume de uma
suspensio de células 1-929 (5,0 x 10
cél/orificio) e as microplacas incubadas por 24
horas a 37°C em ambiente de CO2 (5%). Apds
esse periodo, as células foram infectadas com
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100 TCID50 do virus EMC e reincubadas a 37°C
em ambiente de CO2 (5%) por mais 24 horas.

O titulo do interferon foi dado pelo inverso
da diluicdo das amostras testadas que
apresentaram 50% de efeito citopatico causado
pelo EMC.

Dosagem de proteinas. As proteinas dos
extratos de cérebros foram dosadas com base
na diferenca de absorbincia a 235 e 280nm?.

Efeito protetor. Trés grupos de 24
camundongos BALB/c foram inoculados com
50pl de uma suspensdo do virus RV194-2, por
via intracerebral, nas concentracdes de 100,
1.000, 10.000 PFU. Um outro grupo também
com 24 camundongos, foi inoculado com PBS
(50pl/animal), por via intracerebral. Duas
semanas apos a inoculacdo, cada um dos
grupos citados foi subdividido em dois grupos
de 12 animais e desafiados, intracerebralmente,
com a cepa CVS nas concentragdes de 30 e 100
DL50, respectivamente. Os animais foram
observados, quanto o aparecimento de sintomas
da raiva, durante 30 dias apds o desafio.

RESULTADOS

Titulo de anticorpos anti-rdbicos, inducdo
de interferon e atividade da 2-5 A sintetase. A
Tabela 1 mostra os resultados do titulo de
anticorpos neutralizantes anti-rabicos, da
presenca de interferon no plasma e no
cérebro, assim como, a atividade da 2-5"A
sintetase no cérebro de camundongos
inoculados com o virus RV194-2.

Tabela 1 - Titulo de anticorpos anti-rabicos. indugdo de interferon
e atividade da 2-5A sintetase nu plasma e no cérebio de
camundongos inoculados com virus RV194-2.

Dias Plasina Ceérebro

apos AcN IFN IFN U/mg 2-5A
inoculagio Ul/ml U/ml de pin  nmol/mg/h

C 0 < 40 < 40 0.30
2 0.67 2560 2560 1,10
4 2,67 2560 > 5120 2.00
8 68.13 1280 640 115
12 204.00 320 320 1.00

16 204,00 < 40 <40 0

Um s:ruzpo de 15 camundongos BALB/¢ foi inoculado com o virus
RV194-2 por via intracerebral (100 PFU/animal). Cada resultado
representa a2 média aritmética de trés animais: ACN = anticorpos
neutralizantes: IFN = interferon; C = indica os valores obtidos a
partir de animais inoculados somente com PBS (controle).

Os anticorpos neutralizantes circulantes
foram detectados 2 partir do 22 dia apés a
inoculagido do virus e o titulo aumentou
progressivamente até o 122 dia, mantendo-se a
seguir constante até o dia 16, quando o
experimento foi encerrado.

A presenca de interferon no plasma e no
cérebro aumentou a partir do 22 dia, decrescendo
a partir do 8° dia.

A inducio da 2-5 A sintetase ocorreu em
paralelo 4 producio de interferon no cérebro,
mostrando um pico miximo de sua atividade
no 4° dia ap6s a inoculagao do virus, com uma
queda gradativa a partir do dia 8.

Efeito protetor. A Tabela 2 mostra o efeito
do virus rdbico RV194-2 na inducdo da
resisténeia de camundongos BALB/c quando
desafiados com a cepa CVS.

Tabela 2 - Efeito protetor do virus RV194-2 em camundongos
BALB/c.

Concentra¢io Taxa de sobrevivéncia (%)
do virus Virus desafio (CVS)
RV194-2 30 DL30O 100 DL30
0 2/12 (16.7) 0/12(0)
100 12/12 (100) 12/12 (100)
1.000 12/12 (100) 12/12 (100
10.000 12/12 (100) 12/12 (100

Trés grupos de 24 camundongos BALB/c foram inoculados com
50pg de uma suspensio do virus RV194-2 por via intracerebral nas
concentracdes de 100. 1.000. 10.000 PFU. Duas semanas apds a
inoculagdo. cada um dos trés_grupos foi subdividido em dois
%rupos de 12 animais e desafiados intracerebralmente com a cepa

VS nas concentracdes de 30 e 100 DL30. respectivamente. Os
animais foram observados durante 30 dias ap6s o desafio.
0 = Representa o grupo de animais inoculados com PBS e
desafiados com o virus CVS.

Os trés grupos de camundongos inoculados
com diferentes concentragdes (100, 1.000 e
10.000 PFU) de virus foram 100% protegidos
quando desafiados com 30 e 100 DL50 de virus
CVS por via intracerebral.

O grupo de animais controle inoculados
somente com 30 e 100 DL50 de virus CVS
(desafio) tiveram uma mortalidade de 83,7 e
100%, respectivamente.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que os camundongos BALB/c,
inoculados por via intracerebral com o virus
avirulento RV194-2, apresentaram altos titulos
de interferon e de anticorpos anti-rabicos
neutralizantes, além da prote¢io contra o virus
parental virulento, CVS.

A producgio de interferon € uma das
primeiras defesas do organismo consequente
de uma infec¢ao viral' #**2 ¢ a importincia de
seu papel, em diferentes modelos animais
infectados com virus rabico tem sido bem
documentada®. Em concorddncia com esses
dados, também encontramos altas taxas de
interferon no plasma e no cérebro dos animais
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inoculados com o virus RV194-2. Além disso, a
2-5A sintetase, um dos marcadores da presenca
e acao do interferon em um organismo e em
culturas de tecidos® ¥, aumentou sua taxa
paralelamente a4 do interferon produzido no
cérebro dos animais inoculados com o virus
RV194-2. Esses resultados evidenciam que o
interferon produzido nos animais infectados
com o virus RVI194-2 é tdo ativo quanto o
produzido em resposta 4 infecgdes por cepas
virulentas®.

Estudo imunohistoquimico realizado por
Dietzschold e col’ mostrou que o virus CVS
disseminou mais rapido do cortex para o
cerebelo e infectou mais neurdnios do que o
virus RV194-2, no SNC dos animais.
Posteriormente, resultados semelhantes
mostrando reduzida capacidade da replicacio
do virus RV194-2 no SNC dos animais.
Posteriormente, resulatdos semelhantes
mostrando a capacidade da replicacio do virus
RV194-2 no SNC de camundongos, quando
comparada com a cepa CVS, também foram
observados por outros pesquisadores’ 10V 18,
Essa menor eficiéncia da disseminacio do
virus RV194-2 no SNC, provavelmente, permite
um maijor tempo de exposicdo das particulas
virais ou antigenos virais 3s células do sistema
imune, e em parte, explicaria os altos titulos de
anticorpos anti-rabicos encontrados no plasma
dos camundongos BALB/c inoculados com o
virus RV194-2.

Por outro lado, o virus RV194-2 mostrou-se
altamente imunogénico, induzindo protecio
aos camundongos quando desafiados com o
virus CVS. Esta protecio, certamente, foi devida
aos altos niveis de anticorpos e de interferon
encontrados nos animais inoculados com o
virus RV194-2. E importante notar que VArios
autores t€m demonstrado a importincia dos
interferons como imumoduladores na evolucio
da infecgio rabica®?, e na eficacia de vacinas
anti-rabicas!?.

Os resultados aqui apresentados sugerem
que a cepa RV194-2 pode ser um excelente
instrumento para os estudos sobre a interacao
dos sistemas nervoso € imunitirio, € talvez
uma promissora candidata para estudos de
novas vacinas.

SUMMARY

RV194-2 rabies virus, an avirulent mutant of
CVS strain, induces an inapparent infection limited
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fo the central nervous system (CNS) in adult mice
inoculated intracerebrally. This fact suggest that
immune response of the bost is able to eliminate the
virus in CNS. For this reason, we bave studied the
induction of interferon and the bumoral immune
responses in BALB/c mice after RV194-2
inoculation. These mice presented high levels of
interferon in the plasma and in the brain, with
elevated levels of neutralizing antirabies antibodies.
The 2-5A synthetase, awn enzyme marker of
interferon action, was analyzed in the brain of
inoculated animals. Its enbancement in parallel to
the interferon production in the brain, showed
biochemical evidence that this inlterferon is active.
Forty five days after RV194-2 virus inoculation,
mice were protected against a challenge with the
CVS virulent strain. The results presented berein
show thatr RV194-2 strain has a bigh level of
imniunogenicity.

Key-words: Rabies virus. Interferon.
Immunogenicity.
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