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IMUNOGENICIDADE DA CEPA AVIRULENTA RV194-2 DO 
VÍRUS RÁBICO EM CAMUNDONGOS

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

O vírus rábico RV194-2, uma variante avirulenta da cepa CVS (Challenge Vírus 
Standard), produz uma infecção inaparente quando inoculado intracerebralmente em  
camundongos adultos. Sugerindo que a resposta imunológica do hospedeiro permite a 
eliminação do vírus do sistema nervoso central. Por esta razão foram estudadas a 
indução de interferon e a resposta im une humoral em camundongos BALB/c 
inoculados com vírus RV194-2. Durante a infecção, estes camundongos apresentaram  
elevados níveis de interferon no plasma e no cérebro com altos títulos de anticorpos 
neutralizantes anti-rãbicos. A 2-5A sintetase. um marcador da ação dos interferons,foi 
tam bém  a n a lisa d a  no c é re b r o  destes a n im a is . Sua a tiv id a d e, a u m en to u , 
paralelamente, ã produção de interferon, demonstrando que este interferon é 
bioquímicamente ativo. O vírus RV194-2 também induziu, 4 5  dias após sua 
inoculação, proteção aos animais quando desafiados com a cepa virulenta CVS. Estes 
resultados demonstram que a cepa RV194-2possui um alto nível imunogênico.

Palavras-chaves: Vírus rãbico. Interferon. Imunogenicidade.

Durante muito tempo, com base em testes 
imunológicos convencionais, todas as cepas de 
vírus rábico eram consideradas antigênicamente 
semelhantes25. Contudo, diferenças antigênicas 
entre as cepas de vírus fixo e as cepas de vírus 
de rua ou selvagem foram facilmente detectadas, 
utilizando anticorpos m onoclonais contra a 
glicoproteína do vírus rábico10 26.

O emprego destes anticorpos monoclonais 
antiglicoproteína possibilitou a seleção in vitro, 
de cepas avirulentas variantes do vírus fixo 
CVS48. Dentre estas cepas variantes avirulentas, 
uma demonstrou ser incapaz de reagir com 
dois anticorpos monoclonais antiglicoproteína 
do CVS (anticorpos n- 248-8 e 194-2), sendo 
então, denominada de RV194-2. Sua avirulência 
foi caracterizada pela ausência de mortalidade 
de camundongos Suíços, quando inoculados 
por via intracerebral.

Dietzschold e col8 estudando a molécula da 
glicoproteína do vírus RV194-2 observou que a
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simples substituição de um aminoácido na 
posição 333 (Arg —►Ile ou Gin) era essencial 
p ara a in teg rid a d e  de um d eterm in an te  
antigênico e responsável pela capacidade do 
vírus de produzir infeção não letal em 
camundongos. Posteriorm ente, Tuffereau e 
c o l24 con firm aram  que a su b s titu içã o  da 
arginina, na posição 3 3 3 , na m olécula da 
glicoproteína de variantes avirulentas derivadas 
dos vírus CVS e ERA, era fundamental para a 
avirulência dessas cepas.

Vários autores tem utilizado essas variantes, 
c o m o  um a fe r r a m e n ta  no e s tu d o  das 
c a ra c te r ís tica s  b io ló g ica s  en v o lv id as na 
neurovirulência do vírus rábico718. Recentemente, 
Jackson17 demonstrou que os vírus CVS e sua 
variante avirulenta RV194-2 disseminam-se 
igualmente no SNC de camundongos, entretanto, 
o CVS era capaz de infectar um número maior 
de neurônios do que o RV194-2.

Nosso trabalho teve como objetivo estudar 
a im u n o g ên icid ad e do vírus R V 194-2 em 
camundongos BALB/c através da indução 
de interferon, da produção de anticorpos 
n eu tralizantes an ti-ráb ico s e da p ro teção  
destes animais contra a cepa parental virulenta 
(CVS) usada como desafio.

MATERIAIS E MÉTODOS
Anim ais. Utilizamos camundongos BALB/c 

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

Víms. Foram utilizadas duas cepas de vírus 
rábico: a cepa de vírus fixo, CVS, adaptada em 
cam un d on gos e em cé lu las BHK21 e sua 
variante, avirulenta RV194-2, adaptada em 
células BHK21. As amostras originais destas 
cepas foram fornecidas pelo Serviço de raiva 
do Instituto Pasteur de Paris, França.

A cepa de vírus da encefalomiocardite 
murina (EMC) adaptada em células L929 foi 
fornecida pela Dra. Claire Kubelka (Dept9 de 
Virologia, Instituto Oswaldo Caiz).

D osagem  d e anticorpos anti-rãbicos. Os 
camundongos foram sangrados através de 
punção no plexo retroorbital, as amostras de 
sangue foram colocadas em tubos contendo 
heparina (100U/ml) e o plasma separado por 
centrifugação. O método de inibição do foco 
de fluorescência, em cultura de células BHK21, 
foi utilizado para a dosagem de anticorpos 
anti-rábicos23.

Diluições seriadas do plasma (1:2 a 1:1024) 
foram feitas em microplacas de 96 orifícios. A 
cad a 2 5 p 1 das d ilu iç õ e s  do p lasm a fo i 
adicionado igual volume de uma suspensão de 
vírus CVS (adaptado em células BHK21 e 
previamente titulado) e 80pl de diluente (MEM 
com 5% de SFB). Após incubação de 1 hora a 
3ó°C, em ambiente de C 02 (5%), 50pl de uma 
suspensão de células BHK21 (106cel/ml) foram 
adicionados. Um volume de lOjil da mistura 
plasma, vírus e células foi transferido para 
placa de Terasaki. Após incubação a 36°C 
durante 24 horas, as células foram lavadas com 
so lução  salina tam ponada (PBS contendo 
Ca++ e Mg++) e fixadas em acetona (80%) 
durante 1/2 hora a 4°C. Em seguida, o conjugado 
an tin u cleo cap síd eo  ráb ico  (5p l/orifício), 
marcado com isotiocianato de fluoresceína 
(F IT C ) (D ig n o stic  P asteu r, F ra n ç a ), fo i 
adicionado e após incubação por 30 minutos a 
37°C e as células foram lavadas duas vezes 
com PBS. As placas secas foram examinadas 
ao microscópio de fluorescência.

Em paralelo, foi também titulado um soro 
de referência contendo 350 UI, fornecido p elo  
In s titu to  N a c io n a l de C o n tro le  de 
Qualidade em Saúde da Fundação Oswaldo 
Cruz (INCQS-FIOCRUZ). Os títulos de anticorpos,

expressos em unidades internacionais, foram 
determinados a partir do inverso das diluições 

•de p lasm as ca p a z e s  de in ib ir  50%  da 
replicação virai nas células BHK.

E x tra to  c e r e b r a l .  C érebros congelados 
foram  m acerad os e h o m o g en eizad o s em 
2 ml de uma so lu ção  tam pão h ip o tô n ica , 
contendo lOmM de HEPES (pH 7,6), lOmM 
de KC1, 2mM  de M g (O A C )2 , 7m M  de 
2-iâ-mercaptoetanol e aprotinina a 100 U/ml. 
Estes homogenatos foram deixados por 15 
minutos a 4°C antes da adição de NP40 na 
concentração final de 0,5%. Cada suspensão foi, 
então, sonicada por 10 segundos e centrifugada 
a 1500g por 20 m inutos13. Os extratos dos 
c é re b ro s  fo ram  g u ard ad o s a -70°C p ara 
posterior avaliação da atividade da 2-5A 
sintetase.

Atividade de 2-5A sintetase. Os extratos de 
cérebro (200pl) foram colocados para reagir 
com 4001 de uma solução tampão hipotônica, 
contendo 20mM de HEPES (pH 7,6), 50mM de 
KC1, 25m M  d e M g (O A C )2 , 7m M  de 
2-E-m ercaptoetanol, 5mM de ATP, lOmM de 
fostato de creatinina, 0, l 6mg/ml de creatina 
kinase, 0,lmg/ml de poly(I).poly(C) e 20ytl de 
3H-ATP (0,lmCi/ml) (Amershan, Inglaterra). A 
mistura foi incubada a 30°C por 90 minutos e 
em segu id a por 5 m inutos a 80/90°C. As 
moléculas de 2-5A resultantes da ativação da 
2-5A  s in te ta se , foram  p u rifica d a s  p or 
cromatografia em colunas de DEA-celulose e 
as amostras colocadas em frascos contendo 
líquido de cintilação. A contagem em cpm foi 
feita em analisador (Beta) de líquido de 
cintilação (PACKARD, Modelo: l600  TRI- 
CARB) e a taxa de 2-5A sintetase foi expressa 
em nmol de AMP, incorporado na molécula de 
2-5A por mg de proteína por 60 minutos.

T it u la ç ã o  d e  i n t e r f e r o n . A a tiv id ad e 
in te rfe ro g ê n ic a  no p lasm a e no c é re b ro  
(extrato cerebral sem NP40 e 2-lS-mercaptoetanol) 
foi medida pela inibição do efeito citopático 
do vírus EMC sobre as células L-92913 .

Microplacas de 96 orifícios, contendo 
diluições seriadas ( 1:2 a 1:1024) do plasma ou 
extrato cerebral foram expostas à luz ultra 
violeta, por 30 minutos. Em seguida, a cada 
diluição foi adicionado igual volume de uma 
suspensão de células L-929 (5,0 x 104 
cél/orifício) e as microplacas incubadas por 24 
horas a 37°C em ambiente de C 02 (5%). Após 
esse período, as células foram infectadas com
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100 TCID50 do vírus EMC e reincubadas a 37°C 
em ambiente de C 02 (5%) por mais 24 horas.

O título do interferon foi dado pelo inverso 
da diluição das amostras testadas que 
apresentaram 50% de efeito citopático causado 
pelo EMC.

D osagem  d e proteínas. As proteínas dos 
extratos de cérebros foram dosadas com base 
na diferença de absorbância a 235 e 280nm28.

E f e i t o  p r o t e t o r .  T rê s  g ru p o s  de 24 
camundongos BALB/c foram inoculados com 
50pl de uma suspensão do vírus RV194-2, por 
via intracerebral, nas concentrações 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 após a inoculação, cada um dos 
grupos citados foi subdividido em dois grupos 
de 12 animais e desafiados, intracerebralmente, 
com a cepa CVS nas concentrações de 30 e 100 
DL50, respectivam ente. Os anim ais foram 
observados, quanto o aparecimento de sintomas 
da raiva, durante 30 dias após o desafio.

RESULTADOS
Título d e  anticorpos anti-rãbicos, indução  

d e interferon e ativ idade d a  2 -5  A sintetase. A 
Tabela 1 mostra os resultados do título de 
anticorpos neutralizantes anti-rábicos, da 
presença de interferon no plasma e no 
cérebro, assim como, a atividade da 2 -5 'A 
sintetase no cérebro de camundongos 
inoculados com o vírus RV194-2.

Tabela 1 - Título d e anticorpos an ti-ráb icos in d u ção  d e  interferon 
e  ativ idade d a  2-5A sintetase no p lasm a e  no cérebro de  
cam undongos inoculados com vírus RV194-2.

D ias Plasma Cérebro
apos AcN IFN IFN U/mg 2-5A

inoculação Ul/ml U/ml de ptn nmoi/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 1,15

12 204.00 320 320 1.00
16 204,00 < 40 < 40 0

Um grupo de 15 camundongos BALB/c foi inoculado com o vírus 
RV194-2 por via intracerebral (100 PFU/animal). Cada resultado 
representa a média aritmética de três 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 a partir do 22 dia após a 
inocu lação do vírus e o título aumentou 
progressivamente até o 12a dia, mantendo-se a 
seguir constante até o dia 16 , quando o 
experimento foi encerrado.

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

A indução da 2-5 A sintetase ocorreu em 
paralelo à produção de interferon no cérebro, 
mostrando um pico máximo de sua atividade 
no 42 dia após a inoculação do vírus, com uma 
queda gradativa a partir do dia 8 .

Efeito protetor. A Tabela 2 mostra o efeito 
do vírus rábico RV194-2 na indução da 
resistência de camundongos BALB/c quando 
desafiados com a cepa CVS.

Tabela 2  - Efeito protetor do vírus RV194-2 em cam undongos  
BALB/c.
Concentração Taxa de sobrevivência (%)

do vírus Vírus desafio (CVS)
RV194-2 30 DL50 100 DL50

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)

Três grupos de 24 camundongos BALB/c foram inoculados com 
50yg de uma suspensão do vírus RV194-2 por via intracerebral nas 
concentrações de 100. 1.000. 10.000 PFLL Duas semanas após a 
inoculação, cada um dos três grupos foi subdividido em dois 
grupos de 12 animais e desafiados intracerebralmente com a cepa 
CVS nas concentrações de 30 e 100 DL50. respectivamente. Os 
animais foram observados durante 30 dias após o desafio. 
0 = Representa o grupo de animais inoculados com PBS e 
desafiados com o vírus CVS.

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

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

DISCUSSÃO
Os re s u lta d o s  o b tid o s  n e s te  e s tu d o  

demonstraram que os camundongos BALB/c, 
inoculados por via intracerebral com o vírus 
avirulento RV194-2, apresentaram altos títulos 
de interferon e de anticorpos anti-rábicos 
neutralizantes, além da proteção contra o vírus 
parental virulento, CVS.

A produção de interferon é uma das 
primeiras defesas do organismo consequente 
de uma infecção virai11141521 e a importância de 
seu papel, em diferentes modelos animais 
infectados com vírus rábico tem sido bem 
documentada19. Em concordância com esses 
dados, também encontramos altas taxas de 
interferon no plasma e no cérebro dos animais
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inoculados com o vírus RV194-2. Além disso, a 
2-5A sintetase, um dos marcadores da presença 
e ação do interferon em um organismo e em 
culturas de tecidos3 13, aumentou sua taxa 
paralelamente à do interferon produzido no 
cérebro dos animais inoculados com o vírus 
RV194-2. Esses resultados evidenciam que o 
interferon produzido nos animais infectados 
com o vírus RV194-2 é tão ativo quanto o 
produzido em resposta à infecções por cepas 
virulentas20.

Estudo imunohistoquímico realizado por 
Dietzschold e col9 mostrou que o vírus CVS 
disseminou mais rápido do córtex para o 
cerebelo e infectou mais neurônios do que o 
v íru s  R V 1 9 4 -2 , n o  SNC d o s a n im a is .  
P o sterio rm en te , resu ltad os sem elh an tes 
mostrando reduzida capacidade da replicação 
do v íru s R V 194-2  no SNC dos an im ais . 
P o sterio rm en te , resu latd os sem elh an tes 
mostrando a capacidade da replicação do vírus 
RV194-2 no SNC de cam undongos, quando 
comparada com a cepa CVS, também foram 
observados por outros pesquisadores7 16 17 18. 
Essa menor eficiência da disseminação do 
vírus RV194-2 no SNC, provavelmente, permite 
um maior tempo de exposição das partículas 
virais ou antígenos virais às células do sistema 
imune, e em parte, explicaria os altos títulos de 
anticorpos anti-rábicos encontrados no plasma 
dos camundongos BALB/c inoculados com o 
vírus RV194-2.

Por outro lado, o vírus RV194-2 mostrou-se 
altamente imunogênico, induzindo proteção 
aos camundongos quando desafiados com o 
vírus CVS. Esta proteção, certamente, foi devida 
aos altos níveis de anticorpos e de interferon 
encontrados nos animais inoculados com o 
vírus RV194-2. É importante notar que vários 
autores têm demonstrado a importância dos 
interferons como ímumoduladores na evolução 
da infecção rábica2122, e na eficácia de vacinas 
anti-rábicas12.

Os resultados aqui apresentados sugerem 
que a cepa RV194-2 pode ser um excelente 
instrumento para os estudos sobre a interação 
dos sistemas nervoso e imunitário, e 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

to the central nervous system (CNS) in adult mice 
inoculated intracerebrally. This fa ct suggest that 
immune response o f the host is able to eliminate the 
virus in CNS. For this reason, we have studied the 
induction o f interferon and the humoral immune 
resp o n ses  in B A L B /c m ic e  a ft e r  R V 1 9 4 -2  
inoculation. These m ice presen ted  high levels o f 
interferon in the plasma a nd  in the brain, with 
elevated levels o f neutralizing antirabies antibodies. 
The 2-5A synthetase, an enzym e m arker o f 
interferon action, was analyzed in the brain of 
inoculated animals. Its enhancem ent in parallel to 
the interferon production in the brain, showed 
biochemical evidence that this interferon is active. 
Forty five days after RV194-2 virus inoculation, 
mice were protected against a challenge with the 
CVS virulent strain. The results presented herein 
show that RV194-2 strain has a bigh level of 
immunogenicity.

K e y -w o rd s : R a b i e s  v i r u s .  I n t e r f e r o n .  
Immunogenicity.
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